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“It is imperfection - not perfection - that is the end result of the program written into that
formidably complex engine that is the human brain, and of the influences exerted upon us.”

“Above all, don't fear difficult moments. The best comes from them.”

Rita Levi-Montalcini
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1. ENVELLIMENT
1.1. Definicid i caracteristiques generals de I’envelliment

L'envelliment no disposa actualment d’una definicié que sigui universalment
acceptada, sind que la seva explicacié es troba oberta a diverses interpretacions
evolutives, comparatives i ontogéniques (Carey i Zou, 2007). Diferents propostes de
definicions generalistes afirmen que I'envelliment és qualsevol procés lligat al temps
(Rai i Troen, 2011), i més concretament, un procés de creixement i de maduracié
independent de I'edat cronologica (Timiras, 2007). El gerontoleg america Bernard
Strehler defineix I'envelliment com un procés on es compleixen quatre criteris: és
universal, intrinsec, progressiu i deleteri (Vifia et al., 2007). Segons Denham Harman,
pare de la teoria de l'estrés oxidatiu, I'envelliment és el resultat d’'una acumulacié
progressiva de canvis en el cos que esdevenen amb el pas del temps i que causen un
augment de la probabilitat d’emmalaltir o de morir en l'individu (Vifia et al., 2007). En
una linia similar, Kirkwood i Austad (2000) defineixen I'envelliment com la pérdua
progressiva de funcionalitat acompanyada per una disminucié de la fertilitat i un
augment de la mortalitat.

El concepte d’envelliment s’utilitza facilment com a sindonim de senescencia, tot i tenir
significats divergents. L’envelliment comprén des de la concepcid fins a la mort de
I'individu. D’altra banda, la senescéncia es refereix als processos postmaduratius que
comporten una homeostasi disminuida i un increment de la vulnerabilitat de
I’organisme (Rai i Troen, 2011). Els termes envelliment i senescencia, pero, s’utilitzen
sovint com a sinonims, i aixi es fara a partir d’ara en aquest text.

L'Organitzaci6 Mundial de la Salut (World Health Organization, 2004) classifica
I’envelliment en tres etapes segons I'edat: els individus entre 60-74 anys sén ancians-
joves, entre 75-84 anys son ancians-vells, i les persones de més de 85 anys sén
ancians-ancians. Com s’esmentava anteriorment en una de les definicions, tot i que la
senescencia se sol definir exclusivament amb indicadors temporals o cronologics, la
correspondencia a nivell fisiologic és ambigua i dificil de determinar.

Aquesta elevada variabilitat o indeterminacié és precisament un dels indicadors
comuns de la senescéncia: I’heterogeneitat entre individus de la mateixa edat es
mostra en les respostes fisiologiques, en els nivells i la temporalitat dels canvis
fisiologics, i en la susceptibilitat a modificacions especifiques funcionals promogudes
per factors externs o interns (Timiras, 2011). La variabilitat de manifestacions de
I’envelliment ha donat lloc a una diferenciacié del concepte d’envelliment saludable o
exitos, en el qual no es manifesten discapacitats o disfuncionalitats fisiologiques,
cognitives i socials; en contraposicié a I'envelliment usual o habitual, que compren a
més a més les malalties associades a les edats avancades (Rai i Troen, 2011).



D’altra banda, aixi com l'inici de I'envelliment és indefinit, el final d’aquesta etapa es
troba invariablement marcat per un event Unic: la mort. La relacié entre I'envelliment i
la mort és caracteristica, perd la mort no és pas exclusiva d’aquest procés. Tot i que
I’envelliment es relaciona amb una major aparicié6 de malalties, no s’accepta en si
mateix com a causa natural de la mort (Timiras, 2007). En general, s’exclou la
possibilitat que la mort i I'envelliment tinguin una causa comuna. Molt probablement
I’envelliment i la mort es relacionen a través de nombroses i complexes interaccions a
nivells genetic i ambiental (Austad, 1997; Harris, 2000; Kirkwood i Austad, 2000;
Shostak, 2002; Sternberg i Timiras, 1999).

1.2. Longevitat i fisiologia de I’envelliment:

Donat que la finalitzacié de I'envelliment coincideix també amb el final de la vida, els
indicadors cronologics de la vida d’individus i espécies permeten estudiar
comparativament les relacions que s’estableixen entre la fisiologia i la cronologia de
I’envelliment. L'estudi comparatiu de I'’envelliment entre les espécies que el presenten
pretén no només determinar els trets comuns, sind explicar-ne les grans diferéncies de
longevitat.

Els indicadors habitualment usats en els estudis comparatius de I’envelliment entre
especies son la longevitat maxima o esperan¢a de vida maxima potencial, que és
I’edat maxima registrada de qualsevol individu d’una espécie; i la longevitat mitjana,
és a dir, 'esperanca de vida mitjana al naixement d’un individu d’una espécie concreta,
o I'edat en queé el 50% d’una poblacidé determinada sobreviu (Rai i Troen, 2011; Vifa et
al., 1997).

La comparaciod entre la longevitat i diferents indicadors fisiologics ha permeés observar
una relacié positiva i amb una elevada significacié entre la longevitat i el pes corporal
dels mamifers placentaris. La significacié augmenta si correlacionem la longevitat amb
el pes del cervell respecte el pes corporal de les espéecies vertebrades (Harris, 2000).
Aguestes correlacions semblen reforcar la importancia del sistema nervidés en la
regulacio de les variables fisiologiques i el manteniment de I'homeostasi (Timiras,
2007).

Una altra variable fisiologica que presenta una relacié important amb la longevitat de
les especies és la taxa metabolica basal (TMB). Com més elevada és la TMB més
s’escurca la longevitat de I'especie. La TMB expressa la quantitat d’energia alliberada
per unitat de temps degut al procés del catabolisme i els processos fisiologics del cos.
Per tant, una major eficiencia energetica i una menor produccié o acumulacié de
radicals lliures evitarien el malmetement cel-lular (Timiras, 2007). La relacié entre la
longevitat i la TMB és reforgada pels estudis amb intervencions ambientals realitzats
en diferents espécies. Els estudis més significatius sén sobre la restriccid calorica (CR,
caloric restriction), els efectes dels quals s’esmenten més endavant (apartat 1.3.5).



Finalment, la fecunditat o la funcié
reproductiva, mesurada a través del
nombre de naixements per any en
I’etapa de maduresa d’un individu, es
relaciona inversament a la longevitat
de I'espécie. La durada del procés de
creixement fins a la maduresa s’ha
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funcions reproductives i la termoregulacié fins a edats avangades (Timiras, 2007). La
severitat i el nombre de les patologies associades a I'augment de I'edat també s’ha
reduit en aquests animals (Segall et al., 1983). En el cas de I'espécie humana, I'edat de
la menopausa s’ha relacionat amb la longevitat, de manera que un inici de la
menopausa anterior als 40 anys comporta el doble de probabilitats de defuncié amb
anterioritat que les dones que presenten la menopausa més enlla dels 50 anys
(Snowden et al., 1989; van der Schouw et al., 1996). Aixi doncs, la funcié reproductiva
de les especies influencia el fenomen de I'envelliment, i aquesta relacié s’ha explicat
des de les teories evolutives comentades a I'apartat 1.4.

Pel que fa als indexs de longevitat en humans s’ha pogut observar que els canvis
socials i econdmics, el descobriment de les vacunes, I'augment de la higiene i de les
intervencions en salut publica, han causat un augment exponencial de la longevitat
mitjana, perd no han modificat la longevitat maxima, que s’ha mantingut gairebé
constant (Figura 1) (Vifia et al., 2007).

La recerca realitzada en animals déna lloc a uns resultats similars als canvis que s’han
observat en I'espécie humana. Es a dir, s’ha pogut observar que la suplementacié
vitaminica o la practica d’exercici han augmentat la longevitat mitjana en rates,
ratolins o Drosophila, perd molt poques intervencions ambientals han aconseguit un
augment de la longevitat maxima (Vifia et al., 2007). Actualment només hi ha tres
factors ampliament testats que han pogut allargar la longevitat maxima d’una espécie,
els tres relacionats amb la modificaciéo de la TMB. Un d’ells és la disminucié de la
temperatura ambiental o la reduccié de I'exercici, que han resultat efectives en
poiquioloderms (Sohal i Weindruch, 1996), un altre factor és la CR que, a nivell general,
ha permés extendre la longevitat maxima en una gran diversitat d’especies (Mair i
Dillin, 2008; McCay et al. 1935). Recentment, una altra intervencié que ha demostrat



I'allargament de la longevitat en diferents soques de ratolins, a més a més
d’invertebrats, és I'administracié de rapamicina (Harrison et al., 2009; Chen et al.,
2009). Es la primera intervencié farmacologica efectiva que ha permeés observar un
allargament en la vida de les especies. De totes maneres, I'efecte de la rapamicina es
troba en discussio, ja que no esta clar si I'actuacid d’aquest farmac a nivell de les vies
de senyalitzaci6 mTOR augmenta la longevitat perqué actua modulant els efectes de
I'envelliment a través d’aquesta via (Wilkinson et al., 2012) o pel seu efecte
anticancerigen (Neff et al., 2013).

1.3. Caracteristiques fisiologiques, cel-lulars i moleculars de I’envelliment

Malgrat I'elevada variabilitat del procés de I'envelliment, al llarg dels estudis realitzats
sobre la senescéncia s’han pogut determinar unes caracteristiques comunes propies
d’aquest procés en individus de diferents especies de mamifers (Rai i Troen, 2011;
Troen, 2003):

Augment de la mortalitat després de la maduracié.

Canvis en la composicid bioquimica dels teixits.

Disminucié progressiva de les funcions fisiologiques.

Disminucié de la capacitat d’adaptacid de la resposta als factors ambientals.
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Augment de la susceptibilitat i la vulnerabilitat a les malalties.

L’envelliment déna lloc a una perdua d’eficiéncia de les funcions fisiologiques, encara
gue aquest declivi és heterogeni en funcié de I'drgan. En general, es pot dir que
I’envelliment implica una perdua de la capacitat de manteniment de I’homeostasi quan
I'individu s’enfronta a canvis exteriors, especialment en condicions extremes. Aixi
doncs, durant la vellesa, per exemple, es pateixen més dificultats per adaptar-se als
canvis de temperatura. La majoria d’organs vitals pateixen atrofia o degeneracio,
especialment els organs formats per cel-lules postmitotiques, com neurones, cel-lules
musculars o miocardiques. També s’observa una degradacié de la mateéria
intercel-lular. Un altre fenomen associat a I’envelliment és l'augment de la
susceptibilitat a lesions, infeccions i altres formes d’estrés, fets que es deuen
principalment a un resposta immunitaria deficient. A més a més, hi ha un increment
notable en les incidéncies de cancer i malalties neurodegeneratives (Viiia et al., 2007).
Les patologies i manifestacions més comunes de la vellesa es detallen a la Taula 1.



Malalties associades a I'envelliment Canvis fenotipics associats a I’envelliment
Malaltia d’Alzheimer  Infart cerebral Perdua de cabell i Augment del greix corporal
coloracio grisa
Degeneracido macular Hiperplasia benigna de Problemes de les Davallada de funcions
associada a I'edat prostata articulacions, disminucié neurals: atencio,
de la mobilitat aprenentatge, memoria
Cataractes Cancer Sistema immune menys
efectiu
Malaltia de Aterosclerosi Péerdua de I'elasticitat de
Parkinson la pell
Diabetis mellitus Neuropatia periféerica Perdua d’elasticitat dels
tipus 2 pulmons
Osteoporosi Osteoartritis Alteracions vasculars

Taula 1. Malalties associades a I'envelliment huma i fenotip observat en persones
envellides. L’envelliment és un factor de risc de primer ordre per a un conjunt de malalties
humanes. A més a més, I'envelliment comporta alteracions en tots els organs, fet que déna lloc a
uns fenotips fisiopatologics generals (adaptat de Behl i Ziegler, 2014).

D’altra banda, Lopez-Otin et al. (2013) han proposat recentment les que consideren
nou caracteristiques comunes a nivell cel-lular i molecular de I’envelliment de diferents
organismes, principalment dels mamifers. En els propers apartats s’expliquen
detalladament aquests elements comuns de I'envelliment descrits en aquest article: la
inestabilitat gendmica, I'escurcament dels telomers, les alteracions epigenétiques, la
perdua de la proteostasi, la desregulacié dels nutrients, la disfuncié mitocondrial, la
senescencia cel-lular, I'esgotament de les cél-lules mare i la comunicacié intercel-lular
alterada.

1.3.1. Inestabilitat genomica

L'acumulacié del dany al DNA amb el pas del temps per I'actuacié de diferents agents
externs i interns ddna lloc a una gran diversitat de danys en el genoma. Aquests
efectes s’observen en mutacions produides en el DNA nuclear i el DNA mitocondrial de
les cel-lules senescents (Moskalev et al., 2013, Park i Larsson, 2011), aixi com en les
alteracions de I'arquitectura nuclear (Déchat et al., 2008). En general, el dany del DNA
nuclear és solventat pels mecanismes de reparacié (Lord i Ashword, 2012), que
disminueixen la seva eficiencia amb l'augment de I'edat. L'envelliment prematur
observat en les sindromes de Werner (WS, Werner’s syndrome) (descrit a I'apartat
1.5.1) i de Bloom és conseqiiéncia de I'acumulacié del dany inflingit al DNA (Burtner i
Kennedy, 2010). Algunes laminopaties o defectes de |'arquitectura nuclear també
poden donar lloc a sindromes progeroides (Worman, 2012).

1.3.2. Escurcament dels telomers

La regid cromosomica dels telomers és especialment sensible al deteriorament
associat a l'envelliment (Blackburn et al., 2006). Només les telomerases tenen la
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capacitat de replicar els extrems terminals dels cromosomes o telomers. Per aixo les
cel-lules somatiques que no expressen la telomerasa, és a dir, la majoria de cel-lules
dels mamifers, pateixen una perdua progressiva dels telomers a cada replicacié del
DNA. Aquest efecte s’ha pogut observar en ratolins envellits i en humans d’edat
avancgada (Blasco, 2007).

1.3.3. Alteracions epigenétiques

S’han observat alteracions epigenetiques en teixits i cel-lules al llarg de la vida (Talens
et al., 2012). Entre aquestes, hi ha les alteracions en els patrons de metilacid del DNA,
les modificacions post-translacionals d’histones i la remodelacié de la cromatina.
Alguns exemples dels canvis de metilaci6 del DNA sén les hipometilacions i
hipermetilacions observades en cel-lules d’animals i pacients amb sindromes
progeroides, que també es reprodueixen en I'envelliment normal (Osorio et al., 2010;
Shumaker et al., 2006). La deacetilacié de la histona H3 metilada a la lisina 9 del gen
SIRT6 (Zhong et al., 2010) és una de les modificacions post-translacionals descrites que
déna lloc a un augment de la longevitat (Maegawa et al., 2010). Algunes de les
proteines que afecten la remodelacié de la cromatina, com |’heterocromatina 1a,
presenten nivells disminuits en cel-lules patologiques o envellides (Pegoraro et al.,
2009; Pollina i Brunet, 2011). A més a més, I’envelliment s’ha associat a un elevat soroll
de fons transcripcional (Bahar et al., 2006) i una produccié abundant d’'mRNA
aberrants (Harries et al., 2011; Nicholas et al., 2010).

1.3.4. Perdua de la proteostasi

L’envelliment i algunes malalties neurodegeneratives associades es relacionen amb
una homeostasi proteica disfuncional. Aixi doncs, I'expressid cronica de proteines amb
un plegament erroni contribueix a diverses malalties, com és el cas de la malatia
d’Alzheimer (AD, Alzheimer’s disease), la malaltia de Parkinson (PD, Parkinson’s
disease) o les cataractes (Powers et al., 2009). L'alteraci6 dels mecanismes
d’estabilitzacié del plegament de les proteines té com a conseqlieéncia canvis en la
proteostasi amb I'envelliment (Koga et al., 2011). Els principals mecanismes implicats
en el manteniment de la proteostasi sén la familia de les xaperones o heat shock
protein (hsp), i els sistemes proteolitics intracel-lulars, és a dir, el sistema autofagic-
lisosomal i el sistema ubiquitina-proteasoma (Figura 2).

Les families de xaperones se situen en subcompartiments cel-lulars especifics, com és
el cas de les xaperones del reticle endoplasmatic. Bona part d’aquestes molecules
reconeixen motius forga comuns de les proteines, tals com regions hidrofobiques o
modificacions post-translacionals, pero part de les hsp controlen motius especifics de
proteines (Koga et al., 2011). La disfuncié del sistema de plegament de proteines a
través de les xaperones moleculars augmenta amb I'increment de I'edat i en certes
malalties neurodegeneratives (Calderwood et al., 2009). Per exemple, s’ha descrit un



augment dels nivells de I’"hsp27, una xaperona induible present en el cervell huma, en
les arees degenerades de cervells de malalts d’AD (Renkawek et al., 1993; Wilhemus et
al., 2006). A més a més, ratolins transgenics deficients en coxaperones de la familia
heat shock presenten un fenotip d’envelliment accelerat, mentre que les soques de
ratolins amb una longevitat elevada mostren una regulacio a I'al¢ca d’algunes hsp (Min
et al., 2008; Swindell et al., 2009).
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Figura 2. Pérdua de la proteostasi. L’estrés endogen i extern causen I'abséncia o I'anomalia del
plegament de les proteines. Les proteines no plegades adopten la conformacio6 correcta gracies a
les xaperones o es marquen per a la seva destruccié amb els sistemes ubiquitina-proteasoma o
autofagic-lisosomal. En el sistema autofagic reconeix la proteina no plegada mitjancant la
xaperona hsc70 i es transloca a l'interior dels lisosomes (CMA) o es segresten les proteines i
organuls malmesos (macroautofagia). El fracas del plegament o la degradacié de la proteina pot
comportar 'acumulacié i 'agregacio, que causen efectes proteotoxics (Lopez-Otin et al., 2013).

En els sistemes proteolitics també s’han observat canvis associats a I’envelliment que
contribueixen a una menor eficiencia en aquests sistemes i, com a conseqiiéncia,
provoquen alteracions en la proteostasi (Koga et al., 2011). El sistema ubiquitina-
proteasoma (UPS, ubiquitin-proteasome system) consisteix en el marcatge dels
substrats per a la seva degradacio i el posterior trencament proteolitic, a través de la
cascada de conjugacié de l'ubiquitina i el proteasoma, respectivament (Martinez-
Vicente et al., 2005). L'UPS té un paper principal en ’homeostasi cel-lular i el control
de qualitat de les proteines, i contribueix a la degradacié regulada de proteines
intracel-lulars essencials implicades en la progressié del cicle i la divisio cel-lulars, i la
transcripcio i senyalitzacid cel-lulars (Goldberg, 2007; Murata et al., 2009; Navon i
Ciechanover, 2009). Amb I’envelliment, I'eficiencia del proteasoma disminueix a causa
d’alteracions intrinseques a aquest complex i a factors extrinsecs que poden interferir
en la seva funcid. Es el cas, per exemple, de I'efecte inhibitori directe observat en el
proteasoma quan hi ha una oxidacié massiva i un entrecreuament proteic dels seus



substrats (Bulteau et al., 2001; Sitte et al., 2000). El decreixement dels nivells
d’ubiquitina o la regulacié a la baixa de la lligasa E3 sén alguns dels canvis del sistema
de la ubiquitina observats en el procés de I'’envelliment (Hawse et al., 2004; Jahngen et
al., 1990). De fet, 'ubiquitina i d’altres proteines de I"'UPS sén components habituals
dels agregats i inclusions de malalties neurodegeneratives (Martinez-Vicente et al.,
2005). Tot i aixi, la quantitat d’aquestes proteines és relativament petita, i per tant, les
alteracions observades en |'activitat de I'UPS no poden ser exclusivament explicades
per la retencié d’aquests components (Bennett et al., 2005). Es interessant el fet que
algunes de les proteines mutades en aquestes patologies tenen també un efecte
inhibitori directe en el proteasoma (Bennett et al., 2005). A més a més, en algunes
patologies com I’AD, I'alteracio de I'activitat del proteasoma afavoreix la formacié dels
agregats de proteines (Flood et al., 2005). Fins i tot s’han pogut detectar mutacions en
alguns components de 'UPS en I’AD i la PD, com és el cas respectivament de la parkina
i I'hidrolasa C-terminal de la ubiquitina-1, i els enzims E3 i deubiquitilasa que presenten
mutacions en algunes formes de PD (Martinez-Vicente et al., 2005). El decreixement
de la funcié de I'UPS amb I’envelliment, aixi com I’estat cronic d’inflamacié associat a
aquesta condicié que contribueix al bloqueig de la seva activitat, donen lloc a una
disfuncié de la resposta neuronal davant I'estrés oxidatiu. Aquest fet pot tenir com a
conseqliencia directa I'acumulacié de proteines i lipids oxidats en aquestes neurones
(Keller et al., 2004; Mishto et al., 2003).

El sistema autofagic-lisosomal consta de tres vies principals d’autofagia: la
macroautofagia, la microautofagia, de la qual se’n desconeix els mecanismes precisos
en els mamifers, i 'autofagia mitjancada per xaperones (CMA, chaperone-mediated
autophagy). La macroautofagia consisteix en la inclusié d’una area del citosol en
vesicules de doble membrana, o autofagosomes, que s’uneixen posteriorment a
lisosomes per a degradar-ne el seu contingut (He i Klionsky, 2009; Mizushima et al.,
2008). L'induccio dels processos de macroautofagia mitjancant la inhibicié de la via de
senyalitzacié de mTOR a través de I'administracié de rapamicina ha permeés observar
un augment de la longevitat de ratolins (Blagosklonny, 2011; Harrison et al., 2009). La
macroautofagia basal, i especialment la induible, sén essencials per al manteniment de
I’'hnomeostasi cel-lular i el balang energetic (Kuma et al., 2004; Mizushima et al., 2004;
Singh et al., 2009), per a la defensa enfront agressors externs i interns (Deretic, 2009) i
per a la remodelacio cel-lular (Tsukamoto et al., 2008). El decreixement de la seva
activitat s’ha descrit en el cervell huma envellit (Shibata et al., 2006) i la seva disfuncio
s’ha associat també a malalties neurodegeneratives (He i Klionsky, 2009; Mizushima et
al., 2008). En la CMA, les proteines son translocades directament a través de la
membrana lisosomal (Cuervo, 2010; Dice, 2007). Aquest fet es produeix mitjancant el
reconeixement especific entre la proteina i I'hsc70 (heat shock cognate protein-70
kDa); i posteriorment s’esdevé la interaccid d’aquest complex amb el receptor
proteina tipus 2A associada a lisosoma (LAMP-2A, lysosome-associated membrane
protein-2A). Experimentalment, s’ha descrit que ratolins transgénics que presenten
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una copia extra de LAMP2a no pateixen el declivi de I'activitat autofagica associat a
I’edat (Zhang i Cuervo, 2008). Les alteracions del CMA contribueixen també a la
neuropatologia de malalties com el PD i algunes tauopaties (Cuervo et al., 2004;
Martinez-Vicente et al., 2008; Wang et al., 2010).

1.3.5. Desregulacié de la deteccié de nutrients

L’eix somatotropic en mamifers compren des de ’hormona de creixement (GH, growth
hormone) fins al factor de creixement de la insulina-1 (IGF-1, insulin growth factor-1),
gue actua a nivell cel-lular, a través de la via de senyalitzacié de la insulina i I'lGF-1 (lIS,
insulin and IGF signalling pathway). Aquesta via és, d’entre les vies de control de
I’envelliment, la més conservada a nivell evolutiu. Entre les seves dianes hi ha la familia
de factors de transcripcié FOXO i els complexos mTOR, involucrats també en
I’envelliment (Barzilai et al., 2012). Les mutacions o els polimorfismes genétics que
redueixen les funcions de la GH, el receptor d’IGF-1 i d’insulina, i les molecules
efectores de la cascada de senyalitzacié intracel-lular com AKT, mTOR i FOXO, s’han
relacionat amb canvis en la longevitat en humans i amb models d’envelliment (Barzilai
et al., 2012; Fontana et al., 2010; Kenyon et al., 2010). La CR, implicada en aquestes
vies, ha augmentat la longevitat en totes les especies eucariotes investigades, incloent-
hi primats no humans (Colman et al., 2009; Fontana et al., 2010; Mattison et al., 2012).
La modulacié negativa de la via IIS mitjancant la sobreexpressié en ratolins de factors
antitumorals com el PTEN, o els ratolins amb PI3K hipomorfica mostren un augment de
la longevitat (Foukas et al., 2013; Ortega-Molina et al., 2012). Paradoxalment, en
I’envelliment normal s’observa una disminucio dels nivells de GH i d’IGF-1 (Schumacher
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gue els estats energeétics disminuits sén detectats mitjangant els nivells d’AMP i NAD+.
La seva modulacié es produeix a través de 'AMPK i les sirtuines, respectivament
(Houtkooper et al., 2010). A la Figura 3 s’il-lustren les vies de deteccid de I'estat
nutricional que intervenen en I'envelliment.

1.3.6. Disfuncio mitocondrial

L'envelliment de ceél-lules i organismes disminueix I'eficacia de la cadena respiratoria
dels mitocondris, augmentant la pérdua d’electrons i reduint la generacid d’ATP
(Green et al., 2011) i la disfunci6 mitocondrial pot accelerar els processos
d’envelliment en mamifers (Kutjoh et al., 2005; Trifunovic et al., 2004; Vermulst et al.,
2008). Inicialment la teoria mitocondrial de les espécies reactives d’oxigen (ROS,
reactive oxygen species), proposada per Harman (1965), permetia explicar I'augment
de les ROS i el deteriorament dels mitocondris que a la llarga causa un dany cel-lular
global. De totes maneres, evidencies recents contradiuen aquesta teoria ja que s’ha
observat, per exemple, que les ROS inicien cascades de senyalitzacié intracel-lular de
proliferacié i supervivencia en resposta a senyals fisiologiques i condicions d’estres
(Sena i Chandel, 2012). A més a més, s’ha descrit un augment de la longevitat en
llevats i C. elegans quan hi ha un increment de les ROS (Doonan et al., 2008; Mesquita
et al., 2010; Van Raamsdonk i Hekimi, 2009), i no s’observa envelliment accelerat en
ratolins manipulats genéticament per augmentar el dany mitocondrial i la produccié de
ROS (Van Remmen et al., 2003; Zhang et al., 2009). Totes aquestes evidencies es
poden explicar si les ROS s’observen com a senyals de supervivencia a I'estrés (Lopez-
Otin et al., 2013). Inicialment, doncs, les ROS activarien la resposta homeostatica a
través de sistemes de compensacié. Amb I'augment de 'edat, i per tant de I'estres i els
danys cel-lulars, les ROS augmentarien fins a arribar a un llindar on, en comptes
d’activar els mecanismes compensatoris, s’agreujaria el malmetement cel-lular
associat a I'’edat (Hekimi et al., 2011).

1.3.7. Senescéncia cel-lular

El procés de senescéncia cel-lular consta d’'una aturada del cicle cel-lular unit a un
conjunt de canvis fenotipics estereotipats (apartat 1.5.2) (Campisi i d’Adda di Fagagna,
2007; Kuilman et al., 2010). La induccié d’aquest procés s’ha pogut observar com a
consequeéncia del dany al DNA no telomeéric i de la derepressié del locus INK4a/ARF
(Collado et al., 2007). Entre els marcadors de la senescencia cel-lular hi ha la deteccié
del dany del DNA o la preséncia de B-galactosidasa associada a la senescéncia (Dimri et
al., 1995). Ambdds marcadors augmenten progressivament amb I'avenc de I'edat, tal i
com s’ha observat en alguns teixits, tot i que no tots els organs presenten canvis en
aquests marcadors (Wang et al., 2009). L'augment de les cél-lules senescents sol
classificar-se com a una contribucié més al procés de I'envelliment, tot i que podria
tractar-se d’un altre mecanisme de resposta compensatoria dels teixits per tal
d’eliminar possibles cél-lules malmeses o potencialment oncogéniques (Lépez-Otin et
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al., 2013). De totes maneres, la pérdua d’eficiéncia del reemplacament cel-lular que
implica I’eliminacié de la cel-lula senescent i la mobilitzacié de cel-lules progenitores es
pot veure afectat amb I’edat, donant lloc a una acumulacié de cel-lules senescents que
contribueixin activament al procés de I'envelliment, per exemple a través de la
secrecid massiva de citoquines proinflamatories i metal-loproteinases (Kuilman et al.,
2010; Rodier i Campisi, 2011). Pel que fa al locus INK4a/ARF, s’ha observat que és el
locus genomic correlacionat amb més patologies associades a I'edat (Jeck et al., 2012).
Les vies de p16™**?/Rb i p19”*%/p53 sén les més importants (Gorgoulis i Halazonetis,
2010), ja que els nivells d’aquests factors es correlacionen amb I'edat cronologica dels
teixits analitzats en ratoli i humans (Krishnarmurthy et al., 2004; Ressler et al., 2006).

1.3.8. Esgotament de les cel-lules mare

La disminucio del potencial de regeneracid dels teixits en I'envelliment s’observa en
I’'hematopoesi (Shaw et al., 2010) i en la majoria de compartiments de cel-lules mare
adultes, com el cortex prefrontal del ratoli (Molofsky et al., 2006), I'os (Gruber et al.,
2006) i les fibres musculars (Conboy i Rando, 2012). La disminucié estudiada en
cel-lules mare hematopoétiques de ratolins envellits es correlaciona amb I'acumulacié
de dany del DNA (Rossi et al., 2007) i amb la sobreexpressié de proteines inhibidores
del cicle cel-lular, com és el cas de la proteina p16™** (Janzen et al., 2006).
L’escurgament dels telomers també és una altra causa de la disminucié de les cel-lules
mare en multiples teixits (Flores i Blasco, 2005; Sharpless i DePinho, 2007). A més a
més, la proliferacié excessiva de cél-lules mare i progenitores pot exhaurir els ninxols
amb antel-laci6 com s’ha observat, per exemple, en els ratolins p21 null, fet que
afavoreix la senescéncia prematura en aquests ratolins (Cheng et al., 2000; Kippin et
al., 2005). D’altres treballs apunten també a una importancia dels factors cel-lulars
secretats per les cel-lules mare a través de la senyalitzacié extrinseca, ja que el declivi
de la funcid en les cél-lules mare neurals i musculars en ratolins envellits és revertit
amb I'administracié de factors sistémics de ratolins joves (Conboy et al., 2005; Villeda
et al., 2011).

1.3.9. Comunicacio intercel-lular alterada

El procés de I'envelliment també altera la comunicacié a nivell intercel-lular, ja sigui
endocrina, neuroendocrina, o neuronal (Laplante i Sabatini, 2012; Rando i Chang,
2012; Russel i Kahn, 2007; Zhang et al., 2013). L’augment dels processos d’inflamacio,
la disminucié de la immunovigilancia en contra de patogens i cel-lules premalignes, i
els canvis de composicié dels ambients pericel-lulars i extracel-lulars desajusten la
regulacié de les vies de senyalitzacido neurohormonals. El conjunt d’aquests processos
proinflamatoris fenotipics caracteristics de I'’envelliment dels mamifers és conegut com
a inflammaging (Salminen et al., 2012). Entre els efectes de l'inflammaging s’ha
observat l'augment de [l‘activaci6 de [linflamasoma NLRP3 i altres vies
proinflamatories, que donen lloc a un augment de produccié d’IL-1B, el factor de
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necrosi tumoral i els interferons (Green et al., 2011; Salminen et al., 2012). De forma
paral-lela a I'inflammaging hi ha una disminucié de I'activitat del sistema adaptatiu
immune (Deeks, 2011), fet que pot contribuir a agreujar el fenotip de I'envelliment a
nivell sistémic. El declivi dels nivells de I'hormona alliberadora de la gonadotropina
(GnRH) contribueixen a canvis relacionats amb I'envelliment com la fragilitat oOssia, la
debilitat muscular, I'atrofia de la pell i la disminucié de la neurogénesi (Zhang et al.,
2013). Aquests resultats suggereixen una regulacié hipotalamica de I'envelliment
sistemic a través de la integracid de les vies inflamatories i els efectes neuroendocrins
mediats per GnRH. Les sirtuines també estan involucrades en els processos
d’inflamacio propis d’edats avancades (Kawahara et al., 2009; Rothgiesser et al., 2010).
Més enlla dels processos inflamatoris, sembla que hi ha una possible propagacié dels
canvis relacionats amb I’envelliment d’un organ a un altre que explicaria la coordinacio
fenotipica interorganica. Un exemple és la induccio del fenotip cel-lular entre cél-lules
col-lindants unides per unions gap en processos mediats per ROS (Nelson et al., 2012).

1.4. Teories de I’envelliment

La teoria de I'envelliment dels organismes sexuals postulada per Bell (1988) es pot
considerar un dels principis fonamentals de la biogerontologia. A nivell general,
aquesta teoria contempla que la distincid entre la linia germinal i la linia somatica
cel-lular és el que determina la preséncia del procés de senescencia en les diferents
especies vives (Kirkwood i Austad, 2000), encara que aquesta diferenciacié coincideix
en gran part amb espécies que tenen una reproduccié sexual (Carey i Zou, 2007).

A partir de I'observacid dels processos de senescencia en diferents éssers vius s’han
postulat un gran nombre de teories que expliquen el procés des d’un punt de vista
desenvolupamental o geneétic i estocastic. A continuacié s’explicaran només les teories
més rellevants.

1.4.1. Teories genétiques o del desenvolupament

Les teories genétiques i del desenvolupament consideren que el procés de
I'envelliment és part d’un control continu del desenvolupament i maduracié
programats genéticament. Aquesta observacid parteix, per exemple, de les grans
diferéncies evidents de longevitat entre espécies (Perls et al., 2002).

El fet que les espécies en estat salvatge morin principalment per factors externs, i no
per mort natural, descarta la seleccié natural com a forga principal per a la seleccid
positiva d’algun gen que accelerés la senescéncia (Kirkwood i Austad, 2000). De fet, tal
i com explica la teoria de I'acumulacié de mutacions, la poca preséncia d’individus
envellits debilita la forca de la seleccid natural a edats avancades, i per tant, dels gens
que estan involucrats en el procés de senescéncia (Charlesworth, 1994). La manca de
seleccio d’aquests gens afavoreix I'acumulaciéo de gens amb efectes deleteris a llarg
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termini i I'heterogeneitat en el procés de senescéncia en una mateixa poblacid
(Kirkwood i Austad, 2000).

La teoria de la pleiotropia antagonistica postulada per Williams (1957) suggereix que
els gens amb efectes avantatjosos en etapes vitals inicials sén afavorits per la seleccié
natural, tot i que aquests gens puguin tenir efectes negatius en edats més avancades.
Aixi doncs, una petita diferéncia positiva en I'etapa inicial de desenvolupament d’un
individu pot tenir un efecte compensatori molt més gran que un ampli desavantatge
en etapes posteriors.

Aguest efecte compensatori és també un concepte important en la teoria del soma
d’un sol us (Kirkwood 1977, 1996), que postula la importancia d’una compensacio
proporcionada dels recursos metabolics entre el manteniment somatic i la
reproduccié. El manteniment somatic de les cél-lules en un estat fisiologic optim
només és necessari per allargar la supervivencia dels individus i afavorir la possibilitat
de reproduccio. Per tant, la inversido metabolica dels recursos limitats dels organismes
es realitzara prioritaritzant I'homeostasi i la reproduccié dels individus, abans que la
reparacié del dany molecular.

Una de les teories desenvolupamentals és la teoria neuroendocrina, on es proposa la
influéncia clau de la disminucié funcional de les neurones i les hormones associades
per al procés de l'envelliment (Frolkis, 1982; Mobbs, 1998). Entre les pérdues
funcionals que alterarien ’lhomeostasi s’inclouen les dels organs reproductius i la de la
fertilitat, la disminucié de la forca muscular, la menor capacitat de recuperacio de les
situacions d’estres i la disfuncionalitat de I'activitat cardiovascular i respiratoria (Carey
i Zou, 2007). D’altra banda, la teoria immunologica de |’envelliment es basa en dues
observacions: la capacitat funcional del sistema immunitari disminueix amb I’edat, com
s’evidencia amb la disminucié de les respostes de les cel-lules T als mitogens i la
disminucié de la resistéencia a les malalties infeccioses; i la resposta autoimmune
augmenta amb l'edat, com es pot veure per I'augment dels nivells dels autoanticossos
(Walford, 1974). La teoria de la capacitat replicativa finita de les cél-lules (Hayflick i
Moorhead, 1965) postula que I'envelliment és un fenomen cel-lular, aixi com també
organic, i que la perdua de les capacitats funcionals dels individus reflecteix la suma de
la perdua de capacitat funcional critica de les cél-lules individuals.

1.4.2. Teories estocastiques

Les teories estocastiques es basen en l'acumulacié fortuita d’aconteixements
perjudicials degut a I'exposicié a factors exdgens adversos. Aqui s’inclouen les teories
genetiques i moleculars, i les teories cel-lulars.
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1.4.2.1. Teories estocastiques genetiques i moleculars

De forma general, hi ha diverses teories que incideixen en punts diferents del procés
de translacié dels gens i la transcripcié de I’'mRNA, on es postula una acumulacié de
mutacions i errors. La teoria de la restriccié dels codons (Strehler, 1977) es basa en la
disfuncié del procés de translacié de I’'mRNA als aminoacids amb I'augment de I'edat.
D’altra banda, la teoria de la regulacié dels gens, (Kanungo, 1975) i la teoria de la
disdiferenciacio (Cutler, 1982) postulen que la senescéncia és el resultat dels canvis en
I'expressid dels gens i de la regulacié de I'activitat gendmica (Sharma et al., 2006;
Arking, 2006). La manca de regulaci6 genomica comportaria la sintesi de proteines
impropies de I'estat diferenciat de la cél-lula concreta on es produeixen. La teoria de
I’error-catastrofe (Orgel, 1963) recull les idees de les teories anteriors i postula com a
idea principal que els error en les proteines es poden produir en diferents estadis del
seu procés de sintesi, fet que amplifica el nombre de proteines alterades. Finalment, la
teoria de la mutacié somatica i el malmetement del DNA (Rai i Troen, 2011) proposa
gue I'acumulacié de mutacions al DNA de les cél-lules somatiques causades per agents
ambientals assoleix un nivell d’errors incompatible amb la vida cel-lular, i aix0 provoca
disfuncions associades a I’envelliment.

A nivell proteic, s’ha postulat la teoria de la modificacié de les proteines (Levine i
Stadman, 1996; Troen, 2003), on s’hipotetitza que I'acumulacié de modificacions post-
translacionals en les proteines alterades poden produir disfuncionalitats cel-lulars i
organiques (Bjorksten, 1974; Kohn, 1978), que comporten un guany o pérdua de la
funcié de les proteines (Hall, 1976).

1.4.2.2. Teories cel-lulars

La teoria de I'acumulacié dels productes de desfet (coneguda com a wear-and-tear)
suggereix que els efectes dels agents lesius ordinaris augmenten progressivament,
provocant una pérdua d’eficiéncia de I'organisme (Arking, 2006; Carey i Zou, 2007). Tot
i aixi, la dilucidacié de mecanismes de regulacié de I'’envelliment descarten aquesta
teoria (Carey i Zou, 2007).

La teoria de I'estrés oxidatiu o dels radicals lliures, postulada per Harman (1965),
proposa que els agents oxidants, és a dir els radicals lliures o les ROS endogenes
produides a les cel-lules, donen lloc a un patré de danys moleculars acumulatius que
causen la majoria de canvis de I'envelliment. El metabolisme aerobic genera espécies
derivades de l'oxigen que reaccionen amb macromolécules, autoperpetuant-se i
amplificant I'efecte inicial de les ROS i promovent un dany intracel-lular que déna lloc a
la davallada fisiologica propia de I’'envelliment (Arking, 2006; Sohal i Weindruch, 1996).
Una ampliacié d’aquesta teoria, anomenada teoria del DNA mitocondrial, hipotetitza
gue lI'acumulacié de dany al DNA mitocondrial comporta un defecte en la respiracio
cel-lular que, alhora, augmenta la formacié de ROS, comportant un dany addicional del
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DNA mitocondrial (Ozawa, 1997). Per tant, es combinen els fets estocastics i el
determinisme genétic de I’heréncia del DNA mitocondrial matern.

1.5. Models d’envelliment

1.5.1. Sindromes d’envelliment accelerat en humans

Tot i que no hi ha cap malaltia que tingui un fenotip exacte de I'envelliment normal en
humans hi ha diverses malalties genetiques que exhibeixen sindromes progeroides o
d’envelliment accelerat.

Entre aquestes malalties s’identifica la sindrome progeroide de Hutchinson-Guildford
(HGPS, Hutchinson-Guildford progeriod syndrome), que és una malaltia autosomica
recessiva extremadament poc comuna, en la qual les caracteristiques propies de
I’envelliment es comencen a desenvolupar en els primers anys de vida (Brown, 1990).
Algunes manifestacions inclouen la pell arrugada, I'encorbament, la pérdua de cabell
prematura i el retard del creixement. Els pacients d’"HGPS pateixen aterosclerosi i infart
de miocardi avancats, i la mort se sol produir al voltant dels 30 anys (Rai i Troen, 2011).
L’'HGPS és una laminopatia resultant d’una substitucié d’un nucleotid (single-nucleotid
substitution) (1824 C>T) en el gen de la lamina A, que codifica dos components de
I'embolcall nuclear (Meshorer i Gruenbaum, 2008). Aquesta mutacié produeix una
versié truncada del precursor prelamina A, anomenada progerina, que causa la
formacié de lamina nuclear andmala, un retard en I’ensamblatge del nucli, dany del
DNA i anormalitats cromosomiques (Scaffidi i Misteli, 2005).

La sindrome de Werner (WS) és una altra malaltia hereditaria autosomica recessiva
(Brown, 1990) amb manifestacions d’envelliment accelerat en els pacients, com
aterosclerosi prematura, intolerancia a la glucosa, atrofia de la pell, hipogonadisme,
osteoporosi i perdua i enblanquiment del cabells de forma prematura (Muftuoglu et
al., 2008). Tenen també una major predisposicio a certs tipus de cancers, i presenten, a
més a més, atrofia laringea i ulceracions a cames i bragos (Rai i Troen, 2011). La mort
dels pacients sol ser abans dels 50 anys, normalment de cancer o infart de miocardi
(Epstein, 1966; Goto, 1997). El gen responsable del WS és autosomic recessiu, s’ha
localitzat la mutacié al cromosoma 8, i sembla correspondre a una helicasa (Yu, 1996).
Les cel-lules dels pacients presenten inestabilitat cromosomica, escurgament dels
telomers, una mutacié elevada de gens i recombinacions no homologues (Brosh i Bohr,
2002).

La sindrome de Cockayne (CS, Cockayne’s syndrome) és una malaltia congenita
autosomica i recessiva caracterizada per un retard en el creixement i nanisme, una
sensibilitat extrema a la llum, retinopatia, sordesa, anormalitats del sistema nervios i
envelliment prematur (Stevnsner et al., 2008). Aquesta malaltia es manifesta
normalment a partir del primer any de vida i la mortalitat s’esdevé cap als 12 anys
d’edat (Rai i Troen, 2011). La CS és el resultat de mutacions a les proteines de
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reparacié acoblades a la transcripcid i al genoma global, ERCC6 i ERCC8, conegudes
també com a CSA i CSB, respectivament (Henning et al., 1995; Troelsta et al., 1992).

Les persones amb sindrome de Down (DS, Down’s syndrome) tenen una trisomia o
translocacié del cromosoma 21 (Brown, 1990; Turker et al., 1999). Pateixen un inici
primerenc de malalties vasculars, intolerancia a la glucosa, pérdua de cabell,
degeneracio oOssia i de les articulacions, i un augment de la incidéncia de cancer (Troen,
2003). L'esperanca de vida és entre 50-70 anys, i la deméncia és més freqlent i
préviament en aquests pacients respecte en la poblacid sana (Troen, 2003). La
presencia del gen B-amiloide (AB, amyloid 8) en el cromosoma 21 explica la similitud
de canvis neuropatologics amb els observats a I’AD, com els diposits d'AB i cabdells
neurofibril-lars (NFT, neurofibrillary tangles) (Rai i Troen, 2011).

1.5.2. Models de senescencia cel-lular

La senescencia cel-lular va ser descrita per primer cop per Hayflick (1965) com el
procés que limita la proliferacié dels fibroblasts humans en cultiu cel-lular. Els
fibroblasts humans solen créixer normalment quan es cultiven per primer cop, pero
van perdent paulatinament la capacitat de dividir-se després de quaranta o més
doblaments de la poblacié (Campisi, 2007). Tot i aixi, les cél-lules romanen viables un
cop assolit aquest estat, i metabolitzen RNA i proteines, perd aturen el seu creixement
en la fase G1 del cicle cel-lular i no inicien la replicacié del DNA en resposta a agents
mitogens fisiologics (Campisi, 1996; Cristofalo i Pignolo, 1993). Aquest fendmen és
conegut com a senescéncia replicativa o replicacié cel-lular, i les cel-lules que pateixen
aquest procés es diu que tenen una esperanca de vida finita (Campisi, 2007).

En general, diversos tipus de cél-lules tant d’organismes unicel-lulars com de cel-lules
de mamifer (Guarente i Kenyon, 2000) pateixen la senescencia replicativa en cultiu
(Campisi, 2001, 2007) i in vivo (Campisi, 1996; Stanulis-Praeger, 1987). Tot i aixi, el
procés varia depenent del tipus de cel-lula i I'espéecie (Parrinello et al., 2003; Sherr i
DePinho, 2000; Wright i Shay, 2000). Les caracteristiques generals que s’han pogut
observar en aquest fenomen sén: (1) les cél-lules somatiques no es divideixen de
forma indefinida, i tenen diferents mecanismes per a limitar la replicacié; (2) la linia
germinal i les cél-lules embridniques primaries tenen un potencial il-limitat de divisié o
sén immortalment replicatives; (3) les cél-lules canceroses comparteixen també la
capacitat replicativa immortal; (4) la senescéncia replicativa és controlada per gens
supressors de tumors, que poden ser inactivats per mutacions o canvis epigeneétics en
cel-lules cancerigenes; (5) la senescéncia cel-lular esta limitada en humans, i rarament
s'immortalitzen les cel-lules; (6) aquest fenomen és menor en el cas de les cel-lules de
rosegadors, que després d’un fenomen d’inestabilitat o crisi esdevenen immortals; i (7)
la immortalitzacié incrementa en gran manera la probabilitat de transformacié maligna
(Bringold i Serrano, 2004; Campisi, 2001; Cristofalo et al., 2004; Hasty, 2001; Wright i
Shay, 2002). Les caracteristiques dels punts 6 i 7 s’il-lustren a la Figura 4.
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El fenotip propi de les cél-lules senescents Immortal Cells

presenta com a caracteristiques I'aturada del
cicle cel-lular; en algunes ceél-lules, la
resisténcia als senyals que causen |'apoptosi
(Seluanov et al., 2001), i canvis funcionals en
les cél-lules diferenciades degut a les

Proliferative Capacity

modificacions en I'expressio génica (Campisi i

—— -

D’Adda di Fagnana, 2007). 20 40 60 )
Population Doublings

El cultiu cel-lular en condicions suboptimes 0 Figura 4. La senescencia replicativa i la

d’estrés ambiental pot afectar també immortalitzacio. La majoria de cél-lules
. L, mitoticament normals proliferen a través
negativament la replicacio cel-lular. Aquesta  gyp procés de senescencia replicativa on

perdua accelerada de la capacitat  s'esgota la capacitat proliferativa. Les
cél'lules de rata o ratoli poden
immortalitzar-se després d'un periode de
prematura o senescéncia prematura induida  crisi, perd les cél-lules humanes rarament
s'immortalitzen (Campisi, 2007).

proliferativa és coneguda com a senescéncia

per estrés (SIPS, stress-induced premature
senescence), un fenomen amb trets molt similars a la senescencia replicativa (Campisi i
D’Adda di Fagagna, 2007; Toussaint et al., 2002).

1.5.3. Models animals d’envelliment

La recerca sobre I'envelliment realitzada en models animals té un llarg recorregut que
ha acabat convergint en un estudi profund d’aquest procés en algunes espécies
concretes. Aixi doncs, els models més utilitzats en biogerontologia sén el llevat o
Saccharomyces cerevisae, el nematode Caernorhabditis elegans, la mosca del vinagre o
Drosophila melanogaster, i el ratoli de laboratori Mus musculus (Buffenstein et al.,
2008). El fet que aquestes espécies es trobin a una distancia considerable entre elles
dins I'arbre filogenetic (Figura 5) ha facilitat I'estudi dels mecanismes d’envelliment
conservats entre especies (Buffenstein et al., 2008). A més a més, |'estudi d’aquests
models ha permes aprofundir en els mecanismes reguladors genétics, moleculars i
bioquimics de la longevitat, i ha contribuit a una entesa general dels processos de
senescencia (Guarente i Kenyon, 2000; Liang et al., 2003; Ricklefs i Finch, 1995; Tatar
et al., 1997).

Una de les febleses de I'Us estés d’aquests models és el fet que comparteixen una
longevitat curta (Finch, 1990), i per tant, no son els animals més adequats per a I’estudi
dels mecanismes protectors de I'’envelliment ben desenvolupats en d’altres espécies.
Per estudiar aquests mecanismes caldria aprofundir en I'estudi d’animals amb
longevitat llarga.

Malgrat que no hi ha cap model de ratoli que mostri tot el fenotip de I'’envelliment
propi dels humans, aquesta espécie és valuosa per aprofundir en alguns mecanismes
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moleculars, donat que és ideal per provar tractaments a causa del seu cost reduit, té
una vida curta i mostra certa facilitat per a la manipulacié genética (Hasty i Vigj, 2004).

L’estudi de I'envelliment en un

~ Fungi (S.cerevisiae)*
ampli ventall de soques congénites & Porifera (sponge)
. . ; Cnidaria (jellyfish)
de ratolins es realitza a través de la Tnsects (D.melanogasien)®
monitoritzacio de diferents variables Crustaceans
al llarg de la vida dels animals ———Nemalodes (C. clegans
————Echinodermata (starfish)
(Vanhooren i Libert, 2013), tenint en Teleostei (fish)
Living amphibians

compte les variabilitats intrinseques

Lizards/snakes

entre soques. Aquestes diferencies Birds/crocodiles

donen lloc a un ampli rang de valors _
Marsupials

’ H ’
en l'esperanga de vida d’aquests Rodents (musculus)®

animals, com mostra I'estudi ﬂﬂﬁlgn”fmp“'mates*

realitzat pel Jackson Aging Centre, Figura 5. Relacid filogenética dels organismes

amb 31 soques de ratolins diferents  utilitzats com a models en la recerca sobre
I’envelliment. Els organismes més utilitzats son el

i ) S. cerevisae, D. melanogaster, C. elegans i M. musculus
entre els 251 i els 964 dies. Aquesta  (Buffenstein et al., 2008).

amb una esperanca de vida mitjana

variabilitat s’ha pogut relacionar,

per exemple, amb els nivells d’IGF-1 en plasma, ja que presenten una relacid inversa
amb la vida mitjana d’aquests animals (Vanhooren i Libert, 2013). A més a més, es pot
ampliar el coneixement de la base genética de I'envelliment relacionant la carrega
genética de les diverses soques de ratolins amb |'esperanca de vida mitjana, o
comparant ratolins recombinants congénits de soques diferents amb la soca original
(Klebanov et al., 2001; Miller et al., 2002).

La caracteritzacié fenotipica i genotipica de I'envelliment en les soques de ratolins s’ha
ampliat a partir d’intervencions en aquests animals que n’allarguen la vida mitjana
(Vanhooren i Libert, 2013). El model per excel-lencia d’intervencid en ratolins és la CR
(McCay et al., 1935; Osborne et al., 1917). Aquesta intervencié té com a resultat un
rejuveniment de la fisiologia a través de I'alentiment dels canvis associats a I’edat i de
I"activitat fisiologica en adults, perd sense observar variacions en |'aparicié d’aquests
canvis (apartat 1.3.5). De forma similar, la restricci6 de la metionina, que s’ha
relacionat amb la CR ha demostrat un augment de la longevitat maxima en ratolins
(Miller et al., 2005; Sun et al., 2009). Aquests animals mostren un retard en canvis
associats a I'envelliment, com I'aparicid de cataractes o els nivells disminuits d’insulina,
glucosa, hormona tiroidea T4 i IGF-1 en el serum (Miller et al., 2005).

Altres compostos administrats que han mostrat un efecte interessant en I'envelliment
son, per exemple, el resveratrol, I'aspirina, I'acid nordihidroguaiaretic i la rapamicina.
Tot i que el resveratrol ha mostrat canvis transcripcionals similars als de la CR en
cervell, cor i muscul esquelétic (Barger et al., 2008), no esta clar que tingui capacitat
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per allargar la vida dels ratolins (Bass et al., 2007; Wood et al., 2004). D’altra banda,
I"aspirina i I’acid nordihidroguaiaréetic han demostrat un augment de l'esperanca de
vida en ratolins mascles (Strong et al., 2008); i hi ha multiples evidencies de I'augment
de I'esperanca de vida en ratolins administrats amb rapamicina (Harrison et al., 2009;
Miller et al., 2011) (apartat 1.3.4).

L’hipofisectomia, o reseccid quirdrgica de la glandula pituitaria allarga també
I’esperanca de vida en ratolins mascles, que augmenta fins al 21% respecte els controls
(Powers et al., 2006). Aquesta intervencié redueix els nivells de GH, IGF-1 i hormones
tiroidees entre d’altres i afecta, doncs, a vies de senyalitzacid importants en
I’envelliment (Vanhooren i Libert, 2013).

D’altra banda, les diferents modificacions genetiques que afecten I'esperanca de vida
dels ratolins ha ampliat les possibilitats per a I'estudi de I'envelliment a partir
d’aquests models. Les mutacions puntuals que extenen la vida mitjana d’aquesta
espécie son eines interessants per a explorar les bases moleculars dels canvis
relacionats amb I'edat a nivell de la funcié cel-lular i dels teixits. Dues soques de
ratolins que pateixen un efecte en la longevitat gracies a la mutacié recessiva puntual
son el ratoli nan Ames (Brown-Borg et al., 1996; Schaible i Gowen, 1961) i el ratoli nan
Snell o Poulfidw (Flurkey et al., 2001; Snell, 1929). Les mutacions en aquests gens
tenen com a resultat una diferenciacid defectiva de les cél-lules somatotropiques,
tirotropiques i lactotropiques de la pituitaria (Li et al., 1990). A nivell fenotipic, aquests
ratolins es caracteritzen per un retard important del creixement, nivells sérics
indetectables de GH, hormona estimuladora de la tiroides i prolactina (Cheng et al.,
1983), i alteracions en la via de senyalitzacié d’lIS (Bartke et al., 1998), a més a més
d’un metabolisme reduit (Hunter et al.,, 1999). D’altres animals transgénics amb
mutacions en les vies de la GH i la via d’lIS han mostrat també un allargament de la
vida. Per exemple, s’han observat aquests efectes en els ratolins knock-out (KO) per a
la GH (Aguiar-Oliveira et al., 2010), o a les femelles del ratoli KO per al substrat del
receptor de I'insulina-1, que incrementen en un 32% I'esperanca de vida (Selman et al.,
2008), entre d’altres.

Un altre efecte propi d’algunes mutacions és la reduccié de I'esperanca de vida en
ratolins, fet que se sol traduir també en un fenotip d’envelliment accelerat. En molts
casos, pero, aquest fenotip sol manifestar unes caracteristiques segmentades de
I’envelliment, i per aixo cal tenir en compte les caracteristiques diferencials respecte
I’envelliment normal (Vanhooren i Libert, 2013). Actualment hi ha fins a set soques
diferents que compleixen els tres criteris que Hasty i Vijg (2004) consideren essencials
per a establir que una soca de ratolins amb una sola mutacié és plausible per I'estudi
de I'envelliment. Aquests criteris sén: la presentacio de I’envelliment amb posterioritat
al desenvolupament i maduracié complets, una manifestacid del fenotip demostrable
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en poblacions control en un punt similar a la corba de supervivéncia, i la presencia
d’una acceleracié del fenotip de I'’envelliment en multiples teixits.

Les soques de ratolins que actualment compleixen de forma general aquests criteris
presenten mutacions al gen de la proteina Ku80 (Lim et al., 2000; Vogel et al., 1999;
Zhu et al., 1996), el gens XPD (de Boer et al., 1998, 2002), LMNA (Mounkes et al.,
2003 ), BRCA1 (Cao et al., 2003; Deng, 2001; Weaver et al., 2002; Xu et al., 2001), TERC
(Blasco, 2002; Blasco et al., 1997; Rudolph et al., 1999), TRP53 (Tyner et al., 2002) o
Klotho (Kuro-O et al., 1997). Cal destacar que les mutacions LMNA i Klotho presenten
signes d'envelliment abans d’assolir la maduresa reproductiva, mentre que les altres
soques els presenten més endavant.

Finalment, les soques amb senescencia accelerada o SAM (senescence-accelerated
mouse) no tenen una mutacié puntual causant del fenotip, sind que contenen un fons
multigenetic que s’ha relacionat amb una major inestabilitat genomica amb I'edat, fet
gue suggereix una reparacié defectuosa del DNA (Nisitani et al., 1990; Odagiri et al.,
1998). En el capitol 3 s’aprofundeix sobre I'origen i les caracteristiques d’aquesta soca.

1.6. Envelliment cerebral

L’envelliment del cervell esdevé paral-lel al dels altres teixits periférics dels mamifers.
Tot i aixi, els mecanismes de I'envelliment addicionals observats en aquest organ
reflecteixen les caracteristiques uUniques del cervell i les cél-lules postmitotiques
diferenciades que el constitueixen, és a dir, les neurones. Aquest fet s’observa, per
exemple, amb I'elevat metabolisme del cervell, i per tant també en I'elevat consum
d’oxigen, que ddna lloc a una major afectacié de les estructures degut a I'elevat nivell
de ROS produides a les cél-lules. A més a més, com que les neurones no es divideixen,
el dany cel-lular inflingit per I'estrés oxidatiu tendeix a acumular-se, provocant la
disminucio de la seva capacitat de reparacié (Sibille, 2013).

La comparacié entre el cervell d’'un individu adult i un senescent amb o sense malalties
neurologiques o psiquiatriques associades a la vellesa, revelen canvis especifics a nivell
morfologic, bioquimic, metabolic i funcional. Tot i que tradicionalment s’ha considerat
qgue l'envelliment implica una pérdua inexorable de les capacitats funcionals i un
deteriorament de I'estructura i la bioquimica cerebrals, els estudis més recents han
permeés observar una bona persistencia de les capacitats normals del cervell gracies als
mecanismes compensatoris, adaptatius i a la capacitat d’aprenentatge exercides al
llarg de la vida (Timiras i Maletta, 2007).

1.6.1. Canvis cognitius, motors i afectius

Les funcions neurologiques de I'envelliment normal s’han estudiat extensament i els
diversos estudis transversals i els metaanalisis realitzats al llarg dels anys ofereixen
resultats consistents. S’ha observat, doncs, que de forma general hi ha una disminucié
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d’entre el 40 i el 60% de la velocitat cognitiva en individus no dements de 80 anys
comparat amb adults de 20 anys (Salthouse, 1982, 1996). El procés de I'envelliment
afecta de forma diferenciada diverses capacitats (Figura 6) (Christensen, 2001;
Ruffman et al., 2008; Salthouse, 1982; Schaie, 1996). Per exemple, I’habilitat verbal, la
velocitat de processament de la informacid, la resolucié de problemes, la funcid
inhibitoria, la memoria de treball, la memodria a llarg termini i I"habilitat espacial
disminueixen amb I’edat (Park i Reutere-Lorenz, 2009; Salthouse, 1982, 1996), mentre
gue les habilitats relacionades amb el coneixement o I’expertesa, com el vocabulari, el
coneixement del mdn, el coneixement general, la memoria implicita, I'entesa de
proverbis i I'expertesa ocupacional es mantenen estables amb I'edat i poden, fins i tot,
arribar a millorar (Christensen, 2001; Park i Reuter-Lorenz, 2009; Salthouse, 1982). Per
tant, sembla que la pérdua de volum de la mateéria grisa, aixi com els canvis
moleculars, poden ser la causa de la perdua d’habilitat cognitiva i els canvis funcionals
(Park et al., 2002).
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Figura 6. Efectes diferencials de I'envelliment en diversos processos cognitius. L'eix y
correspon a la distancia respecte la mitjana en desviacions estandars respecte I’habilitat
cognitiva explicada al llistat (Sibille i Glorioso, 2011)

Una elevada varietat de funcions motores, com el temps de reaccid, la velocitat del
moviment, aixi com la coordinacié ma i peu disminueixen de forma considerable amb
I'edat (Era et al., 1986; Fozard et al., 1994; Kauranen i Vanharanta, 1996). Aquests
efectes son mediats per la davallada dels nivells de receptor de dopamina (DA) D2
(Volkow et al., 1998), seguint un patré continu i progressiu (Fozard et al., 1994).

També s’observen canvis en la percepcié afectiva i de 'humor amb I'augment de
I’edat. Les persones ancianes mostren major dificultat per identificar les emocions de
tristesa o rabia respecte els joves, pero reconeixen de igual forma que el joves la
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felicitat, i el disgust fins i tot millor que ells (Ruffman et al., 2008). Generalment, les
persones d’edat avancada mostren un biaix positiu en la memoria i I'atencid, es
recuperen millor dels fets negatius i sGn menys propensos a involucrar-se en situacions
interpersonals destructives (Mather i Carstensen, 2005). Tot i que hi ha estudis que
afirmen una menor prevalenca del diagnostic de depressions greus a partir dels 40
anys (Hasin et al., 2005), possiblement hi ha trastorns depressius en que es poden
confondre amb estats de demencia (Alexopoulos, 2005). Aquest biaix positiu és
possiblement degut a I'adaptacié i I'aprenentatge dels individus, ja que el control
emocional disminueix de forma paral-lela a les funcions cognitives en el context
d’estats degeneratius a causa de la coincidéncia entre les arees necessaries per a les
funcions cognitives i el control emocional (Glorioso i Sibille, 2011).

1.6.2. Canvis estructurals i funcionals

A nivell macroscopic, I'observacid dels canvis del cervell amb I’envelliment ha permeés
determinar una disminucié d’entre el 6% i I'11% en el pes del cervell, que no sembla
donar lloc a alteracions importants o péerdues de la capacitat mental. Més
concretament, la pérdua de pes del cervell se centra en la matéria grisa, i es produeix a
una taxa d’entre 3,2 i 5,3 ml per any, tal i com mostren els estudis longitudinals i
transversals de ressonancia magnetica (Good et al., 2001; Smith et al., 2007; Tisserand
et al., 2002, 2004). Aquests canvis de la matéria grisa sén especifics segons 'area del
cervell observada: aixi doncs s’ha observat ampliament que el cortex prefrontal,
I'insula dreta i esquerra i el cortex frontal inferior esquerre presenten pérdues de
volum amb I'augment de I'edat, mentre que I’hipocamp o I'amigdala mostren resultats
variables o abséncia de canvis (Gianaros et al., 2006; Good et al., 2001; Resnick et al.,
2003; Seshadri et al., 2004; Tisserand et al., 2002, 2004).

De forma general, els estudis d’imatge funcional han descrit amb I'augment de I'edat
una menor coordinacid entre les regions que sostenen les funcions cognitives
superiors, fet que ddna lloc a una resposta integral disminuida (Andrews-Hanna et al.,
2007). També s’han detectat canvis en l'activitat cerebral en resposta a diferents
tasques, com I'augment de la bilateralitat en tasques de memoria o una disminucié de
la resposta de I'hipocamp. La deslocalitzacié de I'activitat cerebral observada amb
I'envelliment enfront de tasques cognitives sembla respondre a un mecanisme
compensatori (Cabeza, 2002; Cabeza et al., 2002; Park i Reuter-Lorenz, 2009). Aixi
doncs, els canvis estructurals i funcionals observats amb |'augment de I'edat
concorden especificament amb els canvis cognitius associats a la vellesa (Park i Reuter-
Lorenz, 2009; Glorioso i Sibille, 2011), per tant, totes aquestes observacions
suggereixen que el cervell presenta alteracions significatives també en I'envelliment
normal o saludable (Bishop et al., 2010).
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1.6.3. Canvis cel-lulars i morfologics

El nombre de neurones en un cervell adult és de 10 cél-lules aproximadament. Tot i
aixi, la pérdua de neurones associada a I'edat és forca reduida (Gémez-Isla, 1997; Haug
et al., 1984), I'afectacio és molt variable en funcié de les arees del cervell estudiades, i
la variabilitat interindividual és elevada (Long et al., 1999). Una estimacié aproximada
de la pérdua neuronal afirma que es troba al voltant del 10% i es restringeix
principalment a unes arees concretes (Morrison i Hof, 1997). La disminucié de volum
de la matéria grisa sembla ser el resultat de la pérdua de sinapsis i la retraccié de
I’arbre dendritic (de Brabander et al., 1998; Scheibeil et al., 1975), com s’observa, per
exemple, en les cel-lules piramidals del cortex d’un individu ancia respecte un de jove
(Figura 7) (Scheibel et al., 1975).
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A més a més, alguns estudis indiquen que durant I’envelliment hi ha un increment de
les tincions dels marcadors glials que seria causat per un engruiximent dels processos
de les cél-lules de la glia, és a dir, una distrofia glial, possiblement amb la finalitat de
preservar l'intercanvi neurona-glia i, que es veuria amenacat per I'augment de les
distancies a causa de la retraccié dels processos neuronals (Conde i Streit, 2006; Finch,
2003; Unger, 1998).

D’altres signes patologics neuronals associats a I’envelliment normal sén I'acumulacid
extracel-lular de proteines, per exemple, la lipofuscina (Pannese, 2011; Schulz, 1883); i
també s’observen agregacions d’AB, ubiquitina, proteina tau hiperfosforilada i altres
proteines o components anomals. En el capitol 2 s’esmenten les caracteristiques dels
agregats presents I’envelliment i les malalties associades.

Les alteracions vasculars o aterosclerotiques propies de I’envelliment poden induir
hemorragies o infarts a causa de la ruptura dels vasos o la seva obstruccié. Aquesta
afectacié sol ser restringida a certes arees i en global la proporcid de neurones
afectades és petita, tret diferenciador respecte les malalties neurodegeneratives, on
s’observen aquestes caracteristiques patologiques de forma extremadament extensa
(Lantos i Papp, 1994).

23



1.6.4. Canvis metabolics i circulatoris

Com que el cervell huma consumeix un 20% de I’energia total malgrat que representa
un 2% del pes corporal total (Attwell i Laughlin, 2001), sembla clar que les alteracions
de I'estat metabolic associades a I'envelliment tenen un efecte important en aquest
organ. Estudis transversals in vivo de '®FDG-PET en persones amb un envelliment
normal han mostrat una solida reduccié del metabolisme de glucosa amb la disminucié
de I'edat, amb un efecte diferencial segons la regié cerebral explorada, i on el cortex
frontal presenta uns canvis més pronunciats (Garraux et al., 1999; Herholz et al., 2002;
Hsieh et al., 2012; Kalpouzos et al., 2009; Moeller et al., 1996; Petit-Taboué et al.,
1998; Zuendorf et al., 2003).

La disponibilitat de glucosa i oxigen per al funcionament correcte del metabolisme
cerebral depén en gran mesura de la seva arribada eficient a través de la circulacié
sanguinia, ja que només el 15% del volum/minut del cor arriba a aquest organ en
comparacido a la taxa metabolica del 20% (Kandel et al., 2007). En el procés de
I’envelliment tenen lloc diversos canvis funcionals i estructurals del sistema vascular
gue afecten la perfusid dels organs, especialment els més irrigats, com el cervell i el
ronyd. L'afectacid del sistema vascular inclou les artéries periferiques i la
microvasculatura, a més a més de la barrera hematoencefalica (BBB, blood-brain
barrier) (Oakley i Tharakan, 2014). A nivell cerebral, alguns canvis observats en
I'envelliment sén I'augment de la permeabilitat de la BBB en ratolins (Pelegri et al.,
2007) i humans (Blau et al.,, 2012), o la disminucié de la funcié vasodilatadora
mitjancada per I'endoteli (Csiszar et al., 2003). Patologies vasculars habitualment
associades a I’envelliment, com l'isquémia cerebrovascular o la hipertensid, poden
agreujar les alteracions de la integritat de la BBB (Oakley i Tharakan, 2014).

1.6.5. Alteracions bioquimiques i vies moleculars de I'’envelliment cerebral

Entre els mecanismes generals propis de I'envelliment que afecten tant el cervell com
d’altres organs periférics cal destacar les vies metaboliques afectades en la CR, aixi
com el dany del DNA, la inflamacid i el dany causat per les ROS (apartat 1.3). D’altres
mecanismes generals presents en els teixits periferics perd que tenen poca incidéncia
en el cervell sén I'escurgament dels telomers i la deplecié de cél-lules precursores, ja
que la renovacié cel-lular és molt limitada (Glorioso i Sibille, 2011). A nivell neuronal,
les principals vies especifiques de I’envelliment sén I"augment del dany cel-lular,
I'acumulacid6 de ROS, la desregulacié de I'homeodstasi del calci, la disfuncié
mitocondrial i els processos inflamatoris (Yankner et al., 2008).

Com en d’altres sistemes d'organs, les cel-lules del cervell contenen una carrega
acumulada d’estres oxidatiu i metabolic resultant de la generacié de ROS, considerada
una caracteristica universal del procés d'envelliment (Mattson et al., 2004). Les classes
principals de molécules cellulars, incloent proteines, acids nucleics i lipids, es
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modifiquen oxidativament durant I'envelliment del cervell. Les modificacions de les
proteines inclouen la formacié de carbonils (Butterfield et al., 1997; Cakatay et al.,
2001; Dubey et al., 1996); la modificacid covalent dels residus de cisteina, lisina, i
histidina mitjancada pel producte de la peroxidacié de lipids 4-hidroxinonenal
(Papaionnou et al., 2001; Pedersen et al., 1998, 2000), la nitracio de residus de tirosina
(Sloane et al., 1999) i la glicacié (Munch et al., 1997). Entre el lipids, els acids grassos
poliinsaturats (PUFA, poly-unsaturated fatty acids) sén dianes particulars de les ROS, i
la seva oxidacié ddéna lloc a la generacié de productes neurotoxics resultants de la
peroxidacié dels lipids tals com 4-hidroxi-2-nonenal i malondialdehid (MDA). Alguns
PUFA, com ara |’acid araquidonic i I'acid docosahexanoic, sdn components importants
de membranes neuronals i participen en moltes funcions, com ara la senyalitzacié
cel-lular, I'estructura de la membrana, I'expressié genica i la produccid d'energia
(Perluigi et al., 2010, 2012). Les neurones també s’han d’enfrontar a déficits d'energia
resultants d'alteracions en la vasculatura cerebral i de la funcié mitocondrial (Hoyer,
1995). L'augment de I'estrés oxidatiu i I'acumulacié de molécules malmeses promouen
la disfuncid de diverses vies metaboliques i de senyalitzacié (Lebel i Bondy, 1992).

El cervell és especialment vulnerable als
efectes de la generacié dels nivells habituals
o anormals de ROS degut a que presenta les
seglients caracteristiques: (1) consumeix
altes quantitats d'oxigen; (2) té relativament
poca quantitat de sistemes generals de

defensa antioxidants en comparacié a
d’altres teixits; (3) conté molts metalls de

ONOO €22 0; 225 4,0,

transicié que poden ajudar en el cicle redox; l

i (4) conté alts nivells de PUFA (Perluigi et al., i
2014). Protein Iim..-...n "OH + OH
D'altra banda, donat que les neurones del PO T Protein Oxidation

, . .. . Lipid Peroxidation
cervell sén majoritariament post-mitotiques, ] . o

. , Figura 8. Metabolisme oxidatiu en els
el dany produit per les ROS és generalment | .itocondris. Els mitocondris

irreversible, i per tant, les neurones defectuosos poden donar lloc a una
sobreproducci6  d’especies  reactives
d’oxigen (ROS) que poden produir
malmetement lipidic,c, del DNA i les
La degeneracié progressiva i la disfuncié  proteines (Perluigi et al, 2014).

malmeses no es poden reemplagar.

mitocondrial contribueixen al procés

d'envelliment i, en particular, a I'envelliment de teixits postmitotics com ara el cervell i
el muscul. En el cervell huma, la disminucié de la funcié mitocondrial pot afectar de
forma selectiva poblacions neuronals amb grans demandes energetiques, com ara les
neurones piramidals o les neurones de projeccié de l'escor¢a cerebral. Per tant, la
disminucié de la funcid mitocondrial pot contribuir a I'envelliment del cervell i a
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augmentar la vulnerabilitat de les neurones a les patologies depenents de I'edat
(Bishop et al., 2010; Yankner et al., 2008).

Els dos llocs principalment afectats pel dany mitocondrial durant I'envelliment sén els
enzims de la cadena respiratoria i el DNA mitocondrial (Wallace, 2005). La ineficiéncia
del transport d’electrons i el malmetement de les defenses antioxidants afavoreixen la
produccié de ROS, com I'H,0, (Figura 8). La interaccié d’H,0, amb metalls de transicid
déna lloc, mitjancant la reaccié de Fenton, a OH™ altament reactius i perjudicials. Els
nivells elevats de ferro redox actiu que s’acumulen en I'envelliment cerebral normal i
en diverses malalties neurodegeneratives (Zecca et al., 2004) poden provenir
parcialment de mitocondris degenerats, ja que aquest metall es troba en altes
concentracions en aquests organuls. La disfuncio de les vies autofagiques, a través de
les quals s’ha suggerit que s'eliminen i degradaden els mitocondris disfuncionals
(Brunk i Terman, 2002) pot produir una acumulacié de mitocondris degenerats, que
afavoriria I'augment de la generacid de ROS i l'alliberament ferro de redox actiu
(Yankner et al., 2010). L’afectacié6 del DNA mitocondrial pot ser produida pel propi
dany produit per les ROS, o per mutacions ja presents en el DNA (apartat 1.3).

La influencia de les vies metaboliques en el procés de I'envelliment a nivell sistemic,
com mostra la relacié entre la CR i la longevitat de les especies, s’Tha comprovat a nivell
cerebral. Per exemple, la CR aplicada en primats va permetre observar un retard en
I'atrofia del cervell (Colman et al., 2009), i la CR a curt termini s’ha associat a una
millora de la memoria en persones ancianes (Witte et al., 2009). Alguns dels mediadors
de les vies metaboliques relacionades amb la CR sembla que poden ser factors claus
per a I'envelliment cerebral. Es el cas de les sirtuines, que tenen efectes pleiotropics
anti-envelliment en neurones i glia, com I'aturada de la formacié d’agregats proteics,
I"acumulacié de proteines malplegades, 'augment de la resposta a I'estrés, la millora
de la reparacié del DNA i la prevencié de la resposta inflamatoria mitjancada per la
glia, la mort cellular i la disfuncié mitocondrial (Gan i Mucke, 2008). A més a més,
SIRT1 ha mostrat efectes preventius respecte la degeneracio axonal de tipus walleriana
després d’una lesio (Araki et al., 2004) i sembla ser un factor essencial per a la
neurogenesi (Libert et al., 2008).

D’altra banda, la insulina i I'lGF-1 tenen activitat neurotrofica i promouen la
supervivencia neuronal a través de la inhibicido de I'apoptosi (van der Heide et al.,
2006). En els mamifers, els nivells d'IGF-1 disminueixen amb I'edat, i en el cas dels
éssers humans aquest disminucié comenca relativament aviat, a la tercera decada de
la vida (Piriz et al., 2011). L'administracié d'IGF-1 ha demostrat ampliament accions
neuroprotectores en l'envelliment del cervell, com la millora I'aprenentatge i la
memoria (Markowska et al., 1998), la plasticitat sinaptica (Sonntag et al., 2000) o el
creixement vascular (Sonntag et al., 1997); i disminueix I'estrés oxidatiu en el teixit
cerebral (Puche et al., 2008).
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La via de senyalitzacio de TOR intervé també en els efectes de la CR i de la deteccié de
nutrients (apartat 1.3.5) sobre I'envelliment a través de la modulacié de la sintesi de
proteines i l'autofagia (Chen et al., 2007; Hansen et al., 2007; Kapahi et al., 2004;
Medvedik et al., 2007; Pan et al., 2007; Steffen et al., 2008). Hi ha evidencies
indicatives que la senyalitzacié de TOR i l'autofagia poden modular I'agregacio de
proteines patologiques associades a malalties neurodegeneratives (Bishop et al.,
2010). Per exemple, I'administracié de rapamicina ha mostrat una reduccié de la
formacid d’agregats toxics i de la progressié de la malaltia en models de la malaltia de
Huntington (HD, Huntington’s disease) i de tauopatia en ratoli i mosca mitjancant
I'augment de l'autofagia (Ravikumar et al., 2004).

Una altra caracteristica propia de I'envelliment del cervell és I'acumulacié del dany al
DNA nuclear i mitocondrial, com a resultat dels agents inductors d’estrés. Hi ha una
amplia evidéncia de la implicacié del dany al DNA en els mecanismes moleculars de
I’envelliment, com suggereix la neurodegeneracid i 'acceleracié de I'envelliment del
cervell observats en els sindromes progeroides (Yankner et al.,, 2008), descrits a
I'apartat 1.5.1. Les modificacions d'una sola base, com ara la 8-oxoguanina, sén el
principal dany observat al DNA en el cervell i augmenten en models de rosegadors i en
éssers humans amb I'envelliment (Hamilton et al., 2001; Liu et al., 2002; Lu et al.,
2004; Mecocci et al., 1993). La reduccié de la transcripcié de gens implicats en la
funcié sinaptica, el transport de proteines, i la funci6 mitocondrial es produeix
possiblement com a resultat de I'acumulacié del dany oxidatiu a promotors de gens
regulats a la baixa a partir de mitjana edat (Lu et al., 2004). A més a més, alguns
estudis suggereixen que el malmetement del DNA es presenta en regions selectives del
genoma que presenten més vulnerabilitat al dany oxidatius (Ohno et al., 2006). Com a
resposta al dany oxidatiu produit en el DNA, es pot produir un silenciament de les
regions malmeses del genoma a través de la repressid transcripcional, fet que
permetria sobreviure en preséncia del DNA no reparat. Aquest mecanisme tindria
avantatge sobre l'apoptosi cel-lular induida a través de la via de p53, ja que les
neurones, pel fet de ser postmitotiques, sén cel-lules insustituibles i que no tindrien
una predisposicid a patir transformacions neoplasiques (Yankner et al., 2008).

A més a més de I'efecte dels mecanismes generals de I'envelliment en el cervell, hi ha
diversos mecanismes moleculars especifics del cervel, o amb una major
predominancia en aquest organ, que també intervenen en el procés de I'envelliment
(Glorioso i Sibille, 2011).

D’una banda, s’ha vinculat la neurotrofina brain-derived neurotrophic factor (BDNF) al
procés d’envelliment gracies a la relacié entre un polimorfisme del gen de BDNF huma,
Val66Met (Egan et al., 2003), que ddna lloc a una secrecié deficient del factor, i a un
envelliment del cervell en ratolins i éssers humans. S’han descrit evidéencies causals
sobre aquest polimorfisme en soques de ratolins knock-in per a I'al-lel huma Val66Met,
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gue mostra deéficits de memoria, un volum hipocampal disminuit i un decreixement en
la complexitat dendritica (Chen et al., 2006). A més a més, és un modulador logic de
I’envelliment molecular, ja que el BDNF es secreta en funcié de 'activitat cerebral, que
disminueix progressivament amb I'envelliment (Erraji-Benchekroun et al., 2005).
També és neuroprotector enfront d'una varietat d'insults, i és necessari per als canvis
en la densitat dendritica subjacents als sistemes de I'aprenentatge i de memoria
(Tapia-Arancibia et al., 2008). De fet, la infusié de BDNF pot restaurar el deteriorament
de la potenciacié a llarg termini (LTP, long-term potentiation) en rates d’edat mitjana
(Rex et al., 2006), és necessari per a la neurogénesi en ratolins i la seva expressio és
induida per I'exercici i la CR, moduladors de I’envelliment del cervell (revisat a Tapia-
Arancibia et al., 2008).

D’altres vies especifiques del cervell que modulen els efectes de I'envelliment sén les
relacionades amb els neurotransmissors, especialment la serotonina (5-HT, 5-
hidroxitriptamina), la DA i el glutamat. La 5-HT sembla que intervé en el procés de
I’envelliment, ja que els seus nivells, i els de receptors seleccionats, estan regulats en
funcié de I'edat. D'altra banda, la 5-HT comparteix vies de senyalitzacié amb d’altres
molecules regulades també per I'edat, com el BDNF i I'lGF-1 (Mattson et al., 2004), i els
farmacs inhibidors selectius de la recaptacié de 5-HT poden modular la neurogéenesi
(Dranovsky i Hen, 2006). A més a més, les mutacions en el procés de sintesi de la 5-HT
o els seus receptors, i el seu bloqueig a través de I'administracié de farmacs, retarden
el fenotip relacionats amb I'edat i/o estenen la longevitat en C. elegans (Murakami et
al., 2008; Petrascheck et al., 2007, 2009; Sze et al., 2000). En els ratolins, la supressio
del receptor de la 5-HT 1B ddna lloc a canvis cognitius (Wolff et al., 2003) i a fenotips
moleculars i locomotors anticipats de I'envelliment cerebral (Sibille et al., 2007), fet
que proporciona evidéncia causal de la vinculacié entre l'alteracié genética de la
senyalitzacio serotoninergica i I'envelliment (Sibille i Glorioso, 2011).

El glutamat, neurotransmissor excitatori predominant del cervell, és també un
candidat probable per a la modulacié d'envelliment del cervell, ja que facilita
I'alliberament de BDNF i és essencial per a la LTP, la plasticitat sinaptica, la
neurogenesi, la supervivencia neuronal dependent de I'activitat i el desenvolupament
nervids (Mattson, 2008). A través de I'elevacié de calci, els efectes sobre la CREB (cyclic
AMP-responsive element-binding protein) intracel-lular i la senyalitzacié de NF-KB, el
glutamat modula a llarg termini els canvis rapids en l'arquitectura dendritica i els
canvis transcripcionals en diversos gens, incloent les neurotrofines, fet que molt
probablement contribueix als canvis morfologics relacionats amb I'edat (Mattson,
2008).

Hi ha certes evidéncies que descriuen que la DA pot ser un causant de modulacié de
I'envelliment en el cervell (Backman et al., 2006). Aquest neurotransmissor esta també
implicat en diverses malalties relacionades amb |'edat, com el PD, I'HD, I'esquizofrenia
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i el desordre bipolar. Alguns components del sistema dopamineérgic disminueixen amb
I'edat, incloent el transportador de DA, i els receptors D1 i D2 (Backman et al., 2006).
Els ratolins alimentats amb el precursor de la DA L-dopa extenen la seva esperanca de
vida fins al 50%, i presenten una millora de la fertilitat. Aquest efecte esta mitjancat
potencialment per la via de la CR, ja que els ratolins van mostrar una reduccié del
creixement tot i ingerir la mateixa quantitat d'aliments que els controls (Cotzias et al.,
1974, 1977). L'entrecreuament amb les vies de la CR s’ha corroborat a través d’estudis
en ratolins KO per als receptors D2, que presenten una disminucio dels nivells de GH i
d’IGF-1 (Diaz-Torga et al., 2002). Diversos estudis realitzats en humans relacionen la
reduccio dels nivells del receptor D2 amb la memoria (Backman et al., 2000, 2006;
Volkow et al., 1998), suggerint doncs que els nivells de D2 poden ser parcialment
responsables dels efectes de I'envelliment molecular sobre la funcié cognitiva. La DA
també interactua amb les vies de senyalitzacié relacionades amb les ROS. Per exemple,
la MAO-B, que inactiva la DA, augmenta exageradament amb I'edat (Erraji-
Benchekroun et al., 2005; Glorioso et al., 2010) i contribueix a I'increment de les ROS
observat amb I'edat (revisat a Luo i Roth, 2000). Finalment, la DA també regula les vies
relacionades amb la distrofia glial a través dels nivells de NF-kB i GFAP (glial fibrillary
acidic protein) (Luo i Roth, 2000).

Un altre fenomen especific del cervell observat en I'envelliment és la desregulacié de
I’lhomeostasi del calci. La desregulacié de I’entrada de calci a les neurones pot alterar
I'activitat sinaptica, i en condicions extremes, produir excitotoxicitat (Yeoman et al.,
2012). En condicions habituals, una lleugera elevacioé dels nivells de calci intracel-lulars
es compensa amb un rapid efecte tamponador a través de proteines del calci
citosoliques, com la parvalbimina, la calbindina, la calretinina, la calmodulina, o la
hipocalcina, i la seva extrusié al reticle endoplasmatic, als mitocondris o a I'espai
extracel-lular a través d’intercanviadors de calci o sodi per ser segrestats (Murchison i
Griffith, 2007; Ouda et al., 2008). Una disminucié de la capacitat de tamponacié del
calci dona lloc a un allargament de la seva resposta, fet que s’observa a les neurones
envellides (Brewer et al., 2006). L’envelliment afecta de forma important la capacitat
de tamponacié del calci tant en el reticle endoplasmatic com en els mitocondris
(Shankar, 2010). Un efecte concret de la desregulacié de I'homeostasi del calci que
s’ha associat a I'envelliment és la reduccié de I'excitabilitat de les neurones CAl de
I’"hipocamp (Figura 9), a causa de I'augment de l'amplitud i la durada de I'efecte
posthiperpolaritzacié lenta (sAHP, slow after hiperpolarization) (Landfield i Pitler,
1984). En aquestes neurones s’observa una disminucié de |'entrada de calci a través
dels receptors de NMDA, un augment de I'entrada de calci a través de receptors de
calci tipus L (Foster, 2007), i un augment de l'alliberament de calci dels magatzems
sensibles a rianodina que activen el corrent sAHP (Kumar i Foster, 2005), fet que causa
una hiperpolaritzaciéo de la neurona postsinaptica. Els canvis en |'entrada de calci a
través dels receptors son causats per una alteracié de l'estat redox d'aquestes
proteines (Bodhinathan et al., 2010; Foster, 2007; Kumar i Foster, 2007; Steullet et al.,
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2006). En ultima instancia, aquestes alteracions provoquen un canvi en el llindar de la
transicié entre LTP-LTD (long-term depression) en els models de mamifers (Kumar i
Foster, 2007). Aquest canvi en el llindar pot afectar la probabilitat de potenciacid o
depressid sinaptica en un moment donat, (Bear et al., 1987; Bear i Malenka, 1994;
Foster i Norris, 1997) i la dishomeostasi del calci pot, per tant, alterar la induccié de
LTP o LTD. Els canvis de la regulacié del calci relacionats amb I’edat poden interferir en
part en els déficits de plasticitat observats en I’envelliment (Burke i Barnes, 2006).
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Figura 9. Desregulaci6 de I'homeostasi del calci observada en l'’envelliment. Com a
conseqiiencia de I'envelliment, la despolaritzacié afavoreix ’entrada de calci a través dels canals
voltatge depenent de calci (3) respecte els receptors de NMDA (2). Aix0 comporta un augment
de l'alliberament de calci induit per calci i, com a conseqiiencia, un increment de I'activitat dels
canals de l'efecte posthiperpolaritzacié lenta. Aquest fet provoca un decreixement de
I'excitabilitat de les neurones hipocampals, restaura el blocatge dels receptors de NMDA a través
de magnesi i redueix I'entrada de calci a través de receptors de NMDA, provocant, per tant, un
canvi en el llindar d’estimulaci6 de I'LTP a freatiéncies més altes (Yeoman et al.. 2012).
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2. LESIONS CEREBRALS EN L'ENVELLIMENT | EN MALALTIES NEURODEGENERATIVES

Les lesions cerebrals que apareixen en I'envelliment i en malalties neurodegeneratives
es caracteritzen generalment per Il'acumulacié d’agregats intracel-lulars o
extracel-lulars formats majoritariament per components de naturalesa proteica. La
preséncia d’aquests agregats i la seva identificacié és una part distintiva de cada
procés o neuropatologia. De fet, el diagnostic d’aquests trastorns s’ha desenvolupat
des dels seus inicis en base a la combinacié del perfil clinic del pacient i la preséncia o
absencia de lesions cerebrals distintives (Duckett i Stern, 1999; Forstl, 1999; Graeber et
al., 1997).

Les lesions se solen presentar en tres formes diferents segons la localitzacio i
morfologia. Aixi doncs, es poden distingir lesions extracel-lulars, com és el cas de les
plagues neuritiques constituides per AB en I'AD o el DS (Glenner et al., 1984);
inclusions cel-lulars filamentoses desenvolupades a l'interior de les cel-lules neuronals
o glials, per exemple els cossos de Lewy (LB, Lewy bodies) formats per I'agregacié d’a-
sinucleina en la PD (McKeith et al., 1996); i canvis cel-lulars morfologics, com els
descrits en les neurones hipertrofiques i acromatiques de la malaltia o demeéncia de
Pick (PiD, Pick’s disease) (Armstrong et al., 2005). En aquest capitol es comentaran les
lesions més freqlients relacionades amb I'acumulacié d’'una o més molécules,
generalment proteines.

La majoria de les lesions distintives de les malalties neurodegeneratives estan
formades principalment per acumulacions d’una proteina plegada de forma andmala
en una conformacid alternativa estable, tal i com s'il-lustra a la Taula 2. Aquesta
alteracié conformacional déna lloc a I'agregacié i acumulacié de la proteina en una
forma fibril-lar ben organitzada anomenada estructura amiloide (Chiti i Dobson, 2006;
Soto, 2003).

La presencia de diverses caracteristiques compartides entre les malalties
neurodegeneratives ha permes plantejar la possibilitat que presentin un mecanisme
molecular comu (Carrel i Lomas, 1997; Soto, 2003). A més a més, els defectes en el
plegament de les proteines, I'agregacio i la seva acumulacid, que comporten dany
cel-lular i disfuncié tissular, poden ser el resultat d’alteracions en la proteodstasi
(Cuanalo-Contreras et al., 2013), explicades de forma més extensa a I'apartat 1.3. El
declivi de la proteostasi observat en I'envelliment, un dels factors de risc més
importants de les malalties neurodegeneratives, podria ser una explicacid plausible a la
contribucié d’aquest procés a les malalties neurodegeneratives conformacionals (Balch
et al., 2008).
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Table I. Major neurodegenerative diseases, their molecular determinants, and ‘signature’ lesions

Disease Abbreviation ‘Signature’ lesions Major molecular
determinant
Familial amylotrophic FALS NCI FUs

lateral sclerosis

Argyrophilic grain disease AGD NCI 4R tau
Alzheimer's disease AD SP B-amyloid (AB)
NFT 3R/4R tau
Basophilic inclusion body BIBD GO FUS
disease
Corticobasal degeneration CBD NCI, GCI 4R tau
Creutzfeldt-Jakob disease cb PrP deposits PrPsc
Dementia with Lewy bodies DLB MNCI a-synuclein
Down’s syndrome DS SP Ap
NFT
FTD with parkinsonism FTDP-17 NCI 3R/4R tau

linked to chromosome 17

Frontotemporal lobar FTLD-MND NCI 4R tau
degeneration with motor
neuron disease

Frontotemporal lobar FTLD-TDP NCI TDP-43
degeneration with TDP NIl TDP-43
proteinopathy

Frontotemporal lobar afFTLD-U NCI FUs
degeneration with Ub

inclusions (atypical)

Motor neuron disease MND-D GCl tau

with dementia

Multiple system atrophy MSA GOl a-synuclein
MNeuronal intermediate NIFID NCI a-internexin, FUS
filament inclusion disease

Parkinson’s disease PD NFT a-synuclein
Parkinsonian-dementia Guam PBC NCI 3R/4R tau
complex of Guam

Pick's disease PIiD PB 3R tau
Progressive supranuclear PSP NCI, GCI 4R tau

palsy

FLIS —fused in sarmoma’, PE— pick bodies, SF — senile plagues, NFT —neurcfibrillary tangles, NG — neuronal oytoplasmic indusions, Nil — newronal intranudear
irclusions, GO — glial cytoplasmic indusions, FrP — prion pratein

Taula 2. Malalties neurodegeneratives principals, lesions distintives d’aquestes
malalties i les seves molécules determinants o principals (adaptat d’Armstrong,
2012).

2.1. Constituents principals i secundaris de les lesions cerebrals

Originariament, la classificacié de la majoria de malalties neurodegeneratives es va
realitzar en dos grans grups, partint de la composicid principal de les lesions
distintives: les taupaties, on el constituent principal és la proteina tau, i que inclouen
I’AD, la PiD, la malaltia de granuls argirofilics (AGD, argyrophilic grain disease), la
degeneracio corticobasal (CBD, corticobasal degeneration), la paralisi supranuclear
progressiva (PSP, progressive supranuclear palsy), i la deméncia frontotemporal (FTD,
frontotemporal dementia); i les sinucleinopaties, és a dir, trastorns que presenten
agregacio de I'a-sinucleina, com és el cas de la PD, la deméncia de LB (DLB, dementia
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with Lewy bodies), |'esclerosi lateral amiotrofica (ALS, amyotrophic lateral sclerosis) i
I'atrofia multiple sistemica (MSA, multiple system atrophy). Més endavant, I'aparicié
de nous casos en els quals ambdues proteines eren absents va promoure la revisié de
la classificacié d’aquestes malalties. Finalment, es van ampliar els coneixements sobre
la composicio i I'origen de les lesions a nivell molecular i genétic, i aixo va obrir la
possibilitat a noves classificacions en funcid, per exemple, del component principal de
cada lesid, o de les mutacions que donen lloc a les lesions en els casos de malalties
familiars (Armstrong, 2012).

D’entre els components principals identificats en les lesions signatures, cal destacar els
peéptids d’AB, la proteina pridnica resistent a proteasa (PrP*°), la proteina tau amb tres
o quatre repeticions (3R, 4R), I'a-sinucleina, la proteina TDP43 i la proteina FUS
(Armstrong, 2012). La principal dificultat que va presentar aquest procés d’identificacié
va ser la diferenciacié entre els productes primaris de la lesid i els productes
secundaris derivats del dany cel-lular o incorporats posteriorment (Armstrong et al.,
2008). El fet que la composicid de les lesions es pot veure alterada amb el temps, i la
manca d’estudis sobre I'evolucid de la densitat de les lesions en el cervell dels pacients
de les diferents neuropatologies compliquen la identificacié dels compostos presents a
les lesions (Armstrong, 2012).

Moltes de les lesions caracteristiques de trastorns neurodegeneratius també
s’'identifiquen en certa mesura en cervells de persones d’edats avancades. Per
exemple, a través de les vies de processament normals del cervell es generen els
péptids AB (Mullan i Crawford, 1993), i aquests péptids poden formar diposits també
en els cervells de persones no dements d'edat avancada (Armstrong, 1995; Delaere et
al., 1993; Mann i Jones, 1990; Price et al., 1991). De fet, els diposits d’AB relacionats
amb I'edat poden tenir lloc en d’altres demeéncies diferents de I'AD, com per exemple,
en el PD, la DLB, i la malaltia de Creutzfeldt-Jakob (CID, Creutzfeldt-Jakob disease)
(Hainfellner et al., 1998; Mann i Jones, 1990; Ohgami et al., 1991). De la mateixa
manera, en I'envelliment es poden formar altres tipus de lesions en quantitats petites,
incloent els cabdells neurofibril-lars (NFT, neurofibrillay tangles), els LB i els cossos de
Pick (PB, Pick’s bodies). A continuacié s’esmenten les proteines que esdevenen
components principals de les diferents lesions neurodegeneratives.

2.1.1. Peptids de B-amiloide

Els principals components de les plaques senils en I’AD (apartat 2.3.1), de les lesions
presents en l’angiopatia amiloide cerebrovascular (CAA, cerebrovascular amyloid
angiopathy), i d’altres lesions en algunes patologies son els peptids AB d’entre 39 i 43
aminoacids, tal com mostra la Figura 10 (Glenner i Wong, 1984; Masters et al., 1985).
Els péptids d’AB es formen a partir de la proteina precursora de B-amiloide (ABPP,
amyloid-8 precursor protein), que és un proteina transmembrana expressada
ampliament en neurones i en una ampli ventall de cél-lules no neuronals, també fora
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del sistema nerviés central (Ling et al., 2003; Octave, 1995). Hi ha tres isoformes
comunes de I’ABPP, que contenen 695, 751 i 770 aminoacids, derivats d'alternatives
d’splicing i que entronquen en un sol gen en el cromosoma 21 (Kang et al., 1987). El
gen de I’ABPP huma conté 19 exons, i el fragment AB deriva de la part corresponent als
exons 16 i 17. La forma predominant en les neurones és I’ABPPgos (Yoshikai et al.,
1990). Actualment s’ha postulat que "ABPP pot actuar com a receptor de superficie
cel-lular i que pot intervenir en I'adhesié cel-lular, encara que les seves funcions encara
es troben en fase d’estudi (Lowe et al., 2012).

1 27t 37 1
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Figura 10. Seqiiéncies del péptid f-amiloide en diferents especies i zones de trencament de la
proteina precursora de la 3-amiloide (Gotz i Ittner, 2008).

La via no amiloidogénica, metabolica o secretora de I’ABPP, és la via de trencament
predominant d’aquesta proteina i és el resultat de I'accié seqiencial de les activitats
de les proteases a-secretasa i y-secretasa (Figura 11). La primera escissié produeix una
fragment de I'ectodomini denominat sABPPa i un fragment del carboxil terminal (CTF,
carboxyl terminal fragment) anomenat CTFa. El CTFa s'escindeix després en dos
fragments, que inclou un residu hidrofob del domini de I’AB anomenat P3. El lloc
d'escissié on actua I'a-secretasa és enmig de la seqiieéncia d'AB, i per tant impedeix la
produccié d’AB. No obstant aix0, hi ha certa evidéencia que indica que el P3 es produeix
i diposita en el teixit, en particular a plaques difuses (Gowing et al., 1994). L'activitat a-
secretasa probablement resideix en diverses proteases, incloent les que pertanyen a la
familia ADAM (a desintegrin and ;
metalloprotease), com I'ADAM-10, o i
’ADAM-17 i '’ADAM-9 (Allison et al.,
2003; Kojro i Fahrenholz, 2005). S'ha
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(APH-1) i el promotor de la presenilina 2 (Steiner, 2004). L’APH-1 i la nicastrina
inicialment formen un complex que s'uneix posteriorment a la presenilina i a la
proteina potenciador de la presenilina-2. Aquesta unié confereix l'activitat de la
proteasa, que genera un fragment que es transloca al nucli i actua com a factor de
transduccié. Es possible, doncs, que una de les activitats fisiologiques de 'ABPP i la
seva proteolisi sigui una via de senyalitzacid del receptor cel-lular de superficie
(Marambaud et al., 2005; Russo et al., 2005; Selkoe i Kopan, 2003). El fragment curt
CTF, generat pel trencament d'ABPP a partir de la y-secretasa, és referit com a domini
intracel-lular d'ABPP (AICD, ABPP intracellular domain) i s’"ha suggerit que actua com un
activador transcripcional (Turner et al., 2003).

Una altra via secundaria i minoritaria de la proteolisi de I’ABPP és la via amiloidogénica,
de la B-secretasa o via endosomal-lisosomal (Golde et al., 1992). Aquesta via implica
I'accid seqliencial de la B-secretasa i la y-secretasa (Figura 11). L’activitat B-secretasa
s'ha atribuit a una proteasa aspartil transmembrana, BACE (8-site cleaving enzyme),
que esta altament expressada en neurones (Vassar et al., 1999). Hi ha dues proteines
homologues de BACE derivades de gens diferents, BACE1 i BACE2, perd només BACE1
s'expressa en el sistema nervids. L'accié de BACE provoca el trencament de I'ABPP per
a generar sABPP i CTFpB, i la sABPP és al seu torn proteolitzada addicionalment pel
complex y-secretasa per produir AB i AICD (Vassar, 2004). L'escissié d'ABPP no es creu
que sigui la funcié principal del BACE, ja que té d’altres substrats proteics. Algunes de
les mutacions en el gen de I'ABPP proporcionen una conformacié més favorable que la
propia proteina nativa per al trencament exercit pel BACE. El processament de I'’ABPP
es déna principalment en els dominis de membrana rics en colesterol, coneguts com a
lipid rafts, on s’acumula I'enzim BACE. L'escissié del CTFB per part del complex y-
secretasa genera un nombre de diferents fragments de péptids AB, on les principals
especies son AB4o 0 AB4,, de 40 o 42 aminoacids de llargada, respectivament (Steiner,
2004). Abans de formar diposits extracel-lulars, el péptid AR sembla acumular-se
intracel-lularment en les neurones, un esdeveniment que podria ser critic en la
fisiopatologia de la malaltia d’AD. En I’AD hi ha un augment en la proporcié d’ABs4,
respecte A4, sent ARy, I'espécie més amiloidogenica.

La formacié del peptid AR és un esdeveniment fisiologic que té lloc en el cervell, i
posteriorment se n’esdevé la seva expulsié. El transport mitjancat per receptor permet
eliminar el péptid AB a través de la BBB mitjancant el receptor de lipoproteines de
baixa densitat (LPR, lipoprotein receptor) i el receptor dels advanced glycation
endproducts (AGE) (Tanzi et al., 2004). El peptid AB també por ser degradat de forma
proteolitica per diversos enzims, incloent I'enzim degradador de l'insulina (McDermott
et al.,, 1997; Qiu et al., 1998) i la neprilisina (lwata et al., 2000). Altres enzims que
poden degradar I’AB inclouen I’enzim convertidor d'endotelina i la plasmina (Eckman i
Eckman, 2005). El drenatge de liquid cefal-loraquidi (LCR) en el cervell és una via
fisiologica que permet I'eliminacié de molécules toxiques com I'AB des de |'espai
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intersticial. Amb l'augment de I'edat, la produccié del LCR és inferior, i existeix una
major resisténcia al flux de sortida del LCR. S'ha proposat que la disfuncié del drenatge
del LCR amb l'edat permet I'augment de les concentracions locals dels peptids
amiloidogenics, fet que pot contribuir al desenvolupament de I’AD (Silverberg et al.,
2003; Weller et al., 1998, 2000).

2.1.2. Proteina tau

La proteina tau és una de les principal proteines de la familia de proteines associades
als microtubuls (MAP, microtubule-associated protein), que inclou les MAP estructurals
i les MAP motores (Lowe et al., 2008). La tau és la fosfoproteina més abundant en els
axons neuronals, i té la funcié d’unir-se i estabilitzar els microtubuls en el seu estat
polimeritzat a través de la interaccié amb la tubulina. El gen de la proteina tau humana
es troba localitzat a la regié cromosomica 17921 (Neve et al., 1986), i té com a minim
16 exons (Wang i Liu, 2008). Existeixen sis isoformes diferents generades en el cervell
huma adult per formes alternatives d’splicing dels exons 2, 3 i 10 (Andreadis, 2005).
Aguestes sis isoformes tenen entre 352 i 441 residus d’aminoacids i un pes molecular
d’entre 37 i 46 kDa (Wang i Liu, 2008). La seva estructura primaria es pot subdividir en
una regié N-terminal, seguida d’'un domini ric en prolines, una serie de repeticions de
llocs d’unié a microtubuls, i 'extrem C-terminal (Buée et al., 2010). Les isoformes de
tau derivades de I'splicing de I’exd 10 donen lloc a dues formes majoritaries de tau: la
proteina tau amb 3 repeticions (3R) en el domini d’unid als microtubuls i la proteina
tau amb 4 repeticions (4R) (Buee-Scherrer et al., 1995). S’ha observat que aquestes
dues isoformes tenen distribucions regionals especifiques que difereixen en el cervell
normal (Figura 12) (Bullmann et al., 2007; Goedert et al., 1989).
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Figura 12. Representacié esquematica de les sis isoformes de la proteina tau humana

presents en el cervell. L'splicing alternatiu de I'ex6 10 ddona lloc a tres isoformes amb 4 repeticions

(4R) en el domini d’unié als microtibuls i tres isoformes amb 3 repeticions (3R) (Buée et al.,, 2010).
En les taupaties s’han observat alteracions de la proteina tau, especialment degudes a
modificacions post-transcripcionals anomales com [|’hiperfosforilaci6 (Wang i Liu,
2008). A més a més, en condicions patologiques s’ha observat l'alteraciéd de la
solubilitat de tau i una conformacié anomala en forma de fulla B, fets que promouen la
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formacid d’agregats intracel-lulars en formes filamentoses i insolubles en neurones i
glia. La deteccid i identificacid de les formes de tau anomales en els homogenats de
cervell permet classificar les principals taupaties en base a les caracteristiques
bioquimiques dels agregats (Buee-Scherrer et al., 1995; Lee i Trojanowski, 1999;
McKhann et al., 2001).

Segons estudis realitzats per diferents autors, en els agregats proteics caracteristics de
les taupaties no es dipositaria la proteina tau completa, sind que mancarien els
extrems N-terminal i C-terminal. Aquest procés de truncament esta considerat un
factor clau per al desenvolupament de les malalties neurodegeneratives en les quals la
tau hi té un paper destacat (Hanger i Wray, 2010; Wang et al., 2008).

2.1.3. Alfa-sinucleina

L'a-sinucleina és una proteina de 140 aminoacids codificada pel gen SNCA del
cromosoma 4 (Wilson et al., 2004), que es troba en abundancia als terminals nerviosos
presinaptics. Es el principal component dels LB (apartat 2.3.5), agregats presents en els
cervell dels pacients d’algunes demeéncies i de la PD; i en molt poca quantitat, en el
cervell de persones envellides. També es pot detectar la preséncia d’aquesta proteina
en les inclusions glials i neuronals citoplasmatiques (apartat 2.3.6), presents en d’altres
condicions neuropatologiques.

La mutacid de sentit erroni A53T en el gen SNCA es va identificar com a causa de la PD
autosomica dominant (Polymeropoulus et al., 1997), i posteriorment es va relacionar
també amb aquesta malaltia la mutacido A30P. Aquestes mutacions sén poc freqiients
(Farrer et al., 2001; Vechio et al., 1996) i no estan associades a la PD esporadica.
L’afectacié d’aquest gen sembla ser també en aquests casos la causa de la patologia
neuritica de l'a-sinucleina (Duda et al., 2002; Spira et al., 2001). Les dades
experimentals suggereixen que la mutacié A53T promou la formacid de fibril-les de I'a-
sinucleina, mentre que la mutacié A30P facilita I'oligomeritzacié d’aquesta proteina
(Frasier et al., 2005; Giasson et al., 2003; Kotzbauer et al., 2004). La triplicacié del gen
de SNCA provoca, entre d’altres manifestacions patologiques, la formacié de LB
pleomorfics a partir de I'a-sinucleina, inclusions glials positives per a aquesta proteina i
una patologia neuritica generalitzada (Farrer et al., 2004; Gwinn-Hardy et al., 2000).

La funcié de I'a-sinucleina no s’ha pogut dilucidar, tot i que és probable que tingui un
paper sinaptic (Cookson, 2005). Els ratolins KO simples i dobles de I'a-sinucleina i el
seu homoleg B-sinucleina han permeés observar I'abséncia d’un paper essencial per a la
funcionalitat sinaptica, pero s’ha descrit la seva importancia per al manteniment dels
nivells normals de DA en el sistema nigrostriatal (Abeliovich et al., 2000; Chandra et al.,
2004).

L'a-sinucleina en la seva forma nativa és un polimer no plegat o amb un plegament a
I'atzar, pero la seva conformacio esta subjecta a canvis dinamics. S'ha especulat que els
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canvis conformacionals resultants de la seva interaccido amb lipids o altres proteines
son critics per a la seva funcié normal (Kim et al., 2002). Hi ha diversos motius
estructurals en l'a-sinucleina, incloent una regid central hidrofoba que inclou la
sequéncia del component no amiloide (NAC, non-amyloid 8 component), formada pels
aminoacids 61-95, que és un component no amiloide de les plaques senils originalment
aillades de cervell d’AD (Figura 13) (Gerhard et al., 2006). Aquesta regié ha demostrat
ser critica per a la formacié de fibres (Dickson, 1999) i és també la regidé que diferencia
I'a-sinucleina de les proteines homologues B-i y-sinucleina (Braak et al., 1999), que no
tenen el mateix potencial

fibril-logénic i no s'han associat 1__Amphipatic region 61 NAC domain 95 140
amb LB o d'altres estructures Actiic tegion
patologiques (David et al,
1997). La forma fibril-lar de I'a-
sinucleina té una conformacié

A3OP  E46K AS53T

Figura 13. Representacié la proteina a-sinucleina.
Aquesta proteina esta formada per 140 aminoacids. Conté
de fulla B similar a d’altres una regi6 amfipatica N-terminal formada per sis
. A repeticions, una regié central que conté la regié NAC i una
proteines amiloides (Ben regi6 C-terminal acidica amb diversos llocs de fosforilacié
Hamida et al., 1993). (Mandemakers et al., 2007).

2.1.4. Proteina prionica

La proteina prionica cel-lular o proteina prionica (Prp®) és una glicoproteina cel-lular
d’unié al coure facilment soluble en solucions detergents no desnaturalitzants i
sensible a la digestié per proteinasa K, que pot donar lloc a les malalties prioniques
guan es produeixen alguns canvis en la seva conformacié (Figura 14) (Prusiner et al.,
1998). La Prp° es troba anclada a la cara externa de la membrana cel-lular a través d’un
ancoratge de glicosilfosfatidilinositol en els microdominis dels lipid rafts (Harris et al.,
2004). S'expressa en una amplia varietat de cel-lules, pero és especialment present en
les neurones, on s'enriqueix a les sinapsis (Herms et al., 1999). La funcié normal de
PrP° no es coneix completament, encara que s’ha proposat la seva intervencié en
funcions habituals de les cel-lules, A B
com ara l'activitat sinaptica,
I'activacié¢  de limfocits, Ila
resistencia a l'estres i la
senyalitzacid cel-lular associada
amb el creixement de neurites
(Cashman et al., 1990; McLennan
et al.,, 2004; Santuccione et al.,
2005). En els teixits infectats amb

.. . Figura 14. Estructures de les isoformes de les
agents prionics, algunes proteines proteines prioniques Prpc i Prpsc. A) La Prpc conté
PrP¢ solubles i sensibles a la principalment estructures helix-a i en menor quantitat,
estructures de fulles B. B) En la conversi6 a la forma
andmala de la Prp s’observa un augment de les fulles (3

tipus scrapie o una isoforma o (Ironside etal., 2008).

proteasa K esdevenen patogens
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isoformes resistent a proteinasa K, anomenades PrP*° o PrP", que han estat implicats
en la neurotoxicitat associada a la malaltia. La hipotesi prionica proposa que l'agent
infecciés o prié es compon Gnicament de PrP*, que quan s'introdueix en I'organisme
indueix la conversié de PrP¢en PrP> (Prusiner et al., 1998).

La nocié que la PrP* és important en la patogénesi de la malaltia de prions es basa en
les correlacions temporals i anatomiques observades entre I'acumulacié de PrP* i el
desenvolupament de canvis patologics en el sistema nervids central. No obstant aixo,
els canvis neuropatologics observats en els diversos animals models de malalties
pridniques poden desenvolupar-se en I'abséncia aparent de PrP> i, al revés, la Prp*
pot acumular-se al cervell sense alteracions neuropatologiques o signes clinics de
malalties (Chiesa i Harris, 2001).

La forma més comuna de malaltia pridonica humana és la CID espontania. Aquesta
malaltia es considera que sorgeix després de la conversié espontania de PrP en PrP* o
d'una mutacié somatica en PrP que el fa susceptible a la conversié a PrP> (Prusiner et
al., 1998). S'ha proposat que les mutacions patogenes afavoreixen la conversio
espontania de PrP¢ a la Prp* seguit per un procés de conversié autocatalitica. No
obstant aixo0, els experiments amb PrP no glicosilada recombinant suggereixen que les
mutacions al gen PRNP, que codifica la Prp, no desestabilitzen la PrP¢ (Weissman,
2004).

2.1.5. Huntingtina

La huntingtina és una proteina intracel-lular soluble de 348 kDa formada per 3144
aminoacids, ampliament expressada en tots els teixits, perd present en concentracions
més elevades a les neurones del sistema nervios central i els testicles (Cattaneo et al.,
2005; Trottier et al., 1995). La seva localitzaci6 neuronal és principalment en el
compartiment somatodendritic, associada a diversos organuls, neurites i sinapsis
(DiFiglia et al., 1995; Li et al., 2003). El gen que codifica per a la huntingtina es localitza
al cromosoma 4p16.3. En el cas dels individus afectats per I’'HD (apartat 2.4.6), una de
les malalties que presenta I'expressid de huntingtina, s’observa la tincié nuclear amb
anticossos anti-huntingtina i la presencia d’inclusions intranuclear positives per a
aquesta immunotincid (apartat 2.3.9) (Sapp et al., 1997). Estudis in vitro indiquen que
la presencia d’aquesta proteina en el nucli es necessaria per a poder observar I'efecte
citotoxic (Saudou et al., 1998).

A la sequencia primaria de la huntingtina s’hi pot observar la regid poliglutaminica
(Figura 15), que té una importancia cabdal per a I'HD i d’altres malalties
poliglutaminiques (Cattaneo et al., 2001). L'expansio del triplet CAG és més elevada en
el cos estriat, i té implicacions per a la vulnerabilitat selectiva de poblacions neuronals
(Kennedy et al., 2003). La regid poliglutaminica s’inicia al vuite aminoacid i en individus
sans assoleix fins a 34 residus de glutamina (Cattaneo et al., 2005). La regidé poliprolina
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gue segueix a continuacié pot ajudar a mantenir la solubilitat de la proteina (Steffan et
al., 2004). També s’han identificat les repeticions HEAT, que consten de seqiiéncies de
40 aminoacids implicades en interaccions proteina-proteina (Andrade i Bork, 1995). La
huntingtina conté, a més a més, una regié d’exportacié de la senyal nuclear carboxi-
terminal funcionalment activa i una senyal de localitzacié nuclear, que poden indicar
una implicacié en la translocacié de proteines del nucli al citoplasma (Xia et al., 2003).
La proteina huntingtina normal i mutada s'escindeixen per caspases (Wellington et al.,
2002) i contenen quatre tipus de modificacions post-translacionals (Cattaneo et al.,
2005).
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Figura 15. Representacio de la proteina huntingtina. En aquesta figura es poden identificar la
regi6 poliglutaminica o (Q)n, la sequéncia poliprolina (P)n, i les repeticions HEAT. Les fletxes
indiquen els llocs de trencament per caspases (verd) i calpaines (blau). La regi6 B és proteolitzada
principalment al cortex, la regié C a I'estriat, i la regiéo A en ambdés. NES és la senyal d’exportaci6
nuclear. Els cercles indiquen regions de modificacions post-translacionals (Cattaneo et al.,, 2005).

La funcié habitual de la huntingtina és desconeguda, perd s’ha observat que és
important durant I’embriogénesi. Tampoc es coneix la funcié anomala de la
huntingtina mutant, pero s'accepta que la toxicitat de la huntingtina mutant és deguda
a un guany de funcio toxica, tot i que hi ha proves que la pérdua de la funciéd normal
també pot contribuir a la patogenesi (Dragatsis et al., 2000). Estudis d’interaccions
proteina-proteina entre la huntingtina mutant i la normal impliquen nombrosos
mecanismes cel-lulars, que inclouen la degradacié alterada del proteosoma, la
senyalitzacio intracel-lular, I'endocitosi, la regulacié de la transcripcid, I'apoptosi, i els
mecanismes de transport axonal i morfogénesi (Harjes i Wanker, 2003).

2.1.6. Proteina TDP43

La TAR binding protein-43 (TDP43) és una proteina de 414 aminoacids codificada pel
gen TARDBP del cromosoma 1p36.2, que consisteix en 5 exons de codificacid i un de no
codificacio. La identificacié d’aquesta proteina en inclusions ubiquitinades de I'ALS i la
FTD va permetre relacionar-la amb aquestes patologies (Neumann et al., 2006). La
proteina TDP43 esta altament conservada i expressada, i predominantment localitzada
al nucli (Buratti et al., 2001; Mackenzie et al., 2010).

La proteina TDP43 pot fer continuament de llancadora entre el nucli i el citoplasma.
Aguest procés esta regulat parcialment per senyals de localitzacié i d’exportacid
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nuclear (Ayala et al., 2008; Winton et al., 2008). A més a més de les funcions ben
caracteritzades de la TDP43 en la regulacid de la transcripcid i I'splicing, s’"han proposat
d’altres papers en altres processos cel-lulars, com el processament del microRNA,
I"'apoptosi, la divisio cel-lular i I'estabilitzacid de 'mRNA (Buratti et al., 2005; Fiesel et
al., 2010; Lagier-Tourenne et al., 2010; Strong et al.,, 2007). En el cervell, la
redistribucid transitoria al citoplasma podria ser una resposta al dany neuronal (Moisse
et al., 2009; Sato et al., 2009). A més a més, alguns estudis han proposat algun paper
de la TDP43 en la regulaciéo de la plasticitat neuronal (Wang et al., 2008b) i el
manteniment de la integritat dendritica (Luk et al., 2009).

2.1.7. Proteina FUS

La proteina fusionada al sarcoma (FUS, fused in sarcoma protein) és una proteina
formada per 526 aminoacids i codificada a partir de 15 exons, que pertany a la familia
de FET/TET de proteines d’unié al DNA/RNA de multiples funcions (Bertolotti et al.,
1996). Va ser originalment descoberta com a component de la fusié d'oncogens en
cancers humans (Law et al., 2006) i s’ha trobat en inclusions d’ubiquitina de I’'ALS i la
FTLD després del seu analisi bioquimic (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009).

La FUS és expressada de forma ubiqua tant en el nucli com en el citoplasma
(Andersson et al., 2008), on realitza continuament una funcié de llangcadora entre
aquestes dues localitzacions (Zinszer et al., 1997). Esta implicada en nombrosos
processos cel-lulars, incloent la proliferacié cel-lular, la reparacié del DNA, la regulacié
de la transcripcio, i el processament de microRNA i RNA (Janknecht, 2005; Lagier-
Tourenne et al., 2010; Law et al., 2006), tot i que la seva funcié concreta no esta
encara ben caracteritzada. Aquesta proteina pot estar implicada en la plasticitat
neuronal i el manteniment de la integritat dendritica mitjangant el transport de mRNA
a espines dendritiques a través de la translacio local (Fujii et al., 2005 i 2005b).

2.1.8. Components secundaris de les lesions

La unié de substancies addicionals als principals components d'un agregat pot afavorir
I’adquisicié secundaria de proteines per part d’aquestes estructures. Es el cas de la
tubulina, una proteina que es pot associar a I'a-sinucleina agregada (Alim et al., 2002),
o a les fibres dels filaments helicoidals aparellats (PHF, paired helical filaments), que
també poden incorporar diverses proteines en els agregats que formen (Wisniewski et
al., 1984), entre d’altres (Taula 3). Durant |'envelliment, les proteines amb una vida
mitjana llarga acumulen modificacions post-traduccionals, generalment glicacions,
procés a través del qual esdevenen productes de la reaccié de Maillard. Aquestes
alteracions afavoreixen la reticulacié de les proteines, la disminucié de la seva
solubilitat, i I'augment de la resisténcia a les proteases (Armstrong et al., 2008). Amb el
temps, aquests canvis poden alterar la composicid quimica d'una lesié i modificar les
seves propietats d'unié (Smith et al., 1994; Tabaton et al., 1991).
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Lesion Primary constituent Associated constituents

AP deposit ApTE Apo E* Apo D.” PrP*” Tau.”” MAC,” Amyloid-P**" bFGF."
Complement (C3d, Clg, C5, C4p),” o-ACT,” IL-6,
w,-macroglobulin,® CAM1.* Clusterin.” Vibronectin,”
HSPG.* Maillard reaction products* PHF antigens,”

NF protein.” Ubiquitin.* CgA > ACHE,® Somatostatin,*®
GABA,* Neuropeptide-Y,™
Catecholamine positive neurites;” Doppel,” Parvalbumen™

Prion protein deposits Prp=tal Apo E.2 CgB.2 AR, Complement (Clq, C3b),” Laminin,*
Clusterin®

Neurofibrillary tangles 3R/4R Tau** Apo E.*” HSPG,* Ubiquitin,® NF protein,” Synaptophysin,™
AR MAC.” GFAP"' bFGFE"* Amyloid-P.” Ubiquitin*

Lewy bodies o-synuclein™* Tau,* Ubiquitin,” Tubulin.*® MAPS, cdk5,” IF proteins,”
oB-crystallin,®' NF protein®

Pick bodies 3R Tau** Apo E.* bFGF, Advanced glycation end-products® CgB.”

Complement (C1, Clg, C4, C2, C3. C5. C6, C8).* Clusterin.”
CD59.7 Clathrin,”® NF protein,” Synaptophysin,* GFAP

Ubiquitin®

CBD inclusions 4R Tau™" GFAP” Leu-77

PSP inclusions 4R Tau** GFAP™ PHF antigens.™ Ubiquitin™

Glial cytoplasmic inclusions o-synuclein™* Tau,”™ MAP2,” oB-crystallin,™" tubulin,*® Ubiquitin,™™
cdk5.* NAPK.® Rabaptin 57

NIFID inclusions o-internexin™ * Ubiquitin,™* IF proteins™ *

Ubiquitin inclusions (FTLD-U, ALS) TDP-43% Ubiquitin®

aACT, Alpha antichymotrypsin; A p. B-amyloid; ACHE, Acetylcholinesterase; ALS, Amylotrophic lateral sclerosis; Apo E, D, Apolipoproteins E
and D; bFGF, Basic fibroblast growth factor; CAMI, Cell adhesion molecule 1; CD59, Membrane complement inhibitor; cdkS, Cyclin-dependent
kinase-3; CgA, CegB, Chromogranin A and B; FTLD-U, Frontotemporal lobar degeneration with ubiquitin inclusions: GABA. ¥y Aminobutyric acid:
GFAP, Glial fibrillary acidic protein; HSPG, Heparan sulfate proteoglycan; IF, Intermediate filament: IL-6, Interleukin-6; Leu-7, Marker for killer
lymphocytes: MAC, Membrane attack complex; MAP-2, MAP-5, Microtubule associated proteins; NAPK, Nitrogen-activated protein kinase; NF,
neurofilament; NIFID, Neuronal intermediate filament inclusion disease; PHF, Paired helical filament; PrP, Prion protein; TDP-43, Product of the
transcriptor repressor gene (TARDP).

Taula 3. Composicié6 molecular de les principals lesions cerebrals associades a malalties
neurodegeneratives. La lesié consta del constituent principal i altres components secundaris de

tipus molecular divers que també en formen part (adaptat d’Armstrong et al., 2008).

2.2. Formacid i propagacio de les estructures amiloides i dels agregats proteics

Donat que l'estructura de les proteines determina la seva funcid, els canvis en la seva
seqliencia o sintesi, com s’observa en algunes mutacions de malalties familiars, i la
disminucié de la proteostasi (apartat 1.3.4), caracteristica propia de I'envelliment,
afavoreixen el plegament anomal de proteines. L'alteracié de I'estructura proteica té
com a resultat el guany o la perdua de funcié de la proteina (Blancas-Mejia i Ramirez-
Alvarado, 2013) i la formacié d’agregats intracel-lulars o extracel-lulars, constituents de
les lesions cerebrals de diverses malalties neurodegeneratives. En I’envelliment i en els
trastorns conformacionals de les proteines, I'amiloide és I'estructura molecular més
habitual.

L'amiloide es pot definir de forma general com a congregacions multimériques de
proteines amb caracteristiques histoquimiques singulars en els teixits, i una estructura
quaternaria B creuada, com es pot determinar mitjancant I'analisi de les fibres per
difraccio amb raigs X (Figura 16) (Jucker i Walker, 2013). Mentre que des del punt de
vista biofisic o molecular la definicié d’amiloide es centra en el patré de difraccié dels
raigs X, observat per primer cop per Astbury (1935); la definicié patologica és de tipus
operacional, basada en I'observacié de fibres no ramificades de proteines, normalment
extracel-lulars i visualitzades en cel-lules o teixits que, a més a més, mostren una
birefringéncia verda sota llum polaritzada després de la tincié amb el vermell de Congo
(Sipe et al., 2010).
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La proteina en estat amiloide és
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els esquelets units per ponts d’hidrogen. ,

Les fulles B s’uneixen entre elles a partir

de les cadenes laterals d’aminoacids que
Figura 16. Definici6 de I’estructura amiloide.

L’amiloide déna lloc a un patré de difraccié dels
(Figura 16). La proteina formadora raigs X o a una birefringéncia verda un cop
tenyit amb vermell de Congo (Walker i Jucker,
2012).

s’interdigiten, en forma de cremallera

d’amiloide pot contribuir amb més d’un
segment a l'esquelet amiloide de les
fibres B. A nivell molecular, els amiloides poden ser altament polimorfics, és a dir, que
un segment de fibres B pot formar una varietat diferent d’esquelets amiloides i
estructures filamentoses. Aquestes variants conformacionals s’ha suggerit que poden
ser la base de les “soques” d’amiloide, és a dir, amiloides formades per una proteina
en particular que tenen activitats biologiques concretes (Eisenberg i Jucker, 2012;
Tanaka et al., 2006).

Algunes condicions in vivo que promouen la formacié d’amiloide sén I'augment de la
concentracié de la proteina afectada, I'exposicio de segments que afavoreixen la
formacié d’amiloide a causa de mutacions que desestabilitzen la forma nativa o la
generacié de fragments per una proteolisi de la proteina o una translacié aberrant, les
condicions de desestabilitzacié termodinamica com canvis de pH o temperatura i el
deteriorament cel-lular del control de la qualitat proteica (Balch et al., 2008; Eisenberg
i Jucker, 2012).

El procés de formacié de I'amiloide, o I'amiloidogénesi, s’inicia amb una fase de lenta
nucleacié que consisteix en I'agregacio de les proteines en una llavor que donara lloc a
una serie d’estats intermediaris fins que el segment de I'esquelet de I'amiloide es formi
(Jarrett i Lansbury, 1993; Lee et al., 2011). La nucleacié és un event poc probable
(Nelson et al., 2005), perd un cop iniciat no té aturador, ja que les estructures
monomeriques i oligomeriques s’'uneixen més endavant als extrems del factor inicial
de I'amiloide a través de transformacions conformacionals. Aquest procés comporta
també la formacié d’estructures intermediaries d’unid, com les protofibril-les o els
oligomers, que poden ser toxics per ells mateixos (Figura 17) (Mucke i Selkoe, 2012).
Amb l'augment de la llargada, i depenent de I'estabilitat conformacional de I'esquelet
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amiloide, les fibril-les creixents poden trencar-se espontaniament o també a través de
processos cel-lulars. A través d’aquest mecanisme, I'amiloide esdevé un factor
autopropagador, generant i esparcint noves llavors d’amiloide. La cinética de formacio
de les estructures amiloides estan, doncs, en funcié de les taxes de nucleacio,
creixement i fragmentacio de la proteina (Jarret i Lansbury, 1993; Knowles i Buehler,
2011).
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Figura 17. Formacié de
I'estructura amiloide. Les pro-
teines plegades adopten una
conformaci6 aleatoria d’helix-a o
espiral. En 'envelliment, el primer
pas implica la formaci6 dun
intermediari amb elevada
tendencia a l'agregaci6. Aixi
esdevé estabilitzat a través de la
formacio d’estructures
oligomeriques de fulla B, que a
través de la incorporacié de
monomers dona lloc a
protofibril-les i finalment a
fibril-les creuades de tipus f-
amiloide (Soto, 2003).

2.3. Caracteristiques histopatologiques de les lesions cerebrals a I’envelliment i les
malalties neurodegeneratives

2.3.1. Plaques senils i diposits de B-amiloide

Un dels trets histologics propis de I’AD és la preséncia de diposits extracel-lulars d’AB
en forma de plaques senils. Mitjancant técniques d’immunohistoquimica, s’han
caracteritzat aquests diposits i aixd0 ha permeés descriure’n un ampli ventall, més enlla
de les plaques senils classiques observades a través d’impregnacio de plata (Micheli et
al., 2004).

Les plaques senils o diposits focals d’AB presenten una amplia varietat morfologica,
gue es concreta amb una condensacid central d’entre 20 i 50 um i una tincid intensa
amb els reactius classics per a la deteccié d’amiloide, tals com el vermell de Congo, la
tioflavina S, impregnacions de plata com la tincié modificada de Bielchowsky (Figura
18 A). Aquestes tincions, perdo no permeten percebre els diposits d’AB que tenen un
patrd petit i puntejat. La reactivitat de les plagues senils amb les tincions amiloides
reflecteix I'estructura secundaria de fulla B plegada dels péptids amiloides,
caracteristica comuna a tots els tipus d’amiloide (apartat 2.2) (Lowe et al., 2008).
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D’entre els diposits focals d’AB, els més coneguts sén les plaques senils classiques o
plaques neuritiques, que es caracteritzen per un nucli central d’amiloide envoltat per
una periféria menys compacte en forma d’halo (Figura 18 B i C). Aquestes dues zones
solen estar separades del parenquima cerebral per una zona clara amb cel-lules glials i
processos neuronals distrofics que usualment presenten una forma distesa i estan
orientats de forma radial. Aquests diposits solen contenir proteina tau filamentosa
similar a la present als NFT, aixi com una mescla variable d’organuls i vesicules
citoplasmatiques degenerades o intactes. Algunes plagues tenen una orientacid
perivascular associada a la CAA. Els astrocits reactius i la microglia solen envoltar la
periféria de la placa, especialment aquella amb nuclis densos d’amiloide. L'augment de
I'expressid de GFAP es correlaciona amb el recompte de plaques neuritiques
(Overmyer et al., 1999). El marcatge immunohistoquimic amb anticossos dirigits contra
formes especifiques d’amiloide normalment mostra un nucli central enriquit amb AB4q
i una periferia dominada per la presencia d’AB4, (lwatsubo et al., 1994).

La presencia de plaques neuritiques sol tenir lloc als cortexs d’associacié multimodal,
perdo sén menys comuns en els cortexs visuals i motor primari. S6n especialment
prominents a I'amigdala i el complex subicular hipocampal. L'ultrastructura de les
plaques neuritiques conté uns nuclis amiloides amb agulles fibril-lars radials que poden
estar presents i envoltades de processos astrocitics i neurites anormals (Kidd, 1964;
Terry et al., 1964). En d’altres casos les fibres amiloides que omplen I'espai
extracel-lular formen un malla de fibres més laxa. L'AB es pot detectar també al
citoplasma d’astrocits (Kurt et al., 1999) o neurones (Gouras et al., 2005).

Les plaques immadures o primitives son diposits esferics d’amiloide dispersats
uniformement sense cap estructura nuclear. Estan enriquides en péeptid AB4; i sovint
no presenten neurites distrofiques prominents (Figura 18 D i E). Aquestes plaques
solen ser abundants en capes superficials del cortex i a Iestriat (Lowe et al., 2008).

Les plagues compactes es caracteritzen per un nucli dens sense periferia d’amiloide, i
normalment no contenen neurites distrofiques o glia reactiva. Aquest tipus de placa és
forca comuna en les capes de cel-lules granulars i de Purkinje, a més a més de ser el
tipus de placa més freqlent en el globus pal-lid. La seva preséncia també és comuna en
els cortexs primaris, mentre que les plaques neuritiques, primitives i difuses
predominen a les arees del Iobul limbic i d’associacié multimodal (Lowe et al., 2008).

Un altre tipus de placa son els diposits focals d’AB d’aparenca de cotd o llana, que es
poden detectar facilment amb meétodes histologics rutinaris, perd que es visualitzen
amb dificultat amb les tincions amiloides. Son lesions esferiques que estan
principalment formades per AB4,. Aquestes lesions es van descriure originalment en
I’AD familiar amb delecié de I'exd 9 del gen de la presenilina 1 (Crook et al., 1998) i
s’han pogut observar ocasionalment en casos d’AD esporadics (Atsumi et al., 1980;
Yokota et al., 2003).
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Els diposits difusos d’AB presenten morfologies diverses. Son usualment estructures
no esferiques, i tenen contorns irregulars, aparenca amorfa i manca de neurites
distrofiques (Figura 18 F i G) (lkeda et al., 1989, 1990; Yamaguchi et al., 1988), que
poden assolir un diametre de fins a 200 um. En ocasions es fa referéncia a ells com a
diposits pre-amiloides, donada la seva aparenca i la preséncia d’'un marcatge lleu amb
les tincions classiques d’amiloide, o fins i tot, abséncia de marcatge. Tot i aixi, es pot
observar amb la impregnacid de Bielchowsky, i amb la tincido immunohistoquimica del
peptid d’AB (Lowe et al., 2008). Contenen principalment ABs,, a més a més de
fragments modificats o truncats a I’extrem N-terminal d’aquest péptid (Gowing et al.,
1994). Es troben quantitats important de diposits difusos d’AB en els cortexs limbic i
d’associacié multimodals de pacients no dements o d’edat avancada, i sén també un
dels tipus de plaques més abundants en la DLB (Dickson et al., 1988).

Un altre tipus de diposit difus d’AB és I"'anomenat diposit d’amiloide semblant a llac o
vellé (lake-like, fleece-like) compostos per peptids d’AB disseminada que no es tenyeix
amb les tincions propies d’amiloide (Figura 18 H) (Thal et al., 2000; Wisniewski et al.,
1998). La seva preséncia és comuna en la capa parvocel-lular del presubiculum. Els
diposits amb localitzacid subpial solen ser presents a la CAA i es correlacionen amb la
seva severitat (Forno i Norville, 1976). Pel que fa a la composicié, aquestes plaques

semblen estar formades per AB truncada en I'extrem N-terminal (Thal et al., 1999).

Figura 18. Tincions de diversos tipus de diposits cerebrals de B-amiloide. A) Placa senil
classica tenyida amb la tincié de Bielchowsky. B i C) Placa senil classica; D i E) Placa senil difusa
immadura; F i G) Placa senil difosa; H) Placa tipus llac. Les imatges B, D i F estan tenyides amb
una impregnaci6 amb plata. C, E, G i H estan tenyides per immunohistoquimica amb anticossos
anti- -amiloide. Extretes de Lowe et al. (2008).
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A més a més del component principal d’aquestes plaques, I’AB, hi ha tot un ampli
ventall de substancies associades a les mateixes plaques o a les cél-lules afectades per
aquestes estructures. Entre aguestes substancies s’inclou la proteina tau (Wood et al.,
1986), I’ABPP (Ishi et al., 1989), la proteina associada al creixement-43 (Masliah et al.,
1991), la proteina cinasa C (Masliah et al., 1990), la ubiquitina (Perry et al., 1987),
I’espectrina cerebral (Masliah et al., 1990), els neurofilaments (Arai et al., 1990), la
sinaptofisina i la cromogranina (Brion et al, 1991). A més a més alguns
neurotransmissors com l'acetilcolina o la substancia P també s’han identificat en les
neurites (Armstrong et al., 1985). D’altres moléecules associades per se als diposits d’AB
son I'apolipoproteina E (ApoE), el factor de complement 1q, els glicosaminoglicans, i la
proteina amiloide del serum (Dickson et al., 1997; Morgan et al., 2004). En general la
preséncia d’aquestes molécules reflecteix la deposicié de I'amiloide a I'espai
extracel-lular, el dany a les cél-lules adjacents, els elements de la resposta inflamatoria,
i els relacionats amb I'agregacid i la dispersacié d’amiloide.

Encara que els diposits d’AB caracteritzen la neuropatologia de I'AD, les plaques
difuses sén una troballa freqlient en persones d’edat avangada, i la seva acumulacié no
sembla ser consistent o progressiva (Crystal et al., 1993; Mackenzie, 1994). En un
estudi basat en vint centenaris (Delaere et al., 1993), es va descriure la presencia de
diposits d’AB com a una constant en aquests cervells.

2.3.2. Cabdells neurofibril-lars, filaments del neuropil i inclusions de tau

Els cabdells neurofibril-lars o NFT sén unes lesions intracel-lulars filamentoses que
sovint ocupen tot el cos cel-lular de les neurones i s’estenen per la dendrita apical. Sén
una de les lesions caracteristiques de I’AD, tot i que també es poden trobar en el
cervell d’altres individus amb un envelliment normal i en diverses varietat de
condicions, com per exemple la PSP, la malaltia de Niemann-Pick tipus C, el DS, la
distrofia miotonica, el sindrome de Gerstmann-Strailissler—Scheinker (GSS,
Gerstmann-Stréussler—Scheinker syndrome) i el CS entre d’altres (Lee et al., 2001;
Spillantini et al., 1999; Wisniewski et al., 1979). En el cas de I’AD, la densitat d’aquestes
lesions és paral-lela a la durada de la malaltia i la severitat de la deméncia (Arriagada et
al., 1992; Bierer et al., 1995; Nagy et al., 1995) i, per tant, sén un element diagnostic
clau (Hyman et al., 1997).

Els NFT es detecten de forma optima gracies a les técniques d’'impregnacié amb plata,
com la tincié modificada de Bielchowsky, la tincid de Gallyas, la preparacio de Sevier-
Munger o de Bodian (Figura 19 A i B). També presenten una aparenca lleugerament
basofilica en la tincid classica d’hematoxilina-eosina (HE). El fet que el component
majoritari sigui la proteina tau hiperfosforilada (Brion et al., 1985; Bu'ee et al., 2000;
Lee et al., 2001; Delacourte, 1994), permet la seva deteccid a través de técniques
d’'immunohistoquimica amb una bona visualitzacié (Lee et al., 1991). A més a més, als
NFT també s’han pogut detectar la casein-cinasa Il (Baum et al., 1992), la nexin
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proteasa | (Rosenblatt et al., 1989), I’heparan-sulfat proteoglica (HSPG) (Perry et al.,
1991b), el factor de creixement de fibroblasts (Siedlak et al., 1991), la MAP5 (Leverenz
et al., 2002) i la ubiquitina (Morishima-Kawashima et al., 1993).

La morfologia dels NFT és heterogenia, ja que depén del tipus de neurona en la qual
resideix, ja siguin les cél-lules piramidals de I’hipocamp o les neurones multipolars del
nucli basal de Meynert. L'ultrastructura dels NFT varia en funcié de l'estat de
desenvolupament de la lesié. En els estadis inicials, es produeixen agregats
perinuclears de PHF de tau i d’altres filaments que formen un nucli compacte i dens de
PHF intracel-lulars, situats en el soma i la dendrita apical de la cél-lula des d’on s’estén
cap al nucli i els organuls citoplasmatics (Figura 19 C) (Lowe et al., 2008). L’estructura
dels NFT sembla estar formada per filaments helicoidals de 10 nm, amb constriccions
cada 80 nm, disposats en doble helix (Kidd, 1964; Ruben et al., 1993; Terry, 1963;
Wisniewski et al., 1996). Alhora, els filaments estan constituits per subestructures de
quatre protofilaments, cadascun dels quals té un diametre de 3-5 nm (Wisniewski et
al., 1984). En algunes condicions, com és el cas de la PSP, el NFT estan formats
principalment per filaments rectes (Shibayama et al., 1978; Yagichita et al., 1981).

El component majoritari dels NFT i les neurites distrofiques associades a les plaques
senils és la proteina tau fosforilada (Delacourte et al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et
al., 1986). Els NFT contenen epitops al llarg de la molécula de tau (Kosik et al., 1988),
on s’han identificat multiples llocs de fosforilacié (Grundke-lgbal et al., 1986; Ikura et
al., 1998), a més a més d’una proteolisi parcial de la proteina tau (Wischik et al., 1988).

La presencia de NFT en ancians cognitivament normals es limita a I'escorca
transentorrinal, o també pot implicar la subiculum i la zona CA1 de I'hipocamp, a part
de I'escorca entorrinal i el nucli anterior olfactiu (Arriagada et al., 1992; Braak i Braak,
1991, 1997; Hof et al., 1995; Price et al., 1992). En abséncia de deméncia, el neocortex
i nuclis subcorticals contenen pocs NFT. La participacié de les diferents poblacions de
neurones en la formacié dels NFT sembla seguir un seqliéncia topografica consistent,
predictible durant I'envelliment "normal" que no es distingeix de la primera etapa
presimptomatic a I’AD (Arriagada et al., 1992; Braak i Braak, 1991, 1997). Els cabdells
en I'AD es trobarien en un nombre superior a les arees associatives de l'escorca
temporal, I'amigdala, la formacié hipocampal i el gir parahipocampal tal i com
assenyalen diversos estudis sobre la distribucid neuropatologica d’aquesta lesio
(Arnold et al., 1991; Brun i Gustafson, 1976; Hirano i Ziemmerman, 1962).

Els filaments del neuropil (NT, neuropil threads) sén estructures filamentoses situades
en el neuropil i distribuides ampliament per la materia grisa a I’AD (McKee et al., 1991;
Perry et al., 1991). La seva densitat es correlaciona amb la severitat de la demencia
(McKee et al., 1991), aixi com amb els NFT (Masliah et al.,, 1992). Bona part de
I'escorca és ocupada pels NT, especialment a les lamines Il i Ill (Markesbery et al.,
1993). Els NT sovint tenen una localitzacié dendritica (Yamaguchi et al., 1990), com a
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resultat de la progressid de canvis en el citoesquelet que s’estenen fins al cos cel-lular,
amb la formacié de NFT, segons Braak et al. (1994). S’associen freqlientment amb NFT
extracel-lulars a I'hipocamp (Yamaguchi et al., 1991a), i se situen a prop de dendrites
de les neurones que contenen NFT (Braak i Braak, 1988), malgrat que també poden
implicar dendrites distals o axons en I'amigdala o I'escor¢a entorrinal, en abséncia de
cél-lules que contenen NFT (Schmidt et al., 1993). Els NT no sén especifics de I’AD i es
poden observar en altres condicions, incloent el CDB (Ksiezak-Reding et al., 1994), la
MSA (Ince et al., 2008), la PSP (Probst et al., 1988), la PiD (Cochran et al., 1994) i el
complex de parkinsonisme-demencia (PDC, parkinsonism-dementia complex) de Guam
(Wakayama et al., 1993). La seva distribucié neuroanatomica és diferent en aquests
altres trastorns (Wakayama et al., 1993).

2.3.3. Cossos de Pick

Els cossos de Pick o PB sén lesions caracteristiques de la PiD, una tauopatia
caracteritzada per demeéncia progressiva i deteriorament de la personalitat amb signes
d’inhibicié frontal (Rossor et al., 2001). Aquestes inclusions es caracteritzen per ser
cossos citoplasmatics intraneuronals i argirofilics situats habitualment en el cortex
limbic i paralimbic i en el I0bul temporal ventral (Figura 19 D). Els PB sdn normalment
abundants a les neurones granul-lars de la fascia dentada i a les neurones piramidals
de I'hipocamp (Lowe et al., 2008). Es poden detectar també en algunes zones de la
materia grisa, com els ganglis basals, I’hipotalem, la materia grisa periaqueductal, la
substancia grisa i el locus ceruleus (Lowe et al., 2008).

El component majoritari dels PB és la proteina tau, concretament la forma amb 3R,
que s’expressa en major proporcié (De Silva et al., 2003). A més a més, s’ha pogut
detectar també la presencia d’ubiquitina (Love et al., 1988; Lowe et al., 2008),
cromogranina A i sinaptofisina (Weiler et al., 1990; Yasuhara et al., 1994).

2.3.4. Granuls argirofilics

Els granuls argirofilics van ser descrits per Braak i Braak (1987) en un pacient amb
demeéncia, pero s’ha pogut observar posteriorment que es poden trobar en individus
d’edat avancada, presentin o no deméncia (Ding et al., 2006; Jicha et al., 2006; Tolnay
et al., 1997). Les lesions de I"AGD soén estructures argirofiliques que es tenyeixen
especialment amb la impregnacié de plata de Gallyas, formades per proteina tau, i
presents en les dendrites apicals de les neurones piramidals (Figura 19 D) (Tolnay et
al., 1998). Tenen forma de coma i contenen tau hiperfosforilada, principalment tau
amb 4R (Togo et al., 2002). A més a més, el marcatge amb anticossos dirigits contra la
proteina d’unié a ubiquitina p62 també permeten observar les lesions (Lowe et al.,
2008). Els granuls se situen principalment al lobul temporal anteromedial (Braak i
Braak, 1998), pero la neuropatologia de I’AGD és present també en alguns nuclis de
I’hipotalem i en el nucli accumbens (Lowe et al., 2008).
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2.3.5. Cossos de Lewy

Els cossos de Lewy o LB sén inclusions hialiniques concéntriqgues de 8-30 um de
diametre, amb una forma més o menys esférica i un nucli eosinofil central dens
envoltat d'un halus més pal-lid (Figura 19 E) (Ince et al., 2008). Una alteracié neuronal
relacionada sén els cossos pal-lids, que comparteixen reactivitat immunologica amb els
LB (Dale et al., 1992) pero tenen una circumscripcio més pobre. Ocasionalment alguns
estudis s’han referit als cossos pal-lids com a pre-LB, ja que s’ha suggerit que podrien
ser les seves estructures precursores (Forno, 1996), a causa de la seva aparenca.

Figura 19. Tincions de diversos
tipus de diposits cerebrals. A)
Cabdells neurofibril-lars (NFT) i
filaments helicoidals aparellats
(PHF) tenyits amb anticossos anti-
tau; B) Tincié de Gallyas d'un NFT;
C) Ultrastructura d'un NFT; D)
granuls argirofilics tenyits amb
anti-tau; E) cossos de Lewy
detectats amb anticossos anti-
sinucleina; F) Inclusions glials
citoplasmatiques; G) Placa de
Kuru tenyida amb hematoxilina-
eosina; H) Inclusions de
huntingtina; 1) Inclusi6 de TDP43
en un malalt d’esclerosi lateral
amiotrofica; J) Inclusions FUS en
un cas de demencia lobar
frontotemporal. A-H extretes de
Lowe et al. (2008) i 1i] extreta de
Mackenzie et al. (2010).
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Els LB se situen en el citoplasma neuronal, on s’hi poden observar diverses inclusions.
Tot i que els LB classics van ser descrits originalment en neurones colinérgiques i
monoamineérgiques del tronc cerebral, diencefal i cortex basal de malalts de PD, s’han
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pogut observar també en neurones del cortex, anomenats per tant LB corticals (Forno,
1996; Giasson et al., 2001; Pollanen et al., 1993). El principal constituent dels LB és I'a-
sinucleina (apartat 2.1.3) (Spillantini et al., 1998; Wakabayashi et al., 1997) i d’altres
constituents inclouen les subunitats fosforilades de neurofilaments (Hill et al., 1991), la
ubiquitina (Love et al., 1988), alguns epitops de proteines del complement (Yamada et
al., 1992), la proteinasa multicatalitica (Masaki et al., 1994), la cinasa dependent de
ciclina 5 (Brion i Couck, 1995), i d’altres proteines diverses (Pollanen et al., 1993).

Els LB corticals se situen en neurones petites o mitjanes en capes corticals del cortex
limbic, especialment en el gir cingulat i parahipocampal (Wakabayashi et al., 1997),
pero també poden estar situats en processos neuronals del tronc cerebral i el cortex
basal, el nucli dorsal motor del vague i el nucli basal de Meynert (Lowe et al., 2008).

Tot i que els LB es troben en densitats elevades en un gran nombre de malalties
neurodegeneratives, com ara la PD, DLB i altres sinucleinopaties, també es poden
trobar de forma poc freqlient a la substancia nigra i el locus coeruleus d’ancians
neurologicament normals (Timiras i Maletta, 2007).

2.3.6. Inclusions glials i neuronals citoplasmatiques

Les inclusions glials citoplasmatiques (GCl, glial cytoplasmic inclusions) de la MSA sén
els diposits més importants d’aquesta malaltia (Kato et al., 1990; Nakazato et al., 1990;
Papp et al., 1989, 1992) i es poden detectar gracies a tincions de plata, com la tincié de
Bodian, Gallyas o Bielchowsky. Les tincions immunohistoquimiques amb anticossos
dirigits en contra de la ubiquitina i I'a-sinucleina també permeten observar aquests
diposits i la tincid d’'HE mostra les GCl lleugerament basofiles. Aquestes inclusions
presenten una morfologia en forma de flama o falciformes, aparentment semblants als
NFT (Figura 19 F) (Arima et al., 1992, 1998; Dickson et al., 1999a, 1999b).

Les inclusions neuronals citoplasmatiques (NCI, neuronal cytoplasmic inclusions) es
troben normalment a la base del pont i als nuclis olivars inferiors (Kato et al., 1990;
Nishie et al., 2004; Yokoyama et al., 2001). Sén estructures argirofiliques, rodones i
filamentoses presents en els cossos neuronals i immunoreactives per a I'a-sinucleina.
Es tenyeixen invariablement amb anticossos anti-ubiquitina i anti-neurofilaments.
Ultrastructuralment, els NClIs presenten una xarxa de filaments semblant als GCI
(Arima et al., 1992; Kato et al., 1990; Papp et al., 1989; Yokoyama et al., 2001).

2.3.7. Inclusions intranuclears neuronals

Les inclusions intranuclears neuronals (Nlls, nuclear intraneuronal inclusions) sén la
caracteristica histopatologica més destacada de la malaltia de les NIl. Aquestes
inclusions es troben presents al sistema nervids central, i als sistemes nerviosos
periferic i autonom dels malalts afectats (Haltia et al., 1984). Les estructures
observades son sén punxegudes i eosinofiliques, i la seva mida és entre 2-6 um (Funata
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et al., 1990; Garen et al., 1986; Haltia et al., 1984). Les neurones viscerals i perifériques
també desenvolupen NII, com les dels ganglis de I'arrel dorsal i del plexe mesenteéric, i
les cel-lules parenquimals de la medul-la adrenal (Funata et al., 1990; McFadden et al.,
2005; Patel et al., 1985; Tateishi et al., 1984). Cel-lules com els cardiomiocits o els
hepatocits poden presentar també NIl (McGeer et al., 1988; Oyer et al., 1991; Sloane
et al., 1994). Les tincions amb anticossos dirigits contra de la ubiquitina sén positives, a
més a més d’altres tincions contra components de I'UPS i contra I'hsp40. Les NIl sén
immunoreactives per l'anticos 1C2, que reconeix les expansions de glutamina
(Pountney et al., 2003; Takashi et al., 2000, 2001), per les ataxines-1,-2 i -3 (Lieberman
et al., 1999; Takahashi et al., 2001) i per a SUMO-1 (Marx, 2005; McFadden et al.,
2005; Pountney et al., 2003, 2005), i es tenyeixen amb tioflavina S (Lieberman et al.,
1998; Takahashi et al., 2000).

2.3.8. Plaques de proteina pridnica

La formacié de diposits de proteines amb estructura amiloide en malalties prioniques
humanes no és una troballa neuropatologica freqient i es produeix només en
determinats subgrups de malalties com el CID iatrogenic, esporadic i variant i en el
GSS. Les plaques contenen grans agregats fibril-lars de PrP*® juntament amb d’altres
components, com |'apolipoproteina J i la proteina P amiloide, que no sén especifics de
les malalties prioniques. El primer tipus de placa identificada en una malaltia pridnica
humana va ser la placa fibril-lar arrodonida que es va trobar al kuru, particularment en
el cerebel. El terme "placa de kuru" s'utilitza, doncs, per descriure les estructures
similars que esdevenen en altres condicions, incloent certs subtipus de CID esporadica
(Figura 19 G). S’ha descrit, a més a més, una amplia gamma d'altres morfologies de
placa en les malalties pridoniques humanes, incloent plaques multicéntriques, que sén
caracteristiques de la GSS. La forma de la placa identificada més recentment en una
malaltia prionica humana és la placa florida, que ha resultat ser un component
important i sorprenent de la neuropatologia de la variant de CJ (Ironside et al., 2002).
Les plaques florides s'han identificat en petites quantitats en zones restringides del
cervell d’altres malalties prioniques, incloent un subconjunt de casos de CJD iatrogenic
en els receptors de la duramater. La deposicié d’ABPP pot tenir lloc, per exemple, al
voltant de les plaques formades per PrP** en malalties prioniques humanes,
freqientment al voltant o a I'interior de processos neuritics (Bugiani et al., 1993).

2.3.9. Inclusions de huntingtina

Les inclusions intranuclears neuronals de huntingtina agregada son una caracteristica
histopatologica util per al diagnostic de I’'HD. La seva deteccid es pot realitzar a partir
d’anticossos anti-huntingtina, especialment aquells que van dirigits a la regié N-
terminal, anti-ubiquitina, o anti-fragments de poliglutamina (Figura 19 H). No totes les
inclusions, pero, sén positives per a ubiquitina. La preséncia d’aquests diposits és
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notable en el cortex cerebral i I'hipocamp, i amb menys extensid, al neoestriat,
I’'amigdala i els nucli dentat i vermell (Gourfinkel-An et al., 1997; Sapp et al., 1997).

2.3.10. Diposits d’ubiquitina, de TDP43 i FUS

Durant I'’envelliment normal, alguns axons del sistema nervids central tendeixen a patir
canvis distrofics desenvolupant protuberancies argirofiliques locals, on s’acumulen
lisosomes, mitocondris, cossos membranosos i neurofilaments. Els anticossos dirigits
contra la ubiquitina reaccionen de forma positiva amb els axons distrofics, i també
amb d’altres estructures puntiformes a la substancia blanca i el cortex cerebral de
persones envellides (Dickson, 1999). Els cossos ubiquitinats corresponen a neurites
distrofiques (Dickson, 1999; Dickson et al., 1992; Migheli et al., 1993; Yasuhara et al.,
1994) i focus de degeneraciod granular en beines de mielina de la substancia blanca
(Dickson, 1999; Dickson et al., 1992; Migheli et al., 1993). Les tincions de microscopia
immunoelectronica revelen que hi ha focus de degeneracié mielinica localitzats també
en cél-lules glials, en expansions de lamel-les mieliniques i en oligodendrocits (Lowe et
al., 2008). Algunes de les localitzacions més habituals sén els nuclis gracil i cuneat, la
substancia nigra, el globus pal-lid i les banyes anteriors de la medul-la espinal. La
densitat d’aquestes estructures puntiformes augmenta amb I'edat i sén especialment
prominents a partir dels 60 anys (Dickson, 1999). Tot i que la degeneracié granular és
una consequléncia inevitable de I'edat en animals i humans, la significancia biologica
d’aquests diposits roman desconeguda (Lowe et al., 2008).

Anteriorment, la ubiquitina també tenia utilitat diagnostica en I'ALS i la FTLD amb
preséncia d’inclusions positives per al marcatge immunohistoquimic d’aquesta
proteina. Aixi doncs, bona part dels casos de FTLD en els quals es podien observar
inclusions negatives per a tau tenien la presencia de la proteina ubiquitina. | de la
mateixa manera, una majoria de casos d’ALS que no presentaven inclusions positives
per a superoxid dismutasa 1 (SOD1, superoxide dismutase 1) contenien la proteina
ubiquitina. Recentment, el descobriment de les proteines TDP43 (apartat 2.1.6) i FUS
(apartat 2.1.7) ha permes establir una nova classificacié molecular per al diagnostic
d’aquestes malalties (Mackenzie et al., 2010). Aixi, la majoria de casos corresponents a
FTLD-U es va confirmar que contenien la proteina TDP43 (Arai et al., 2006; Neumann
et al., 2006), renombrant-se doncs FTLD-TDP (Mackenzie et al., 2010b), i bona part dels
casos SOD1-negatius van ser identificats com a ALS-TDP (Mackenzie et al., 2007;
Neumann et al., 2006). La deteccid de mutacions del cromosoma 16 en alguns casos
familiars d’ALS va permetre la identificacié d’alteracions en la proteina FUS, constituint
I’ALS-FUS, de tipus TDP43-negatiu i SOD1-negatiu (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et
al., 2009). De la mateixa manera, la majoria dels casos de FTLD identificats com a
subtipus TDP43 negatiu i tau-negatiu van ser tipificats com a FTLD-FUS (Mackenzie et
al., 2010).

Els anticossos dirigits contra la TDP43 s’uneixen de forma consistent a les inclusions de
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FTLD-TDP i ALS-TDP, perd no s’observa marcatge en les inclusions d’ubiquitina d’altres
malalties neurodegeneratives (Arai et al., 2006; Cairns et al., 2007; Davidson et al.,
2007). Algunes patologies que presenten inclusions negatives per a ubiquitina sén
reconegudes també pels anticossos TDP43, com les GClI (Neumann et al, 2007),
neurones amb tincié granular citoplasmatica o preinclusions (Brandmeir et al., 2008) i
neurites en la regié del CA1 (Hatanpaa et al.,, 2008). La patologia de FTLD-TDP es
subdivideix en quatre morfologies diferents: NCI compactes i neurites curtes; neurites
llargues; inclusions citoplasmatiques granulars i compactes i nombroses NII (Figura 19
I) (Mackenzie et al., 2010). La tincié nuclear és absent en les cél-lules que contenen les
inclusions (Neumann et al., 2009).

En els casos d’ALS-FUS familiar que presenten la mutacid Arg521Cys, s’observen NCI
immunoreactives amb morfologia filamentosa o granular, a més a més de GCI (Figura
19 1) (Mackenzie et al., 2010). La localitzacié d’aquestes inclusions se centra
principalment en les neurones motores inferiors, pero també es pot trobar en regions
externes al sistema motor piramidal, com el nucli motor del tronc cerebral, I'estriat, el
talem i la substancia nigra (Mackenzie et al., 2010).

En les FTLD-FUS es poden distingir fins a tres entitats patologiques a partir de la
morfologia de les inclusions. En la FTLD-U atipica es poden observar inclusions
citoplasmatiques immunoreactives per a FUS a I'hipocamp i al cortex frontal
especialment, perd també a |'estriat, talem i tronc cerebral dels pacients afectats
(Mackenzie et al.,, 2008; Neumann et al., 2009; Roeber et al.,, 2008; Seelaar et al.,
2010). Les inclusions intranuclears estan formades per filaments vermiformes, corbats
o rectes, o també en forma d’estructura anul-lar a la periféria de I’hipocamp (Figura 19
J) (Neumann et al., 2009). En segon lloc, en la malaltia dels cossos inclusius basofilics,
que s’inclou com a entitat patologica dins les FTLD, es poden observar nombroses
inclusions citoplasmatiques immunoreactives per a FUS amb una morfologia variable
localitzades a les neurones i la glia del cortex frontal, ganglis basals, tronc cerebral,
cerebel i medul-la espinal (Mackenzie et al., 2010). En aquesta patologia, les inclusions
intranuclears sén normalment absents (Mufioz et al., 2009). Finalment, la malaltia de
les inclusions neuronals de filaments intermedis presenta bona part de les inclusions
descrites només per a la proteina FUS, a més a més d’estar associada en ocasions a
proteines dels filaments intermedis com ara I'a-internexina (Neumann et al., 2009b).

2.3.11. Diposits de lipofuscina

La lipofuscina és un pigment produit per I'oxidacio dels lipids i les lipoproteines que
s‘acumula en forma de granuls amb l'laugment de I'edat. Aquest producte de la
peroxidacié lipidica és creu que s’acumula en cossos residuals derivats del sistema
lisosomal, com a resultat d’'un procés d’autofagia cel-lular. Els granuls de lipofuscina
presenten formes irregulars, i es tenyeixen de color marrd clar a groc amb les
preparacions habituals d’"HE (Figura 20 A) (Lowe et al., 2008). A més a més, es poden
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observar amb claredat en les tincions “acid-fast” o del Periodic-Acid Schiff (PAS), i sén
sudanofilics i autofluorescents sota Ilum ultraviolada (Love, 2006). Estudis de
microscopia electronica mostren que els granuls contenen material electrodens i
homogeni i una moderada quantitat de material electrotranslucid, envoltat tot d’'una
sola membrana. També se sap que aquests granuls se situen escampats pel citoplasma
o en forma de cluster al voltant del nucli (Lowe et al., 2008).

La lipofuscina s’acumula de forma
variable en neurones i glia en funcié de
la regid cerebral (Markesbery et al.,
1993). Les neurones dels nuclis olivars
inferiors tendeixen a acumular una gran

qguantitat de lipofuscina en els primers

estadis de I'edat adulta. Amb I'augment
de I'edat, la lipofuscina també s’acumula
en el nucli dentat del cerebel, les
neurones piramidals del cortex cerebral i

I’"hipocamp (Brody, 1960), les neurones

Figura 20. Tincions d’hematoxilina-eosina
realitzades en diversos tipus de diposits
neurones motores de la medul-la espinal  cerebrals presents en I'envelliment. A)
Lipofuscina; B) Cossos de Hirano; C) Cossos
granulovacuolars; D) Corpora amilacea. A-C
acumulacions de lipofuscina també es extretes de Lowe et al. (2008), D correspon a

de I'amigdala, al talem i I’hipotalem, i les

i el tronc cerebral (Love, 2006). Aquestes

poden observar en d’altres cel-lules que
no formen part del sistema nervids, com cél-lules cardiaques, macrofags o cél-lules
intersticials (Timiras i Maletta, 2007).

No esta clara la funcionalitat de la lipofuscina, ni tampoc si interfereix en les funcions
intracel-lulars. En qualsevol cas, les neurones afectades per I'acumulacié abundant de
la lipofuscina no coincideixen amb la pérdua neuronal associada a I'edat (Lowe et al.,
2008). No s’ha observat un augment de la lipofuscina en el cervell de persones d’edat
avancada afectades per I'AD, el DS, la progeria i d’altres malalties degeneratives en
comparacid amb persones de la mateixa edat que no pateixen aquestes malalties
(Timiras i Maletta, 2007).

2.3.12. Cossos de Hirano

Els cossos de Hirano sén inclusions citoplasmatiques eosinofiliques refractants, amb
forma arrodonida i oval, i ocasionalment, fusiforme. Van ser descrits per primera
vegada a I'hipocamp de pacients de PDC de Guam (Hirano et al., 1968). La seva
observacio per microscopia electronica mostra estructures intracel-lulars en processos
neuronals amb una estructura cristal-loide fina i caracteristica semblant a una espiga
(Figura 20 B). Aquests cossos es troben de forma més nombrosa a la regié del CAl de
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I’hipocamp, principalment a la capa stratum lacunosum, perd també poden trobar-se a
d’altres zones del sistema nervids central, i ocasionalment es poden observar a les
cél-lules de Schwann dels sistema nervids periferic (Atsumi et al., 1980). La seva
preséencia és habitual en persones d’edat avancada (Gibson i Tomlinson, 1977) o en
adults de mitjana edat (Ogata et al.,, 1972). Algunes situacions que provoguen una
expressié freqlient d’aquests cossos son I’AD o la PiD (Hirano, 1994), a més a més de
I"alcoholisme cronic (Laas and Hagel, 1994).

2.3.13. Cossos granulovacuolars

La degeneracié granulovacuolar consisteix en una o més vacuoles d’entre 3 i 5 um de
diametre on s’hi acumulen cossos densos, petits i arrodonits en el citoplasma neuronal
gue poden coexistir amb els NFT o els cossos de Hirano (Figura 20 C) (Lowe et al.,
2008; Simchowicz, 1911). Ultrastructuralment, es poden observar inclusions unides a
membrana i nuclis granulars electrodensos amb una matriu translucida (Hirano et al.,
1968). La tincié amb HE en permet |'observacié i sén, a més a més, granuls argirofilics
(Lowe et al., 2008). Aquests cossos estan ubiquitinats (Dickson et al., 1993; Love et al.,
1988) i reaccionen amb anticossos d’alguns epitops de la proteina tau (Dickson et al.,
1993). Aquestes dades donen lloc a la interpretacié d’estructures autofagiques
lisosomals on es produeix la degradacié parcial de proteines citoesquelétiques (Lowe
et al., 2008).

En el cas de I'AD, la degeneracié granulovacuolar es presenta tardanament pero
augmenta de forma pronunciada (Peress et al., 1973; Xu et al., 1992). Les neurones de
la regido CAl1l estan severament afectades i, en menor grau, les neurones del
prosubiculum, el CA2, CA3 i CA4 (Xu et al, 1992). En I'envelliment normal la
degeneracio vacuolar es troba confinada a I’hipocamp (Ball i Lo, 1977; Ball i Vis, 1978;
Xu et al., 1992). Aquest fenomen és més sever en els pacients d’AD i pot implicar a
d’altres neurones en nuclis subcorticals i I'hipocamp (Xu et al., 1992). Aquestes
estructures també s’han pogut observar en el DS (Ball i Nuttal, 1981), PCD de Guam
(Hirano et al., 1968), la PSP (Steele et al., 1964) i la PiD (Hirano et al., 1968).

2.3.14. Corpora amilacea

Els corpora amilacea (CoA) sdn estructures esfériques, entre basofiles i eosinofiles i
d’una mida d’entre 2-20 um de diametre aproximadament (Cavanagh, 1999).
Normalment s’hi observen patrons de lamines concéntriques i el centre sol presentar
un marcatge més dens que la periferia (Figura 20 D). La seva superficie té una aparenca
llisa i regular, pero ocasionalment poden presentar una periféria rugosa. S’han
identificat tant a l'interior d’astrocits com en cel-lules neuronals (Ramsey, 1965;
Woodford i Tso, 1980).
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Els CoA es troben dins de processos astrocitics al voltant dels vasos sanguinis i en els
espais subependimals (Munch et al., 1998), en neurites terminals o axons del cortex, i
també a l'estriat i la matéria grisa de la banya espinal anterior (Averback, 1981;
Lehesjoki et al., 1991; Agari i Nakamura, 1975). La seva preséncia és habitual en totes
les arees del cervell d’individus d'edat avancada, perd la distribucié no és uniforme
(Lowe et al., 2008).

La tinciéd de CoA és especialment positiva amb el PAS, la qual cosa reflecteix el seu
elevat contingut en poliglucosans (Lowe et al., 2008). També es tenyeixen fortament
amb el Carmi de Best, i el metode de plata i metenamina de Gomori, i presenta una
reaccié positiva amb el reactiu de potassi-nitrat ferricianida que detecta els grups
fosfats (Roukema i Odorkerk, 1970; Sakai et al., 1969; Stam i Roukema, 1973; Steele i
Kinley, 1952).

2.4. Principals malalties neurodegeneratives que presenten lesions cerebrals

2.4.1. Malaltia d'Alzheimer

L'AD és una demeéncia d'inici tarda, amb peéerdua progressiva de la memoria, de
I'execucid de tasques, la parla i el reconeixement de persones i objectes. La
degeneracio de les neurones, especialment en el zona basal anterior i I'hipocamp, i la
patologia sinaptica i neuronal de I'alteracié de les connexions (Hardy i Selkoe, 2002;
Selkoe, 2002) sén elements importants per a la patogenesi de la malaltia. L'AD implica
dos tipus principals d'agregats de proteines: els agregats extracel-lulars d’AB o plaques
neuritiques (apartat 2.3.1) i els agregats intracel-lulars de la proteina tau o NFT
(apartat 2.3.2). La patogenesi de I'AD s'ha anat coneixent en gran mesura per la
identificacid de mutacions genetiques responsables de formes familiars o rares de la
malaltia. Aquestes mutacions tenen lloc en el gen de 'ABPP i també en els gens de les
presenilines, enzims involucrats en el trencament de I'ABPP (Citron, 2002; Esler i
Wolfe, 2001).

2.4.2. Degeneracio lobar frontotemporal i taupaties

Les FTLD és el terme clinic utilitzat per a descriure un conjunt de malalties
neurodegeneratives heterogenies que tenen en comu unes caracteristiques cliniques i
patologiques on hi ha una implicacié principal dels lobuls temporals i frontals i la
materia grisa subcortical, exceptuant I'AD (Lowe et al., 2008). Donat el
desconeixement que hi ha sobre les relacions entre aquestes patologies i les seves
caracteristiques cliniques, la seva classificacido encara esta poc definida (Neary et al.,
2005), com demostra la recent classificacido de I'ALS i la FTLD associada a inclusions
d’ubiquitina (Mackenzie et al., 2010). Aixi doncs, en aquest grup es troben malalties
com la FTDP-TDP43 o FUS i les taupaties, entre les quals hi ha la PSP, la CBD, I’AGD, la
FTDP-17t o la PiD. Els sindromes clinics principals associats a la FTLD sén els canvis de
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conducta personal i social, aixi com la pérdua del control del comportament, I'afasia
progressiva o la deméncia semantica. A més a més, es poden presentar desordres del
moviment, com parkinsonisme. Els signes histopatologics principals sén les inclusions
de TDP43 o de FUS (apartat 2.3.10), generalment associades a ubiquitina; o en a les
taupaties, la preséncia d’inclusions de la proteina tau a les neurones o a la glia (apartat
2.3.2-2.3.4i2.3.6) (Lowe et al., 2008).

2.4.3. Malaltia de Parkinson

La PD es caracteritza per la tremolor en repos, la rigidesa, la lentitud de moviments i
altres caracteristiques com ara inestabilitat postural. Aquesta malaltia és causada per
la degeneraciod de les neurones dopaminergiques en la substancia nigra del mesencefal
i altres neurones monoaminérgiques del tronc cerebral (Forno, 1996). El descobriment
de les mutacions de diversos gens en el quals es causen les formes primerenques de la
PD ha accelerat enormement el coneixement de la malaltia (Dawson i Dawson, 2003).
Les mutacions puntuals o I'augment de la dosi del gen de I'a-sinucleina causa la PD
autosomica dominant a través d’un mecanisme de guany de funcié. La PD recessiva
d'aparicié primerenca pot ser causada per mutacions en els gens que codifiquen per la
parkina, la DJ-1 o la PINK132 (Valente et al., 2004), presumiblement per un mecanisme
de peéerdua de funcié (Ross i Poirier, 2004). La caracteristica patologica d'inici del PD
adult sén els LB, una inclusié perinuclear que es troba al citoplasma de les neurones
principalment de la substancia nigra (apartat 2.3.5). També hi ha agregats en les
neurites, que es coneixen com a neurites de Lewy. Un constituent important dels LB és
la proteina a-sinucleina agregada (apartat 2.1.3).

2.4.4. Esclerosi lateral amiotrofica

L'ALS és una malaltia mortal progressiva causada per la degeneracié de les neurones
motores inferiors en la banya lateral de la medul-la espinal i les neurones motores
superiors de l'escorca cerebral, fet que resulta en debilitat motora progressiva
(Cleveland i Rothstein, 2001). Algunes formes familiars rares d’aparicié primerenca de
la malaltia poden ser causades per mutacions al gen de la SOD1 pero la patologia no
sembla ser deguda a I'alteracié de |'activitat d’aquest enzim. Els agregats d’ubiquitinats
(apartat 2.3.10), que poden contenir les proteines TDP43 i FUS, sén presents en els
cervells dels pacients, tot i que SOD1 no es detecta generalment en casos esporadics, i
SOD1 no sol formar estructures fibril-lars in vitro (Ross i Poirier, 2004).

2.4.5. Malaltia prioniques

Les malalties neurodegeneratives causades per prions poden ser esporadiques o
poden ser adquirides ja sigui per transmissid ambiental o per mutacions genetiques
(Prusiner, 2001). Algunes vies ambientals poden incloure la ingesta de particules
prioniques derivades de teixit cerebral infectat o la implantacié quirdrgica a través
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d'instruments infectats. La malaltia pridnica també pot ser causada per mutacions
puntuals en el gen PRNP, que codifica per la Prp (apartat 2.1.4) i hi produeix
alteracions (Ross i Poirier, 2004). La patologia pot incloure plagues amiloides que
semblen similars a les d'AD i que es poden marcar amb anticossos anti-Prp (apartat
2.3.8). La malaltia prionica és una malaltia conformacional tipica de la proteina ja que
és causada per proteines prioniques plegades anormalment i aquesta agregacid
prionica pot tenir lloc tant extracel-lularment com intracel-lularment (Ma et al., 2002,
2002b).

2.4.6. Malaltia de Huntington i altres malalties poliglutaminiques

L'HD és un trastorn neurodegeneratiu progressiu causat per la mutacié en el gen de la
proteina huntingtina (apartat 2.1.5), concretament en I'expansié de la repeticié CAG
gue codifica per a les poliglutamines, a I'extrem N-terminal. Hi ha un efecte de llindar
notable ja que a partir de I'expansié 36 de la poliglutamina de la proteina huntingtina
es produeix la malaltia. L'augment del nombre d’expansions de poliglutamina causa un
inici més primerenc de la malaltia. Les inclusions que contenen huntingtina (apartat
2.3.9) es troben presents en regions del cervell que degeneren. No obstant aixo, la
densitat d’inclusions en les neurones no correspon exactament a les neurones que
degeneren, com és el cas del cos estriat, la zona majoritariament afectada (Vonsattel
et al., 1985). També s’observa una bona correlacié entre la longitud de la repeticié de
CAG i la densitat d’inclusions (Becher et al., 1998; Gutekunst et al., 1999; Kuemmerle
et al., 1999; Myers et al., 1988; Vonsattel et al., 1985).

2.5. El solapament o continuum de les lesions cerebrals en les malalties

neurodegeneratives

Tot i que hi ha uns criteris consensuats per al diagnostic histopatologic de les malalties
neurodegeneratives, s’ha detectat la coexistencia de lesions propies de diverses
malalties neuropatologiques en un sol pacient i heterogeneitat en els diversos casos
(Figura 21). Aix0 suggereix un possible solapament entre alguns d’aquests trastorns
(Armstrong, 2012; Feany et al., 1996; Forstl, 1999; Hainfeller et al., 1998), fet que
desdibuixa les fronteres entre malalties i obre la possibilitat a reconsiderar les entitats
nosologiques presents i I'actual classificacié de les malalties neurodegeneratives
(Drouet et al., 2000; Forstl, 1998). Un exemple és la histopatologia de I’AD, observada
de forma habitual en d’altres formes de deméncia (Friedland, 1993), o 'observacio de
canvis histopatologics suficients per al diagnostic de I’AD en pacients no dements amb
un envelliment normal (Dickson et al., 1992).
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AGD = argyrophilic grain disease, AD - Alzheimer’s diseqse, ALS = amylotraphic keteral sderosis, BIED = basophilic indi-
sion body disease, CBD - corticobasal degengration, 00 = Creutzfeldt-fakoh disease, DLB - domentia with lewy bodies,
D5 = Dowen's syndrame, FTOP-17 = fronfo-tempol dementio and parkinsanism linked to chromosome 17, FILD-MND -
fronto-temparal lobar degeneration with motor neuron disease, AFTD-L = atypical fronte-termporal labar degeneration
with ubtiguitin positive indusions, FRED-TOP = fronto- temparal lobar degeneration with TDP-43 profeinapathy, FILO-MND
= fronto-termporal lobar degeneration with motor newon disease, M54 = multiple system afraphy, NF-D = neurofibe fany
tangle dermentia, NiFfD = newronal intermediate flament inclusion disease, POC-G = Padkinsonian dementia compiex af Guam,
P = Pick’s disease, PD = Farkinson’s disease, PSP = progressive supranuclear palsy

Figura 21. Distribucié de les lesions patologiques més destacables en diferents malalties
neurodegeneratives. En aquest diagrama es pot observar la fidelitat de les lesions distintives a les
respectives malalties en els cervells dels malalts (Armstrong, 2012).
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3. LA SOCA DE RATOLINS SAMP8

3.1. Origen de la soca de ratolins SAM

Els ratolins SAM deriven originariament de la soca de ratolins AKR/J i van ser descrits
per primer cop per Takeda et al. (1981). Inicialment, es va observar que els ratolins
descendents del creuament consanguini d’aquests animals desenvolupaven signes
propis de I'envelliment de forma prematura, com pérdua d’activitat, perdua i manca
de lluentor del pél, lesions perioftalmiques, un augment de la lordocifosi i mort
prematura. Malgrat aix0, no es va evidenciar retard en el creixement, malformacio,
paralisi de les extremitats o altres signes neurologics tals com tremolors o convulsions
(Takeda et al., 2013). L'any 1975 es van seleccionar alguns ratolins amb les
caracteristiques esmentades com a progenitors de les series propensos a la
senescencia (prone) o P, i alguns animals amb signes d’envelliment normal com a
progenitors de les séries resistents a la senescéncia o R (Takeda, 2009). Les soques
originals d’animals P mostraven com a caracteristica general comuna un envelliment
accelerat, és a dir, un inici prematur de la senescencia de forma irreversible després
d’un periode normal de desenvolupament (Hosokawa et al., 1984).

L'any 1991, d’acord amb les normes internacionals de nomenclatura de soques de
ratolins consanguinis, es van establir els termes SAMP (senescence-accelerated mice
prone) i SAMR (senescence-accelerated mice resistant) per a les soques sensibles i
resistents a la senescéncia accelerada respectivament. L'esperan¢a de vida mitjana
dels animals SAMP era de 9,7 mesos, un 40% més curta que la dels animals SAMR, de
16,3 mesos (Figura 22) (Takeda et al., 1991, 1994, 2013).

A més a més de la senescéncia accelerada
manifestada en totes aquestes soques, els
ratolins SAMP i SAMR desenvolupen
diversos fenotips patobiologics que soén
suficientment caracteristics per diferenciar
les soques entre elles. Per exemple a la
soca SAMP8 s’observen deficits de

memoria i aprenetatge, alteracions s

Figura 22. Imatge d'un ratoli SAMR1

. (superior) i un ratoli SAMP1 (inferior) de

immunitaria. 12 mesos d’edat. Els ratolins de les soques
SAMP presenten un envelliment accelerat
(Takeda.2013).

emocionals i disfuncié de la resposta

3.2. El ratoli SAMPS8 com a model d’envelliment

Els ratolins SAM reuneixen els criteris proposats per als estudis biogerontologics amb
models mamifers, com per exemple una esperanca de vida curta i patologies
associades a l’envelliment (Masoro, 1990). De fet, si es revisen les evidéncies
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experimentals sobre la soca de ratolins SAMPS8 es poden identificar, de forma general,
les nou caracteristiques cel-lulars principals de I'envelliment proposades per Lépez-
Otin et al. (2013) i descrites a I'apartat 1.3. Aixi doncs, a nivell genétic, s’ha observat
inestabilitat genomica a causa de la fallada dels mecanismes de reparacid, com
demostra l'increment dels trencaments d’una sola cadena de DNA a I'"hipocamp i el
cortex cerebral dels ratolins SAMP8 de 12 mesos respecte els de 9 mesos d’edat
(Tobita et al., 1994). S’han detectat també fins a set modificacions post-translacionals
d’histones en el cervell entre ratolins SAMP8 de 3 i 12 mesos d’edat (Wang et al.,
2010) i canvis epigenetics a I’"hipocamp entre ratolins SAMP8 i SAMR1 de 8 mesos
d’edat (Cosin-Tomas et al., 2014), que confirmen alteracions epigenetiques en
I’envelliment. L’escurcament dels telomers en mamifers amb longevitat llarga, com els
humans, i curta, com els rosegadors, es regula per mecanismes biologics diferents, que
impedeixen la comparacié d’aquests processos (Hornsby, 2002). Tot i aixi, Banks et al.
(2010) han descrit un augment en l'activitat de I’enzim telomerasa en ratolins SAMP8
de 10 mesos administrats periddicament amb un antagonista del receptor de GH
respecte el grup control no administrat, a més a més d’observar millores cognitives,
entre d’altres efectes. La perdua de la proteostasi en els ratolins SAMP8 s’ha observat
a través de fenomens com l'augment de l'autofagia, tal i com mostra la major
preséncia de vacuols autofagics en ratolins SAMP8 de 7 i 12 mesos, a més a més de les
inclusions d’ubiquitina o canvis en I'expressié de LC3 Il i beclina-1 (Ma et al., 2011); o
I'augment de l'oxidaciéd de lipids i proteines, que s’explica amb més detall més
endavant (apartat 3.4.8). L'aplicacié de regims de CR en els ratolins SAMP8 ha
augmentat la seva esperancga de vida en un 30%, i s’"han observat canvis metabdlics i
neuroquimics (Choi i Kim, 2000; Kim i Choi, 2000). De la mateixa manera,
I"administracié de compostos que activen vies relacionades amb la CR, com és el cas
del resveratrol, han millorat els deéficits cognitius i de lI'aprenentatge en aquests
animals (Komatsu et al., 2008; Porquet et al., 2013). Aquests fets suggereixen un
efecte de la desregulacié dels nutrients en els mecanismes de la senescéncia
accelerada i les disfuncions cognitives d’aquests animals. Una altra caracteristica de
I’envelliment cel-lular en aquests rosegadors és la disfuncié mitocondrial, observada de
forma amplia en els ratolins SAMP8 i que intervé en bona part com a factor causal dels
alts nivells d’estres oxidatiu presents a les edats primerenques (apartat 3.4.8). El ratoli
SAMP8 també exhibeix signes de senescencia cel-lular i comunicacié intercel-lular
alterada. En un estudi recent, Sousa-Victor et al. (2014) va descriure una péerdua de
quiescéncia de les cel-lules mare musculars en els ratolins SAMP8 en comparacio a
SAMR1, i una aturada irreversible del cicle cel-lular a través de la via de p16™**, que
en presencia de factors de creixement afavoria la seva conversié a cél-lules senescents.
L’estat de senescéncia cel-lular de les cel-lules mare musculars té com a resultat la
disminucié de la seva capacitat regenerativa. De fet, 'esgotament prematur de les
cel-lules mare s’ha observat també en d’altres compartiments com els ninxols neurals
dels ratolins SAMP8 (Diaz-Moreno et al., 2013; Gang et al., 2011), on la neurogénesi es
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produeix amb anterioritat als ratolins SAMR1 i té una capacitat limitada en els ratolins
SAMP8 d’edats avancades. Finalment, tot i que no hi ha estudis on s’aprofundeixi en
I'alteracio de la comunicacié intercel-lular en els SAMPS, hi ha una amplia evidéncia del
fenomen d’inflammaging. Per exemple, s’ha descrit un augment significatiu d’IL-1p a
I’"hipocamp i hipotalem, aixi com l'increment del factor de necrosi tumoral i I'lL-6 a
I’hipocamp i cortex en SAMP8 en comparacié als ratolins SAMR1 (Tha et al., 2000). Als
SAMP8 també s’observa una activacidé de la microglia (apartat 3.4.4) i un declivi
prematur en la senyalitzacio en I'eix hipotalem-pituitaria-ovaric (Yuan et al., 2005).

3.3. Disfuncions cognitives i del comportament associades a I’edat

Els efectes deleteris de I’envelliment accelerat dels ratolins SAMP8 es manifesten entre
d’altres en les capacitats cognitives i comportamentals d’aquests animals. Els déficits
de I'aprenentatge i la memoria, i els trastorns de tipus emocional s’observen de forma
prematura en aquests animals respecte a la soca control SAMR1, com mostren els
resultats dels diversos tests. Tot i aixi, és interessant observar que la soca SAMR1
mostra també les mateixes deficiencies a edats més avancades, fet que confirma que
les alteracions comportamentals observades deriven principalment de I'envelliment
accelerat dels ratolins SAMP8 (Miyamoto, 2013). Les alteracions funcionals detectades
en les neurones glutamateérgiques (Fujiwara et al.,, 2004; Kitamura et al., 1992),
noradrenergiques (Tanaka et al., 1982) i colinergiques (Kitamura et al., 1989; Strong et
al., 2003) podrien ser un dels factors causals rellevants en els desordres esmentats a
continuacié (Miyamoto, 2013).

3.3.1. Aprenentatge i memoria

Les capacitats d’aprenentatge i memoria en els ratolins SAMP8 s’han avaluat amb
diversos tests que estudien la seva associacié a regions especifiques del cervell. Aixi
doncs, els tests d’aprenentatge espaial i memoria, com ara el test del laberint aquatic
de Morris, el laberint aquatic de bragos radials, el laberint aquatic en forma de T o el
laberint dels bracos radials (Figura 23), mesuren la memoria responsable
d’emmagatzemar informacioé relativa a I’entorn i I'orientacié espaial, que depeén de la
funcié hipocampal (Cheng et al., 2014; Maguire et al., 2003). Alguns d’aquests estudis
experimentals, com el laberint de Morris i el laberint en T de multiples tasques
mostren deéficits d’aquestes capacitats en els ratolins SAMP8 (Chen et al., 2004; Cheng
et al., 2008; Flood et al., 1998; Ikegami et al., 1992; Miyamoto et al., 1986, 1992;
Takeda et al., 1991). Tot i aixi, les diferencies entre les distancies recorregudes per les
soques SAMP8 i SAMR1 en el laberint aquatic de Morris no sén tant destacades com
les obtingudes en d’altres tests, malgrat que el SAMP8 presenta un allargament del
temps de laténcia per a trobar la plataforma en ambdues tasques. Una explicacio
raonable parteix de la manca d’apreciacié de I'aigua com a una situacié aversiva i la
manca de motivacié per a escapar-ne (Miyamoto et al., 1997, 1998). A més a més, en
les tasques espaials per a la cerca de menjar, els ratolins SAMP8 cometen un major
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nombre d’errors de memoria i de treball en comparacié als ratolins control SAMR1
(Miyamoto et al., 1997).

Figura 23. Esquema de tests utilitzats per
avaluar la memoria en rossegadors. A
I'esquerra es mostra una imatge de la
instal-laci6 utilitzada per al test. Al centre i a
la dreta es mostren exemples d’'un ratoli
amb bones capacitats de memoria i
aprenentatge, 0 amb deficiéncies,
respectivament (adaptat de Gotz i Ittner,
2008). A) En el test del laberint aquatic de
Morris s’entrena el ratoli per assolir una
l plataforma i poder escapar de l'aigua. Es
N\ mesura la memoria i I'aprenentatge espaials,
=== ilaretenci6 de la informaci6 apresa. B) En el
?7\ A\ laberint de bragos radials se situa menjar o
v beguda en un dels bragos i s’avalua la
capacitat del ratoli de trobar-ho. S'observa la
memoria espaial, la memoria de referéncia a
llarg termini i la memoria de treball a curt
termini. C) El test de reconeixement
d’objectes permet 'avaluaci6 de la memoria
declarativa depenent del cortex. L’avaluacid
es fa a través de la mesura del temps
d’exploracié de l'objecte nou respecte el
total (Cheng et al, 2014).

Els tests de la capacitat de resposta a I'evitacid es basen en les preferencies dels
animals a evitar activament o passiva un estimul desagradable o, fins i tot, dolords. En
general, els ratolins SAMP8 mostren deficiencies en I'adquisicié i la retencié de la
resposta en els diversos estudis realitzats amb tests d’evitacié passiva ja des dels 2
mesos d’edat (Miyamoto et al., 1986; Yagi et al., 1988), aixi com també en els resultats
dels diversos tests d’evitacié activa en comparacio als resultats obtinguts pels ratolins
SAMR1 (Flood et al., 1993; Miyamoto et al., 1986, 1997; Ohta et al., 1989).

El test de reconeixement d’objectes permet I'avaluacié de la memoria sense agents
estressors que puguin influir en els resultats (Figura 23) (Cheng et al., 2014). A més a
més, permet |’avaluacié de la memoria declarativa depenent del cortex, contrariament
a d’altres tests on es realitzen tasques de reconeixement no espaials (Winters et al.,
2008). En el ratoli SAMP8 s’ha descrit una disminucié significativa del temps
d’exploracié dels objectes nous per part dels ratolins SAMPS8 en la memoria a curti/o a
llarg termini (Matsui et al., 2009; Takanashi et al., 2004) tan als 5 mesos (Lopez-Ramos
etal., 2012) com als 9,5 mesos en comparacio a la soca SAMR1 (Dobarro et al., 2013).

3.3.2. Trastorns emocionals i del comportament

Els resultats de diversos tests per avaluar trastorns emocionals realitzats en ratolins
SAMP8 mostren que aquests animals presenten una disminucié de la conducta de
I'ansietat en el laberint en T alcat, en la neofobia al menjar o en els test amb xocs
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eléctrics davant la privacié de la beguda (Miyamoto et al.,, 1992, 1997). Aquesta
reduccid de I'ansietat és depenent de I'edat en els ratolins SAMP8 i SAMR1, pero és
més elevada que en els ratolins SAMP8 (Miyamoto et al., 1992).

Pel que fa a la conducta depressiva, els ratolins SAMP8 no presenten diferencies
respecte les soques control SAMR1 i ICR-CD1 en l'estudi realitzat en el test de
suspensio per la cua. Tot i aixi, en un treball recent de Pérez-Caceres et al. (2013) s’han
descrit diferéncies entre SAMP8 i SAMR1 als 9 mesos d’edat en el test de natacio
forcada o el test de supressid per dexametasona.

3.3.3. Ritme circadiari

Una de les caracteristiques propies de I'envelliment és la pérdua dels ritmes circadiaris
degut a canvis en les fases i a la disminucié de la seva amplitud (Froy, 2011). Les
alteracions dels ritmes circadiaris en ratolins SAMR1 i SAMPS8 s’han descrit a partir de
la mesura de l'activitat motora espontania. Els estudis realitzats a diverses edats
mostren que els ratolins SAMP8 presenten un augment dilirn significatiu de I’activitat
motora espontania des dels 2 mesos, mentre que en SAMR1 es detecta a partir dels 12
mesos, edat a partir de la qual ja no s’observen diferéncies entre ambdues soques
(Miyamoto et al., 1997, 1998). L'increment de la intensitat luminica de 40 a 200 lux
provoca la desaparici6 de [l'activitat motora espontania dels ratolins SAMPS8 i
incrementa l'activitat nocturna (Miyamoto, 1998). La resincronitzaciéd del cicle
circadiari des d’un cicle de foscor-foscor a un cicle de llum-foscor és més rapida en els
ratolins SAMP8 que en els ratolins SAMR1, fet que també s’observa amb I'avancament
de 6 hores del cicle de llum (Miyamoto, 2013; Sadnchez-Barcelé et al., 1997). Tot i que
no se saben les causes concretes que causen les alteracions dels cicles circadiaris, es
considera que possiblement les alteracions observades en alguns neurotransmissors,
com és el cas de la disminucié de la neurotransmissi6 monoamineérgica (Penev et al.,
1993), o la menor sensibilitat del ratoli SAMP8 a I'estimulacié fotica intervinguin en
aquestes alteracions (Miyamoto, 2013).

3.4. Alteracions neuropatologiques i neuroquimiques

3.4.1. Alteracions neuronals

L’estudi de les alteracions neuronals amb I’envelliment dels ratolins SAMP8 ha donat
lloc a I'observaciéo de la reduccié de neurones colinergiques del nucli tegmental
laterodorsal a partir dels 2 mesos amb I'increment de I'edat (Kawamata et al., 1990).
També s’han descrit alteracions d’aquestes neurones en el septum medial i la banda
diagonal de Broca (Tooyama et al., 1997). A nivell dendritic, I'estudi amb tecniques de
Golgi de neurones piramidals de I’hipocamp en ratolins SAMP8 i SAMR1 de 8 mesos
d’edat va mostrar una reduccido d’entre el 6 i el 23% de la densitat dendritica
(Sugiyama et al., 1987) i s’"ha observat una reduccié de la connectivitat sinaptica i de
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les dendrites relacionada amb els déficits cognitius mostrats en I’envelliment (Del Valle
et al., 2012; Kawaguchi et al., 1995). En aquest procés s’ha postulat com a possible
causa rellevant |'alteraciéo de la membrana neuronal com a resultat dels processos
oxidatius que tenen lloc en el cervell d’aquests animals (Akiguchi i Kawamata, 2013),
explicats detalladament a I'apartat 3.4.8. Una altra alteracié observada amb I'augment
de I'edat a la soca SAMP8 és I’atrofia axonal esferoide en el nucli gracil en comparacié
als ratolins SAMR1 i DDD (Kawamata et al., 1994). Aixi, s’"han observat fibres allargades
i varicositats a la columna dorsal en algunes tincions histoquimiques realizades.

L'augment de |'expressié del transportador de glucosa es va observar in vitro, i
posteriorment in vivo en el cortex cerebral de ratolins SAMP8 d’entre 4 i 8 setmanes
(Sato et al., 1994). Sembla, doncs, que hi ha un augment prematur del metabolisme de
la glucosa que és evident a dels 2 mesos d’edat, com indiquen els resultats de la
monitorizacié del consum de [14C]desoxiglucosa en el cervell, i continuen presents amb
el temps (Fujibayashi et al., 1994).

3.4.2. Degeneracié espongiforme en el tronc cerebral

La primera alteracié neuropatologica descrita en els ratolins SAMPS8 és la degeneracié
espongiforme dels tronc cerebral (Yagi et al., 1989). La degeneracid espongiforme es
caracteritza per la preséncia de vacuols de mida diferent en el neuropil de la formacié
reticular del tronc de I'encéfal. Aquesta alteracid es localitza a la formacio reticular
magnocel-lular, al nucli reticular ponti i al nucli reticular gigantocel-lular, s’inicia al
primer mes d’edat i assoleix un maxim al voltant dels 4-8 mesos. A nivell
ultraestructural es poden diferenciar dos tipus de vacuols: els que se situen en el
compartiment postsinaptic i els formats per la separacié de les beines de mielina en la
linia densa major dels oligodendrocits. Els vacuols situats al compartiment postsinaptic
podria iniciar-se a partir d’una lleugera inflamacié dendritica al primer mes d'edat, que
més endavant ddna lloc a una inflamacid postsinaptica i a un augment de les
estructures membranoses de les dendrites als 2 mesos. Als 5 mesos d'edat, ja es poden
observar lamines membranoses de tipus mielinic envoltant grans vacuols. El segon
tipus d’alteracid, consistent en la separacié de les beines de mielina, s’inicia als 2
mesos d’edat i és forca prominent als 5 mesos. Es postula que podria ser el resultat
d’una disminucié de la quantitat total de gangliosids en el tronc cerebral dels ratolins
SAMPS8 respecte SAMR1 (Ohsawa i Shumiya, 1991). En edats posteriors es va observar
en aguestes zones un fenomen de remielinitzacié que explica I'aparenca normal del
tronc encefalic dels ratolins SAMP8 a I'edat de 8 mesos. La severitat de les lesions
descrites a la formacid magnoreticular, especialment a la part dorsomedial, s’ha
correlacionat amb el deteriorament de la memoria i I'aprenentatge d’aquests animals
(Ohsawa i Shumiya, 1991).

3.4.3. Alteracions neuroquimiques
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Diversos estudis realitzats en els ratolins SAMP8 mostren alteracions dels receptors de
neurotransmissors i deteriorament de les membranes neuronals en el cervell d’aquests
ratolins. Aixi doncs, s’han observat canvis relacionats amb I'edat en els receptors de
NDMA, acetilcolina, 5-HT, DA, opioides, benzodiazepinics i |'acid Y-aminobutiric
(GABA), aixi com en els adrenoreceptors de tipus a (Flood et al., 1992, 1993; Kitamura
et al.,, 1989, 1992; Liu i Mori, 1993; Nomura i Okuma, 1999; Zhao i Nomura, 1990; Zhao
et al., 1992). Els continguts de glutamat i glutamina sén més alts en el cervell del
ratolins SAMP8 respecte els ratolins SAMR1, i contrariament, es va observar un
descens del contingut d’aspartat i alanina (Kitamura et al., 1992). Pel que fa a
I'acetilcolina, s’ha detectat un descens del seu contingut a I’"hipocamp en els ratolins
SAMPS8 de 15 mesos respecte als 7 mesos (lkegami et al., 1992). En el ratoli SAMP8
s’ha observat, per exemple, una reduccié de l'alliberament de glutamat causat per
estimuls despolaritzants respecte SAMR1; perd alhora s’ha descrit un augment de
I'alliberament de neurotransmissors com el glutamat, I'aspartat o GABA, i compostos
associats, com l'alanina, la taurina o la glutamina, amb I'envelliment d’aquests ratolins
(Kitamura et al., 1992). Tots aquests resultats suggereixen un deteriorament funcional
de la neurotransmissié glutamateérgica, colinergica i noradreneérgica en el ratoli SAMP8
(Zhao i Nomura, 1990; Zhao et al., 1992). Flood et al. (1993), a partir de I'agrupacioé de
tots aquests resultats, van proposar un model d’alteracions neuroquimiques a la via
septo-hipocampal que explicaria les alteracions cognitives observades en aquests
animals. Breument, aquest model proposa que la deplecié de la 5-HT en el nucli rafe
mitja que projecta al septum donaria lloc a la desinhibicié de la inhibicié de GABA en
aquesta regid, fet que provocaria un augment d’aquest neurotransmissor i, com a
resultat, una disminucié dels nivells d’acetilcolina a I’'hipocamp.

L’expressié de factors de creixement, com el factor de creixement neural (NGF, nerve-
growth factor) o el BDNF, es troba disminuida en els primers estadis del
desenvolupament dels ratolins SAMP8, com mostren els nivells de NGF i 'mRNA de
BDNF (Kawamata et al., 1997).

Una de les alteracions propies de I'envelliment és l'alteracid dels canals de calci
(apartat 1.6.5), que modifiquen la LTP a I’'hipocamp. La determinacio de la densitat dels
receptors antagonistes dels canals de calci de tipus Li N en el ratoli SAMP8 va mostrar
una reduccié amb |'edat (Yamada et al., 1996), i es va observar una elevacio de calci
depenent de I'edat. Ambdds resultats suggereixen una alteracié de ’homeostasi del
calci en el cervell dels animals SAMP8 d’edat avancada (Kawamata et al., 1998). De la
mateixa manera, s’ha descrit una alteracié de la fosforilaci6 del CREB en activitats
d’aprenentatge en ratolins SAMP8 de 2 mesos d’edat respecte els ratolins SAMR1
(Tomobe et al., 2007). Aquesta proteina és essencial per a mantenir la LTP de fase
tardana, i intervé per tant en la formacid d’espines i I'expressié genica que promouen
la plasticitat sinaptica i la memoria a llarg termini (Bito et al., 1996; Impey et al., 1996;
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Luscher et al., 2000). De fet, els canvis de la fosforilaci6 de CREB en els SAMPS8 van
mostrar una abséncia de LTP de la fase inicial i un decrement de LTP de la fase tardana.

3.4.4. Astrogliosiireaccié microglial

L'astrogliosi en els ratolins SAMP8 s’ha observat a través de l'increment dels
marcadors de proliferacié glial GFAP i PK-11195 (Nomura et al., 1996). Entre les zones
on s’ha descrit un augment de GFAP s’inclou I’hipocamp, el cortex piriforme, la mateéria
blanca i el tronc cerebral. En aquesta ultima regid, la presencia de GFAP s’ha relacionat
amb la vacuolitzacié resultant de I'expressid del virus de la leucémia murina (MulLV,
murine leukemya virus) (Yagi et al., 1989), retrovirus present en el genoma d’aquests
rosegadors i explicat més extensament a |'apartat 3.4.7. En el cortex cerebral s’ha
pogut observar algun cluster astrocitic dispers, ocasionalment associat als vasos
sanguinis (Kawamata et al., 1998). De fet, als 5 mesos d’edat, els ratolins SAMP8
mostren una marcada astrogliosi i microgliosi en comparacié amb ratolins SAMR1 de la
mateixa edat (Sureda et al., 2006) i els ratolins envellits SAMP8 presenten una elevacié
de marcadors glials com I’enzim monoaminooxidasa-B (MAO-B, monoamine-oxidase B)
respecte els controls SAMR1 (Kato-Semba i Kato, 1993; Nomura et al., 1989), a més a
més de canvis morfologics com hipertrofia astrocitica (Wu et al., 2005). Un dels fets
més destacats de |'astrogliosi és I'augment de la sintesi d’'mRNA i proteines GFAP, que
s’ha observat també amb marcatges immunohistoquimics, western-blot i RT-PCR a
I’hipocamp dels ratolins SAMP8 en funcié de I'edat (Diaz-Moreno et al., 2013; Wu et
al., 2005). L'estudi de les alteracions d’astrocits in vitro dels ratolins SAMP8 respecte
SAMR1 han permeés |'observacié d’una major fosforilacié de tau en els astrocits, un
augment de la generacié de ROS, una disminucié del potencial de membrana
mitocondrial i una reduccié de la captacié de glutamat (Garcia-Matas et al., 2005).
Totes aquestes observacions suggereixen un paper important d’aquestes cel-lules en
els mecanismes neurodegeneratius del procés de I'envelliment observats en aquests
animals (Garcia-Matas et al., 2008). Aquests resultats s’han reforcat amb d’altres
estudis protedomics realitzats també en astrocits d’ambdues soques d’animals, on s’han
observat canvis en l'expressid de proteines implicades en el manteniment de la
proteodstasi, el metabolisme energetic, especialment a nivell mitocondrial, els filaments
intracel-lulars i la resposta a I'estrés entre d’altres (Diez-Vives et al., 2009).

Aixi mateix, s’ha descrit una marcada acumulacié de cél-lules microglials reactives i
amb un increment d’expressié de catepsines E i D en cervells de ratolins SAMPS8
(Amano et al., 1995). La microglia agrupada en forma de clusters també s’ha associat a
les lesions espongiformes del tronc cerebral dels ratolins SAMP8 (Kawamata et al.,
1998). D’altres zones on s’ha observat proliferacié microglial inclouen I'hipocamp i el
cortex. Aquesta proliferacié augmenta amb [|‘envelliment, com s’ha observat
especialment a la zona CA1 de I'hipocamp dels ratolins SAMPS8, pero no en els ratolins
SAMR1 (Akiguchi i Kawamata, 2013). Aixi doncs, sembla que en el cervell d’aquests
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animals té lloc una inflamacié o resposta immune cronica, possiblement dirigida per
I’activacié microglial (Akiguchi i Kawamata, 2013).

3.4.5. Degeneracié oligodendrocitica

Per tal d’estudiar les alteracions oligodendrocititiques dels ratolins SAMP8 de 10
mesos d’edat es van realitzar marcatges immunohistoquimics de l'enzim 2',3'-
nucleotid ciclic 3'-fosfodiesterasa (CNP, 2',3"-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase) i
la proteina basica de la mielina (MBP, myelin basic protein) (Tanaka et al., 2005). Els
animals SAMP8 van presentar una disminucié del marcatge de la MBP i el CNP a la
regid del CA1 de I’hipocamp en comparacid a animals SAMR1. Tot i aixi, les diferencies
observades en els marcadors oligodendrocitics no es van poder apreciar a nivell de
I’escorca cerebral o el tracte optic. La mesura de I'immunoreactivitat per MBP a la
zona CA1 de I'hipocamp va permetre detectar una davallada progressiva del marcatge
amb l'edat en els ratolins SAMP8 en comparacid amb els animals SAMR1. Aquests
resultats van demostrar, doncs, una degeneracié dels oligodendrocits a I"hipocamp
dels ratolins de la soca SAMP8 depenent de |'edat.

3.4.6. Disfuncié de la barrera hematoencefalica

En diversos estudis realitzats en SAMP8 s’ha observat una disfuncid de la BBB i déficits
microvasculars en el cervell. Estudis preliminars van detectar que la taxa de
transferéncia cerebral d’albumina serica administrada préviament en ratolins SAMP8
és més gran que en animals SAMR1 de la mateixa edat (Ueno et al., 1993; Hosokawa i
Ueno, 1999). Aixi mateix, aquesta taxa de transferéncia augmenta a mesura que els
animals SAMP8 envelleixen. A I'hipocamp d’animals SAMP8 també s’ha observat un
increment en I'extravassacié d’albumina sérica endogena (Hosokawa i Ueno, 1999) i
d’'immunoglobulina G (Pelegri et al., 2007) mitjangant marcatges immunohistoquimics,
i s’ha detectat HRP en el parenquima cerebral després de la seva administracio, aixi
com un increment de cél-lules endotelials tenyides per HRP (Ueno et al., 2001a). En
altre estudi, Del Valle et al. (2009) va descriure alteracions de la BBB utilitzant com a
tragadors el blau d’Evans i Hoechst. Els resultats van mostrar diferencies significatives
en els ratolins SAMP8 i SAMR1 a partir dels 12 i 15 mesos respectivament, en
comparaciéo amb els controls ICR-CD1. Aquesta disfuncié observada a la BBB és el
resultat d’alteracions microvasculars observades en animals SAMP8 vells, que
consisteixen principalment en un citoplasma irregularment gruixut i dens de les
cél-lules endotelials de les arees adjacents a les zones periventriculars, aixi com
inclusions de la membrana a la lamina basal (Ueno et al., 2001b). Aquests fets indiquen
un malmetement dels pericits i les cel-lules endotelials d’aquestes zones que afecten
I’estructura de la BBB (Del Valle, 2010).
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3.4.7. Virus de la leucémia murina

Donat que els ratolins SAMP8 provenen de la soca AKR, que conté el retrovirus MuLV
en el seu genoma, s’han realitzat estudis sobre la carrega virica d’aquest retrovirus en
els ratolins SAMP8 i SAMRL1. Aixi doncs, es va analitzar I'expressié dels virus ecotropic
(E-MuLVs), xenotropic i politropic MulLVs al cervell de ratolins SAMP8 i SAMR1, i els
resultats van mostrar I'abséncia d’'mRNA ecotropic en SAMR1 i només va ser detectat
MRNA ecotropic de tipus Akv en ratolins SAMPS8 (Jeong et al., 2002). Els nivells d’mRNA
corresponents als MulV politropic i xenotropic van ser equivalents per a SAMPS8 i
SAMR1 i, a més, no es va detectar cap indici de cap altre virus patologic.

Estudis immunohistoquimics i de microscopia electronica per detectar la localitzacié
cel-lular de I'expressié d’Akv en SAMP8 van detectar I'antigen de la capside de I'E-
MulLV en neurones, oligodendrocits i cel-lules endotelials de I'estriat, tronc de
I’encefal, hipocamp i cerebel d’aquests ratolins. A més a més, es van detectar una forta
activacié i vacuolitzacié astrocitica adjacents a les neurones amb expressié d’Akv,
obrint una nova porta a explicar els mecanismes patogenics de la degeneracio
espongiforme en aquests animals (Del Valle, 2010).

3.4.8. Estres oxidatiu

Una de les fonts de la disfuncié cel-lular en I'envelliment és la generacié de ROS, que
déna lloc a alteracions en el DNA, les proteines, les membranes lipidiques i d’altres
molécules. En el ratoli SAMP8 s’ha descrit una gran quantitat d’alteracions que
provoquen la presencia d’un elevat estrés oxidatiu en aquest animal a edats
primerenques. De fet, I'augment de la peroxidacio lipidica en aquesta soca s’ha
detectat tan aviat com els 2 mesos d’edat (Yasui et al., 2003), tot i que aquests canvis
no es van detectar en organs com el cervell i el fetge. També als 5 mesos s’han
detectat nivells més elevats del dany dels carbonils i de la peroxidacié lipidica en
SAMPS respecte els SAMR1, a més a més de la disminucié de I'activitat SOD (Alvarez-
Garcia et al., 2006; Petursdottir et al., 2007). L’estudi dels mecanismes de defensa de
les ROS va detectar una disminucié dels enzims manganes SOD (Kurokawa et al., 2001;
Sato et al., 1996) i glutatid peroxidasa (Okatani et al., 2002) en els ratolins SAMP8
respecte els controls SAMR1.

També en edats avancades, entre els 11 i 12 mesos d’edat, s’observa una quantitat
significativament més elevada d’MDA i d’activitat MAO-B en cervell i fetge dels ratolins
SAMPS8 en comparacidé als ratolins SAMR1. Tanmateix, en un altre estudi amb ratolins
SAMPS8 de 3 i 11 mesos, es va descriure un augment depenent de I'edat de I'activitat
de SOD i la reactivitat de I'acid tiobarbituric, que equival al contingut de MDA, en el
fetge i en fetge i cervell, respectivament (Liu i Mori, 1993). En aquest mateix estudi, es
va detectar una disminucié dels nivells de glutatido en cervell i fetge en relacié amb
I'edat (Liu i Mori, 1993).
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D’altra banda, el tractament amb compostos antioxidants, com ara I'administracié
cronica de N-tert-fenil-butilnitrona a animals SAMPS8 a partir dels tres mesos d’edat va
incrementar I'esperanca de vida en un 33% d’aquests animals (Edamatsu et al., 1995).
Aguest resultat suggereix la importancia de les ROS en el procés d’envelliment dels
animals SAMP8.

L’evolucié de I'estrés oxidatiu en el cervell es va monitoritzar de forma més detallada
en uns estudis realitzats per Sato et al. (1996a, 1996b). Els canvis en I'estres oxidatiu
relacionats amb I'edat es van avaluar en ratolins SAMP8 i SAMR1 a les 2, 4-8, 20-28 i
40-56 setmanes d'edat. Els nivells de ROS, aixi com els nivells de peroxids lipidics i de
grups carbonil, van augmentar amb |'edat dels animals SAMPS8. Pel que fa als
mecanismes de defensa davant les ROS, es va detectar una disminucid progressiva
amb l'edat. L'augment dels peroxids lipidics en el cervell dels ratolins SAMP8 es va
produir de forma transitoria entre les 4-8 setmanes, tot i que aquest canvi només es va
observar en l'escorca cerebral i no en d’altres regions cerebrals. Aquest canvi en els
nivells de peroxids lipidics anava acompanyat d’'una disminucié de I'’enzim antioxidant
glutamina sintetasa també a I'escorg¢a cerebral dels ratolins SAMP8 a les 4-8 setmanes
d'edat. 'augment de I'estat oxidatiu en els ratolins SAMP8 d’entre 4 i 8 setmanes
d'edat precedeix els déficits en la memoria i I'aprenentatge, fet que n’ha suggerit una
possible causalitat (Sato et al., 1996a). L'observacid en un estudi posterior de canvis en
I'activitat de catalasa i oxidasa acil-coenzim A s’ha proposat també com a factor causal
de l'increment precoc de I'estrés oxidatiu en I'escorca cerebral dels ratolins SAMP8 de
4-8 setmanes d'edat (Sato et al., 1996b).

D’altra banda, en un estudi similar on es va determinar la concentracid de peroxids
lipidics en diversos organs de ratolins SAMP8 i SAMR1 de 3, 6 i 9 mesos d'edat es va
veure que els nivells de peroxids lipidics determinats en teixits com el cor i el fetge van
augmentar amb l'increment de I'edat en ambdues soques estudiades (Matsugo et al.,
2000). En canvi, en el cervell, els nivells de peroxids lipidics es van mantenir.

Les contradiccions observades en aquests estudis poden ser degudes, molt
probablement, a qliestions referents a les diferencies de genere, dels metodes, o les
condicions d’estabulacié dels animals (Lau et al., 2013). En qualsevol cas, el conjunt
d’aquests resultats suggereix que l'estrés oxidatiu en el cervell i d’altres teixits
periférics poden comportar déficits cognitius i disfuncions associades a I'envelliment
en el ratoli SAMPS8 (Sultana et al., 2013).

3.4.9. Alteracions mitocondrials

Tal i com s’ha explicat anteriorment, la disfuncid mitocondrial és també una de les
caracteristiques essencials de I'envelliment (apartat 1.3.6), a més a més de contribuir a
I'augment de I'estres oxidatiu propi d’aquest procés. L'estudi de ['‘estat dels
mitocondris en els animals SAMP8 es va realitzar mitjancant la fosforilacié oxidativa
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d’aquests organuls presents en el fetge de ratolins de 6, 12 i 18 mesos d'edat. La
disminucio de la ratio de control respiratori era progressiva amb I'augment de I'edat, i
el valor detectat als 18 mesos es va considerar insuficient per a la sintesi d'ATP
necessaria per a un metabolisme cel-lular normal (Nakahara et al., 1998). La
caracteritzacid d’aquesta disfuncid mitocondrial a edats inicials es va realitzar
mitjancant la determinacié del seu estat redox i la seva fosforilacié oxidativa en el
cervell de ratolins SAMP8 i SAMR1 de 2 mesos d'edat. Els mitocondris cerebrals
d’animals SAMP8 van mostrar un major estat redox i una major activitat de la
respiracido mitocondrial amb una ratio menor de control respiratori que els mitocondris
de ratolins SAMR1. Aquests resultats suggereixen un estat hiperactiu ineficient en el
sistema de transport electronic mitocondrial que posteriorment donaria lloc a una
disfuncié mitocondrial relacionada amb I'edat en els ratolins SAMPS8 (Nishikawa et al.,
1998).

L’analisi del DNA mitocondrial del cervell de ratolins SAMP8 mostra, a més a més,
multiples delecions. Les supressions en el DNA s’observen a les 4-8 setmanes d’edat en
més quantitat en comparacié a les soques control SAMR1 o ddY (Fujibayashi et al.,
1998). A més a més, s’observa també una davallada de l'activitat enzimatica dels
complexos | i lll. Segons els autors d’aquest estudi, aquestes alteracions del transport
d'electrons en els mitocondris del cervell de ratolins SAMP8 pot provocar un augment
de la produccié de ROS i un estat d'estrés oxidatiu cronic, que acabi donant lloc en
ultim terme a un procés neurodegeneratiu.

3.4.10. Granuls Periodic Acid Schiff i altres dip0sits

La preséncia de clusters anomals formats per granuls que es tenyeixen amb PAS s’ha
descrit en els ratolins SAMP8 (Akiyama et al., 1986). Aquestes estructures s’han
identificat a les zones CA1, CA2 i CA3 de I’hipocamp i, ocasionalment en d’altres zones
del cervell. Els clusters de granuls s’inicien als tres mesos d’edat i augmenten
progressivament fins als sis mesos i més enlla d’aquesta edat (Kuo et al., 1996). Els
ratolins control SAMR1 en presenten molt poca quantitat i només a edats forca
avancades. S’ha establert una relacié estreta amb els astrocits marcats amb GFAP i
s’ha descrit també la preséncia d’activitat enzimatica MAO-B en alguns astrocits i en
els granuls (Nakamura et al., 1995). L'observacié d’aquestes estructures granulars en
d’altres soques de ratolins s’ha relacionat també amb I'envelliment, i s’"han realitzat
diversos estudis per a aprofundir en el coneixement i el significat funcional d’aquestes
estructures, avui dia encara per establir. La informacid que es disposa fins a I'actualitat
dels granuls PAS s’explica amb detall al capitol 4.

Un altre tipus de diposits que s’han observat en el cervell dels ratolins SAMP8 sén les
inclusions en neurones talamiques (Akiguchi et al., 1988). Aquestes inclusions sén
eosinofiliques, intracel-lulars, i s’"han descrit tant en ratolins envellits com en humans
d’edat avancada (Takeda, 2009). A més a més, s’ha identificat lipofuscinosis en les
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cél-lules d’aquests animals (Akiguchi et al., 1988; Akiyama et al., 1986). Aixi doncs, els
ratolins SAMP8 desenvolupen també aquesta caracteristica fenotipica corresponent al
seu procés d’envelliment accelerat.

3.4.11. Fosforilacié de la proteina tau

L'agregacid i la fosforilacié de la proteina tau mitjancant diversos enzims com GSK3,
CDK5 i PKC és un fet propi de diverses malalties neurodegeneratives (apartat 2.1.2)
(Ferrer et al., 2005; Igbal et al.,, 2005). En el cas dels ratolins SAMPS8, un estudi
primerenc va observar una elevada fosforilacié de tau en ratolins SAMPS8 als 11 mesos
en comparacié als controls SAMR1 (Wei et al., 1999). Estudis més amplis han
determinat un augment de la hiperfosforilacié tant aviat com als 5 mesos d’edat
(Alvarez-Garcia et al., 2006) que ddna lloc a diverses formes de tau hiperfosforilada en
comparacio als ratolins control SAMR1 (Caballero et al., 2008; Canudas et al., 2005).
També s’ha observat que I'increment en la fosforilacié de la proteina tau és el resultat
de 'augment de 'expressié de CDK5 i de I'activitat del complex CDK5/p25 (Canudas et
al., 2005). Tractaments realitzats en ratolins SAMP8 amb melatonina (Gutiérrez-Cuesta
et al., 2007) o clorur de liti (Tajes et al., 2008), que redueixen |'activacié de CDKS5 i
GSK3pB a través de la via CDK5/p25, van provocar la reduccié de la hiperfosforilacié de
tau. Cal remarcar que l'activacid d’aquestes vies de senyalizacié es produeix també en
I’AD, malaltia on s’observa una elevada fosforilacié de tau i la formacié dels NFT
(Castellani et al., 2006).

3.4.12. Diposits de B-amiloide

Els peptids d’AB (apartat 2.1.1) intervenen de forma destacada en la formacié de
diposits com les plaques senils o d’altres morfologies (apartat 2.3.1) tant en
I’envelliment com en I'AD. L'estudi d’aquesta proteina en els animals SAMP8 va
mostrar un augment dels péptids ABso i ABs; en el teixit cerebral en comparacio els
animals controls SAMR1 (Fukunari et al., 1994; Takemura et al., 1993) especialment a
la zona de I"hipocamp. Aquests resultats concorden amb d’altres observacions, com la
deteccio d’'un augment d’'mRNA de I’ABPP i la proteina ABPP associat amb |'edat (Flood
i Morley, 1998; Kumar et al., 2000; Morley et al., 2000; Nomura et al., 1996; Tha et al.,
2000), o l'increment de la quantitat d’AB (Takemura et al., 1993). A més a més, I'Us
d’anticossos i oligonucleotids anti-sentit dirigits contra I’AB en ratolins SAMP8 han
revertit parcialment els déficits de memoria i aprenentatge d’aquests animals (Banks
et al., 2007; Butterfield i Poon, 2005; Zhang et al., 2011). També I'administracié de
catequines de té verd en periodes llargs va prevenir les disfuncions cognitives
observades en aquests animals a través de la reduccio dels oligdbmers d’AB4; i la
regulacié a I'alga de proteines sinaptiques relacionades amb la plasticitat presents a
I’"hipocamp (Li et al., 2009). L’augment de I'expressio de presenilina-1 a I’"hipocamp dels
ratolins SAMP8 respecte els controls ICR-CD1 s’ha descrit també amb l'increment de
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I’edat, fet que podria augmentar la presencia de I'enzim y-secretasa, que intervé en el
trencament proteolitic de I’ABPP (Lau et al., 2013).

Pel que fa a I'agregacido de I’AB en ratolins els SAMP8, s’han aportat informacions
diverses i controvertides que donen lloc a diferents interpretacions. La primera
descripcié de I'acumulacié d’AB va ser realitzada per Takemura et al. (1993), i en
aquest estudi es van descriure unes estructures granulars immunoreactives de tipus
proteic B/A4, anomenades posteriorment diposits B-LIGS (B-like immunoreactive
granular structures). Aquests diposits s’inicien als 2 mesos d’edat i augmenten
progressivament (Fukunari et al., 1994; Takemura et al., 1993). D’altra banda, Morley
et al. (2000), va descriure també un altre tipus de diposits detectats amb anticossos
anti-AB que s’observen en ratolins de 16-18 mesos d’edat. En un estudi posterior
realitzat per Del Valle et al. (2010), es va identificar la preséncia d’estructures reactives
per a anticossos dirigits contra I'ABPP, I'ABso i I'’ABs; mitjangant marcatges
immunohistoquimics contra aquests péptids i proteines. Aquests marcatges van
mostrar una presencia de major a menor grau d’AB4,, d’AB4o i d’ABPP (Figura 24). Els
agregats amiloides s’iniciaven a la zona CAl de |'hipocamp als 3 mesos d’edat, i
formaven clusters que es desenvolupaven posteriorment a les zones CA2 i CA3 de
I’hipocamp a mesura que s’incrementava |’edat. A les soques control SAMR1 i ICR-CD1
també es va poder observar la presencia de clusters, perd el seu inici era molt
posterior, i la quantitat assolida als 15 mesos d’edat era menor (Figura 25).

Actualment, hi ha estudis que han avaluat I'efecte de diversos tractaments o
manipulacions experimentals en aquests agregats amiloides. Es el cas, per exemple, de
I'administracié d’una dieta suplementada amb resveratrol, un component amb
activitat antioxidant, en ratolins SAMP8 (Porquet et al., 2013). A més a més de
I"augment de I'esperanga de vida en aquests animals i la millora significativa de la
memoria en el test de reconeixement d’objectes dels animals tractats respecte el grup
control, es va observar una reduccié significativa del nombre de clusters d’agregats
amiloides a I'hipocamp dels ratolins respecte els controls administrats amb aquesta
dieta. En un altre estudi es va observar una reduccié dels diposits amiloides dels
ratolins SAMP8 de 10 mesos després de I'administracido d’'un compost quimic derivat
de I'azaindolizinona, el ZSET1446/ST101, en comparacid6 amb els animals no
administrats (Yamaguchi et al., 2012). D’altra banda, un estudi realitzat per Lou et al.
(2012) descriu la presencia de plaques difuses a I'hipocamp i el cortex dels ratolins
SAMPS8 de 9 mesos d’edat mitjancant el marcatge immunohistoquimic amb un anticos
anti-AB4,. La morfologia de les plaques és diferent als granuls observats per Del Valle
et al. (2010), i la seva preséncia es veu atenuada en els animals tractats amb
I'administracié d’un factor de creixement del fibroblast acidic huma. Aquest
tractament va tenir multiples efectes en els ratolins SAMPS8, com la millora de les
habilitats d’aprenentatge i memoria, de la funcio colinérgica i la disminucid dels nivells
solubles de péptids d’anti-ABPP.
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Figura 24. Marcatge d'immunofluorescéncia amb I'anticos 4G8 dirigit contra els aminoacids 17-
24 del peptid B-amiloide. S’observen els clusters amiloides de la zona CA1 de I'hipocamp del ratoli
SAMP8 de 3, 6 i 12 mesos d’edat (Del Valle et al., 2010).

Figura 25. Marcatge
d’immunofluorescéncia
dels agregats amiloides de
I’hipocamp del ratoli
SAMP8 amb anticossos
dirigits contra peéptids
B.amiloide. A) Marcatge amb
I'anticos 4G8 (aminoacids 17-
24 del peptid AB) i 'anticos
anti-ABs0; B) marcatge amb
I'anticos 4G8 i 'anticos 12F4
(anti-AB42); C) marcatge amb
I'anticos 12F4 i I'anticos anti-
ABPP; D) marcatge amb
I'anticos anti-ABPP i I'anticos
1G6  (dirigit contra els
aminoacids  573-596 de
I'ABPPgos). (Del Valle et al,
2010).
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3.5. El ratoli SAMP8 com a model muri de la malaltia d’Alzheimer esporadica

El ratoli SAMP8 és una soca ben establerta com a model de senescéncia, pero des de
fa un temps s’ha proposat com a possible model per a I'AD (Morley, 2002).
Actualment, la recerca sobre I’AD es basa en models murins transgenics obtinguts a
partir de mutacions en els gens dels pacients de I’AD familiar (Cheng et al., 2014). Tot i
aixi, només el 5% dels individus que pateixen I’AD tenen una malaltia de tipus familiar,
enfront el 95% que presenten un inici esporadic i tarda d’aquesta malaltia
neurodegenerativa (Jonsson et al., 2013). L’etiologia de I’AD esporadica és complexa i
encara desconeguda; i sembla ser fruit d’interaccions complexes entre factors
geneétics, epigenétics i ambientals (Cheng et al., 2014).

Els ratolins SAMP8 mostren els principals trets histopatologics distintius de I’AD, com
ara alteracions en el processament dels péeptids d’AB, hiperfosforilacié de tau,
augment de |'estrés oxidatiu i gliosi, tot i que la cronologia de la seva aparicié no s’ha
establert formalment i hi ha certes controvérsies respecte la adequacié de la soca
SAMR1 com a animals control (Pallas et al., 2008). Malgrat aix0, la comparaciéo amb els
ratolins transgenics (Taula 4) permet observar que els ratolins SAMP8 tenen una
cronologia similar a aquests animals. Per tant, la soca espontania SAMP8 sembla ser un
model avantatjos enfront els models transgenics, ja que presenta fenotips similars als
simptomes que s’observen en I’AD esporadic i d’inici tarda (Pallas et al., 2008). S’ha
suggerit que aquest ratoli pot representar de forma més propera la complexitat de
I’AD (Morley et al., 2012; Pallas, 2012; Pang et al., 2006; Tomobe i Nomura, 2009). Per
aix0 s’ha suggerit com a un model ideal per a I'estudi de la transicié entre I'envelliment
normal i I’AD (Pallas et al., 2008), ja que de fet I'envelliment és el factor de risc més
important per a desenvolupar I’AD esporadic. Aixi doncs, I'aprofundiment en I'estudi
dels trets patologics propis de I’AD en aquest animal i I'establiment d’una cronologia
formal per a aquests fets pot facilitar I'Us d’aquesta soca per a I'estudi dels primers
factors relacionats amb I’AD esporadic.

AD-like 2 4 [ 2 10 12 12+
phenotypes Mlonths Mlonths Mlonths Llonths  DMMonths Llonths  Months
Cognitive APFPI3 FDAFF Tg 2576 F3AFF  hWP31-2Tg
Deficits JMFPL3 CRNDE
(Hippocampal) TauP301L 2AMPE
JuTe A0
Oxidative PSAFPP Tg2iré  APPI3 FDAFF
Stress BAMPE
(3L
Agmyloid-F CRNDE APPZ3 Tg 2576 FDAFF SAMPS#
3T g-aD HPE1-2Tg
FEAFPE
Tau JMFL3 BAMPE APPZ3 PDAFF
phosphorylation TauP301L (5D Tg2576
S¥Te-AD
Gliosis SANPE Tz 2576

#
Amyloid-f plagues occur atound 18 months. Increased lewels of soluble amyloid-f are detected at 8 months.

Taula 4. Cronologia d’aparici6 de la neuropatologia caracteristica de I’AD i els deéficits cognitius
en diverses soques de ratolins transgenics models d’AD i en el ratoli SAMP8 (Pallas et al., 2008).
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4. GRANULS PERIODIC ACID SCHIFF

4.1. Definicid i morfologia

Els granuls que es tenyeixen amb I'acid periodic de Schiff (PAS, Periodic Acid-Schiff), o
els granuls PAS, son estructures homogenies arrodonides o ovoides, agrupades en
forma de clusters, que van ser descrites inicialment per Lamar et al. (1976) a
I’'hipocamp de ratolins C57BL/6 envellits. La preséncia dels clisters s’ha observat
extensivament a I'hipocamp de diverses soques de ratolins, i aquestes estructures
s’han atribuit a un fenomen propi de I'’envelliment en aquests animals (Akiyama et al.,
1986; Doehner et al., 2012; Jucker et al., 1994a; Kuo et al., 1996).

Els clusters de granuls PAS poden contenir entre 40 i 50 granuls cadascun, i tenen un
diametre d’aproximadament 50 um (Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a; Kuo et
al., 1996; Ye et al., 2004). Cada granul medeix uns 5 um de diametre i |'edat pot
augmentar la mida d’aquests granuls, i especialment el nombre de granuls que formen
un cluster, arribant a assolir el centenar de granuls (Jucker et al., 1992; Robertson et
al., 2000).

Els granuls inicien el seu desenvolupament a
la capa stratum radiatum de la regié CA1 de
I’hipocamp, i augmenten progressivament en
nombre i extensié a mesura que avanga |'edat
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a). La
seva expansid es produeix cap a les arees
CA2, CA3 i al gir dentat de I'hipocamp. S’ha
observat també una major preséncia

d’aquestes estructures a I’hipocamp ventral

respecte I'hipocamp dorsal (Knuesel et al,, Figura 26. Clusters de granuls tenyits amb

2009). Periodic Acid Schiff a 'hipocamp d'un ratoli
ApoE-deficient (extret de Robertson et al,
4.2. Localitzacid cerebral 1998).

Tot i que els granuls es desenvolupen de forma destacada a I'hipocamp, cal tenir en
compte que també es poden trobar a d’altres arees cerebrals (Jucker et al., 1992). La
distribucié topografica dels granuls en els cervell de ratolins s’ha estudiat amb
profunditat a les soques de ratolins C57BL/6 (Figura 27) i SAMPS8, entre d’altres
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a).

Els ratolins SAMPS8 i C57BL/6 envellits presenten granuls PAS a totes les capes de
I’hipocamp, tot i que la concentracié més elevada de granuls es detecta a les capes
stratum radiatum i lacunosum moleculare, i també s’observen aquestes estructures a
les arees CA1, CA2, CA3i al gir dentat d’aquesta regié (Nakamura et al., 1995). A banda
de I'hipocamp, el cortex piriforme i el bulb olfactori a la part anterior del cervell, i el
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cerebel i el cos trapezoide a la zona posterior també presenten estructures PAS
positives (Figura 27) (Akiyama et al., 1986; Doehner et al., 2010; Jucker et al., 1994a,
1994b; Knuesel et al.,, 2009; Mitsuno et al., 1999; Robertson et al, 1998;
Soontornniyomkij et al., 2012). Els clisters observats en el cerebel es diferencien
lleugerament dels de I’hipocamp i el cortex piriforme per la seva aparenca més difusa i
una menor quantitat de granuls. Ocasionalment, en edats avancades, s’han observat
granuls al diencefal, el cos estriat i 'amigdala (Jucker et al., 1994a; Knuesel et al.,
2009). Cal destacar que lI'augment del nombre de clusters es produeix de forma
paral-lela en totes aquestes zones a mesura que I'edat augmenta.

Figura 27. Esquema de la distribucid topografica dels clusters de granuls PAS en un cervell de
ratoli C57BL/6 de 18 mesos d’edat (Jucker et al., 1994a).

En general, els resultats dels diversos estudis realitzats sobre la distribucié i progressio
dels clusters de granuls mostren un mateix patré que es desenvolupa de la mateixa
manera a totes les soques de ratolins. De fet, I'’edat d’inici de la presencia dels granuls
PAS i la rapidesa de proliferacié dels clusters de granuls és el fet que diferencia les
diverses soques de ratolins entre elles, més que no pas la possible diferéncia en
I’estructura o morfologia dels granuls.

4.3. Preséncia i cronologia en ratolins i d’altres animals

Els granuls PAS s’han descrit principalment en ratolins envellits de diverses soques
wild-type i transgeniques. Malgrat que la majoria de treballs sobre aquestes
estructures s’han realitzat en els ratolins C57BL/6 (Lamar et al., 1976; Jucker et al.,
1992, 1994; Soontornniyomkij et al., 2012), els granuls PAS també s’han descrit a les
soques AKR (Mitsuno et al., 1999), la soca DDD (Akiyama et al., 1986), els ratolins
SAMPS8 i SAMR1 (Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a; Kuo et al., 1996), la soca
129sv (Jucker et al., 1994a) i els ratolins atimics (Mandybur et al., 1989). A més a més,
aquests granuls s’han pogut observar en algunes soques de ratolins transgenics amb
rerefons geneétic de la soca C57BL/6 (Taula 5).
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DENOMINACIO MUTACIO SOCA ORIGINAL PUBLICACIONS

ApoE-deficients ApoE ™Y C57BL6 Robertson et al., 1998, 2000;
Veurink et al., 2003

ApoE humana 2, 3, ApoE™"™ ApoEe2; ApoEe3; C57BL6 Robertson et al., 2000

4 ApoEe4

SynGap o SynGap +/- (synaptic Ras- C57BL6 Knuesel et al., 2009

GTPase activating protein)

3xTgAD APPsyeTaUpsgr. PS1y1a6v 129/C57BL6)J Knuesel et al., 2009; Oddo et
al., 2003

AD11 aD11 (anti-NGF antibody) C57BL/6 x SILF2 Corsetti et al., 2008

ArcAB APPsye, arc C57BL6 Doehner et al., 2010

Reeler Reln* B6C3 Kocherhans et al., 2009

Reeler orleans Reeler ™" BALB/C Knuesel et al., 2009

Tsn65Dn Ts(17'%)65Dn C57BL6 Kern et al., 2011;

Rachubinski et al., 2012.

Taula 5. Resum de les soques de ratolins transgenics utilitzats en diversos estudis sobre els clisters
de granuls PAS.

Malgrat aix0, el desenvolupament dels clusters a I’'hipocamp dels ratolins envellits no
és un fenomen universal d’aquest rosegador siné que algunes soques de ratolins no
desenvolupen aquests granuls durant el procés d’envelliment. Es el cas de les soques
BALB/c, DBA/2, A i CBA, on no s’han observat estructures granulars comparables als
diposits PAS; i la soca C3H/He, on s’ha observat alguna estructura granular només en
alguns casos, que presumiblement es manifesta a edats molt avancades (Jucker et al.,
1992, 1994a).

En general, la preséncia de granuls sembla ser més prevalent en les femelles que en els
mascles de la soca C57BL/6, com es descriu en bona part de les observacions
qualitatives (Jucker et al., 1992; Knuesel et al., 2009; Lamar et al., 1976) i quantitatives
de diversos estudis on s’han emprat ambdds sexes (Jucker et al, 1994b). La
divergencia entre el nombre de clisters en mascles i femelles ha permes hipotetitzar
una possible influencia de les hormones esteroides en la formacié dels granuls a
I’hipocamp, aixi com una relacié amb els canvis de |’eix neuroendocri associats a I'edat
(Jucker et al., 1994b). Algun estudi qualitatiu realitzat amb ratolins de la soca SAMPS,
pero, contradiu les diferencies observades entre ambdds sexes (Akiyama et al., 1986).

A nivell cronologic, l'increment progressiu dels granuls a I'hipocamp, al cortex
entorrinal i al cortex piriforme s’ha associat de forma estadisticament significativa al
procés de I'’envelliment (Madhusudan et al., 2009). Tot i axi, a partir de certes edats es
trenca la tendéncia acumulativa d’aquestes estructures i en edats avancades els
estudis mostren un estancament del nombre de clisters, a més a més d’una elevada
dispersié de la quantitat de clusters en alguns animals (Figura 28) (Jucker et al., 1992,
1994a). En aquests animals també apareix un nombre superior de granuls de mida
gran, molt probablement a causa de la unié entre diversos granuls més petits (Jucker
et al., 1994a; Robertson et al., 1998), tal i com mostra la interconnectivitat observada
entre alguns granuls en estudis ultrastructurals (Doehner et al., 2012).
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ratolins. Per exemple, en els ratolins

desenvolupen un menor nombre d’interneurones gabaergiques, s’observa una
reduccio del nombre de clusters de granuls PAS respecte la soca control, i en el cas dels
clusters situats a la zona ventral aquesta diferéncia és significativa (Knuesel et al.,
2009). En el cas dels ratolins 3xTg-AD la quantitat de clusters de granuls PAS observada
als 12 mesos d’edat (Oddo et al., 2003) va resultar ser significativament superior en
comparacio als controls d’aquesta soca, de rerefons genetic C57BL/6 (Knuesel et al.,
2009). Un variacié similar en el nombre d’estructures granulars s’ha observat en la
soca dels ratolins trisomics Ts65Dn, que presenten una quantitat significativament més
elevada respecte els controls disomics de la mateixa soca (Kern et al., 2011;
Rachubinski et al., 2012).

Tot i que la preséncia de clusters PAS esta ampliament documentada en ratolins, no hi
ha gaires evidéncies d’estructures similars identificades en d’altres especies. Aixi, Kuo
et al. (1996) destaquen la identificacié d’estructures similars en rosegadors del genere
Peromyscus; i en el treball de Knuesel et al. (2009) es van detectar a través
d’'immunomarcatges amb l'anticds anti-reelina uns diposits d’aparenca similar als
granuls PAS a I’'hipocamp de rates Wistar de 20 mesos d’edat i a I’hipocamp de primats
del génere Callithrix jacchus d’1 i de 10 anys d’edat.
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4.4. Composicid i caracteristiques histologiques

Per conéixer els components principals dels granuls PAS-positius s’ha estudiat un ampli
ventall de tincions histoquimiques on, a partir de les reaccions quimiques dels
compostos, s’ha pogut saber alguns aspectes de la naturalesa dels productes que
formen els granuls. | també s’han utilitzat forca quantitat d’anticossos dirigits contra
proteines especifiques en els estudis immunohistoquimics per a detectar la seva
possible preséncia en els granuls. A la Taula 6 es resumeixen els resultats obtinguts en
diversos estudis.

La tincid histoquimica de PAS defineix les estructures granulars hipocampals en totes
les soques de ratolins on s’han observat. Aquesta tincié es basa en la I'oxidacié
mitjancant I'acid periodic dels grups 1,2-glicols, és a dir, els grups hidroxil units a dos
atoms de carboni adjacents, habitualment de molecules de carbohidrats (Figura 29).
Aguesta reaccié dona lloc a dos grups aldehid i al trencament dels enllacos entre els
carbonis. La condensacid del reactiu de Schiff amb els aldehids té com a resultat la
coloracié magenta caracteristica d’aquesta tincié (Myers et al., 2002).
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molécula d’hexosa (Aldana Marcos, 2001).
al., 1999) o modificacions de la tincid

D’altres tincions que provoquen un

PAS, com la tincié de Gomori de metenamina de plata (Akiyama et al., 1986; Jucker et
al., 1994). La digestio previa dels talls amb I’enzim a-amilasa permet I'observacié d’una
lleugera disminucié de la intensitat de la tincid de PAS en els granuls (Akiyama et al.,
1986).

El marcatge PAS-positiu després de la digestid amb diastasa descarta una elevada
quantitat de glicogen en aquestes estructures (Lamar et al., 1976; Mitsuno et al.,
1999). El conjunt d’aquestes tincions positives observades, pero especialment la
positivitat per a la reaccio de PAS, destaca una quantitat important de polisacarids com
a constituents dels granuls.
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D’altra banda, hi ha certa controversia respecte als resultats de la tincié de tioflavina S
en els granuls. Tot i que alguns estudis mostren positivitat per a alguns dels granuls
constituents dels clisters (Doehner et al., 2010; Jucker et al., 1992, 1994a, 1994b;
Kocherhans et al., 2010), hi ha d’altres estudis on no s’ha aconseguit reproduir aquests
resultats (Mandybur et al., 1989; Takemura et al., 1993). Es interessant el fet que en
els treballs on s’ha observat granuls positius per a la tioflavina S la tincié no s’observa
en tots els granuls del clister, sind que és només parcial. Un cas similar s’"observa amb
la tincié vermella de Congo, ja que tot i que en algun estudi s’ha observat una reaccié
positiva d’alguns dels granuls que formen els clusters (Robertson et al., 1998); hi ha un
elevat nombre d’estudis on la tincié de vermell de Congo no tenyeix els granuls PAS
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1992, 1994b; Mandybur et al., 1989; Takemura et
al., 1993). Ambdues tincions permeten detectar la presencia d’estructures amiloides
en el teixit, i per tant, la naturalesa amiloidea dels granuls PAS de I’hipocamp sembla
dubtosa.

Apart d’aquestes tincions histoquimiques, s’ha analitzat també I'activitat enzimatica de
MAO-B en els granuls dels clusters de I'hipocamp de ratolins envellits SAMP8
(Nakamura et al., 1995). Es interessant el fet que els granuls mostren una reactivitat
positiva especifica per a MAO-B, un enzim del qual se n’ha descrit la seva preséncia a la
membrana mitocondrial externa de les neurones serotoninergiques i histaminergiques
i de les cél-lules glials (Shih et al., 1999).

Els marcatges immunohistoquimics en talls histologics i seccions ultrafines han estat
ampliament utilitzats per a descriure la preséncia de molecules concretes en els
granuls PAS positius. Aixi doncs, en corcondanca amb la reactivitat PAS positiva, s’han
detectat glicoproteines i proteoglicans (Akiyama et al., 1986; Kuo et al., 1996;
Takemura et al., 1993), a més a més de proteines de matriu extracel-lular, com I’'HSPG,
les proteines d’unié a la laminina (Jucker et al., 1992, 1994; Kuo et al., 1996) o la
reelina (Knuesel et al., 2009). L’anticos KM279, generat a partir dels poliglucosans de
CoA humans, va reaccionar intensament amb els granuls de I’"hipocamp de ratolins AKR
envellits (Mitsuno et al., 1999).

La reactivitat positiva per als granuls PAS també s’ha observat amb anticossos dirigits
contra algunes proteines intracel-lulars propies de malalties neurodegeneratives. Es el
cas dels péptids o formes protofibril-lars d’AB (Doehner et al., 2010; Knuesel et al.,
2009; Oddo et al., 2003; Robertson et al., 1998, 2000; Wirak et al., 1991), la ubiquitina
(Robertson et al., 1998; Soontornniyomkij et al., 2012), I'a-sinucleina (Krass et al.,
2003), la tubulina (Corsetti et al., 2011) o la proteina tau (Kern et al., 2011; Rachubinski
et al., 2012). En algunes descripcions s’ha pogut apreciar una distribucié diferenciada
en els mateixos granuls dels epitops marcats pels anticossos. Per exemple, I'HSPG
s’uneix a la periféria dels granuls, mentre que els anticossos dirigits contra la proteina
d’unié a la laminina s"emmarquen en una situacié principalment central (Kuo et al.,
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1996). Malgrat que en general s’accepta que els granuls sén intracel-lulars, no només
per la deteccidé dels components d’aquest origen, sind també pels estudis
ultrastructurals, hi ha alguns articles que assenyalen aquests diposits com a
extracel-lulars, especialment en els clusters corresponents al cerebel (Doehner et al.,
2010; Kern et al., 2011; Knuesel et al., 2009; Mitsuno et al., 1999; Ye et al., 2004). Els
resultats referents a la composicid a partir d’aquests marcatges immunohistoquimics
ha afavorit la comparacié d’aquestes lesions a les observades en neuropatologies
humanes, per exemple, plaques senils, o lesions de tauopaties. Tot i aixi, hi ha diverses
interpretacions sobre la possible significancia fisiopatologica dels granuls a partir de la
seva composicid, com s’exposa a I'apartat 4.10.

Tot i que la composicid proteica dels granuls s'ha estudiat amb forca profunditat, hi ha
diverses contradiccions entre els resultats dels estudis immunohistoquimics. Es el cas
de Wirak et al. (1991), que van descriure la preséncia de diposits d’AB a I’hipocamp de
ratolins transgeénics que expressaven AB humana a partir de la immunotincié amb
anticossos anti-AB, tot i que posteriorment, Jucker et al. (1992) van mostrar que
aquests diposits corresponien molt probablement als granuls PAS positius presents
també en els ratolins envellits C57BL/6, soca del rerefons genétic dels animals
transgenics AB. La preadsorcié dels anticossos policlonals dirigits contra AR amb els
péptids sintétics corresponents va confirmar la inespecificitat dels marcatges
immunohistoquimics amb aquests anticossos policlonals. Com a resultat d’aquestes
inespecificitats, els granuls PAS s’anomenen també cossos de Wirak. Aquestes
observacions sobre els falsos marcatges es van repetir també en d’altres anticossos
policlonals que detectaven somatostatina i neurotensina (Jucker et al., 1992). Cal
destacar que la purificacié per afinitat de I’anticos dirigit contra la proteina d’unid a
laminina, utilitzat préviament per al marcatge dels granuls, va disminuir el marcatge
observat en els granuls d’aquests animals (Jucker et al., 1992). La inespecificitat del
marcatge dels anticossos va ser confirmada més endavant quan es va observar la tincié
dels granuls PAS amb diversos antiserums i amb sérum preimmune de conill
(Takemura et al., 1993), tot i que en aquest ultim cas Knuesel et al. (2009) no van
observar reactivitat dels granuls PAS.

Malgrat la deteccié d’aquestes inespecificitats, hi ha algun estudi realitzat en ratolins
ApoE-deficients on s’ha descrit la deteccié immunohistoquimica especifica de peptids
AB amb anticossos dirigits contra els residus 17-24 i 35-43, comprovada amb la
preadsorcié dels péptids corresponents i amb controls positius de seccions de cervell
de malalts d’AD, tot i que no es va observar reactivitat per als anticossos dirigits contra
els aminoacids 1-16 (Robertson et al., 1998). També en el treball de Doehner et al.
(2010) es va determinar I'especificitat del marcatge de la reelina en els granuls PAS
d’algunes soques de ratolins a partir de la immunotincid de mostres dels ratolins reeler
orleans. Els resultats per a aquests animals transgénics van ser negatius.
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4.5. Ultrastructura

L'estudi de l'ultrastructura dels granuls PAS a través de microscopia electronica de
transmissid ha facilitat la comprensié de I'estructura fina dels granuls i ha permeés
aprofundir en la seva composicid.Els granuls PAS estan constituits d’'una estructura
central fibril-lar envoltada per una regié translucida o halo. Aquesta regio és delimitada
per membranes plasmatiques discontinues, que suggereixen un origen intracel-lular
dels granuls. El centre del granuls té forma arrodonida o ovoide i contorns rugosos, i
les estructures que el formen estan agregades de forma desordenada. La seva
aparenca és membranosa, i no és similar a cap organul cel-lular. Els filaments que
formen els granuls poden estar ocasionalment ramificats, i tenen un diametre d’entre
5i 8 nm, perd una llargada indeterminada (Robertson et al., 2000). A la regié de I'halo
es poden identificar alguns organuls en procés de degeneracié. En ocasions, la
membrana discontinua que envolta els granuls presenta contactes especials amb les
estructures col-lindants, semblants a una unié estreta (Kuo et al., 1996; Robertson et
al., 1998; Mitsuno et al., 1999; Doehner et al., 2010).

La localitzacié prominent dels granuls a I'hipocamp dels animals envellits ha facilitat la
seva identificacio en els estudis de microscopia electronica, pero la particularitat de la
seva estructura fa dificil la comprensid del procés de formacidé a nivell ultrastructural
aixi com la identificacid de I'origen cel-lular, tal i com s’explica en el proper apartat.

4.6. Origen cel-lular

Una de les controvérsies més importants pel que fa als granuls PAS positius és el seu
origen cel-lular, ja sigui neuronal o astrocitic. Cal assenyalar que I'estat de degeneracio
del citoplasma que envolta els granuls ha dificultat forca la identificacié de les cél-lules
que contenen aquestes estructures (Kuo et al., 1996; Mitsuno et al., 1999). Nakamura
et al. (1995) proposa la possibilitat que la degeneracié observada sigui el resultat de
I’elevada activitat enzimatica de MAO-B observada en els clusters, ja que d’aquesta
activitat se’n deriven metabolits toxics que poden afavorir una degeneracio cel-lular.

L’origen neuronal dels granuls PAS s’ha hipotetitzat en base a I'observacié de possibles
vesicules i contactes sinaptics amb la membrana plasmatica dels granuls (Mitsuno et
al., 1999), aixi com la localitzacié dels granuls en terminals presinaptics o postsinaptics
anomals (Irino et al., 1994), o la seva presencia i connectivitat en processos neuronals
identificats com a dendrites (Wirak et al., 1991; Doehner et al., 2012). Es interessant la
relacié significativa observada entre el nombre de clusters de reelina i les varicositats
axonals de neurones colinergiques hipocampals, fet que suggereix una relacio
especifica amb les neurones colinérgiques (Madhusudan et al., 2009). La presencia dels
clusters formats per granuls sembla produir una perdua de neurones del cortex basal
de tipus gabaeérgic i colinergic (Madhusudan et al., 2009). També en els animals amb
una disfuncié prenatal immunitaria, que presenten una elevada quantitat de granuls,
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s’ha observat una associacié entre els granuls marcats amb anti-reelina i la MBP,
observant reactivitat en el compartiment intraaxonal (Doehner et al., 2012). A més a
més, la descripcié d’alguns components d’origen neuronal com a constituents dels
granuls, tals com els péptids B-amiloide (Robertson et al., 1998; Knuesel et al., 2009),
la proteina tau (Kern et al., 2011; Rachubinski et al., 2012), el receptor 2 de I'ApoE, la
proteina Dabl o Fe65, o la reelina (Knuesel et al., 2009), assenyalen I'origen neuronal,
o si més no, la participacid d’aquestes cel-lules en la formacié de les estructures
granulars. En alguns treballs, els granuls s’han interpretat com a neurites distrofiques
(Corsetti et al., 2011) o com a autofagosomes presents en neurones (Soontornniyomkij
et al., 2012) principalment a causa dels components identificats en els marcatges
immunohistoquimics.

Tot i aixi, és evident I'estreta relacié entre els granuls i els astrocits observada de
forma transversal. En estudis de microscopia electronica s’ha observat la preseéncia de
granuls en cossos cel-lulars i especialment en processos d’astrocits protoplasmatics
expandits, i amb un contingut citoplasmatic forca diluit (Robertson et al., 1998). A més
a més s’han observat alguns gliofilaments a la periféeria de granuls, aixi com processos
astrocitics al seu voltant. També s’ha detectat la preséncia d’aquestes estructures en el
citoplasma i el soma de les céel-lules glials, o en estreta associacié amb la microglia i els
astrocits (Doehner et al., 2012). Els granuls s’han associat amb processos d’astrocits
GFAP-positius en treballs realitzats amb microscopi optic i confocal, on s’ha pogut
guantificar una associacio entre els clusters i els elements glials d’entre un 60 i un 80%
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a, 1994b; Knuesel et al., 2009; Madhusudan et
al., 2009; Nakamura et al., 1995), i en ocasions s’ha pogut associar directament un
astrocit GFAP-positiu amb un cluster, fins i tot amb una situacié astrocitica del nucli
central respecte el cluster de granuls PAS (Jucker et al., 1994a; Nakamura et al., 1995).
L’activitat enzimatica especifica de MAO-B observada en els granuls s’ha observat
també en astrocits hipocampals independentment de la seva associacid a clisters
(Nakamura et al., 1995). La preséencia dels granuls en cél-lules perivasculars (Lamar et
al., 1976; Mandybur et al., 1989), aixi com |'estreta associacié d’alguns clusters amb els
capil-lars sanguinis (Ye et al., 2004) ha facilitat I'associacié d’aquestes estructures amb
els peus d’astrocits que envolten els capil-lars cerebrals, observades també en
preparacions ultrastructurals (Doehner et al., 2010; Robertson et al., 1998). S’ha
proposat, doncs, que la relacié entre els granuls i els astrocits podria ser un producte
neuronal fagocitat pels astrocits (Kuo et al., 1996; Madhusudan et al., 2009) o bé una
estructura produida per aquestes mateixes cel-lules (Kuo et al., 1996). Recentment,
s’ha proposat que la formacid dels granuls de I’hipocamp seria el resultat d’una
estrategia protectiva enfront de la disfuncionalitat del sistema de degradacio
proteosomal-lisosomal de les neurones, incapag de fer front a la digestio dels granuls.
L'acumulacio de proteines malmeses o malplegades formaria cossos d’extrusié que
serien posteriorment fagocitats per la glia (Doehner et al., 2012).
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4.7. Alteracions funcionals associades

L'abundant nombre de granuls PAS descrit a I’hipocamp de ratolins d’edats avancades,
aixi com l'alteracid observada a I'entorn proper d’aquests granuls en els estudis
ultrastructurals, sén factors que s’han postulat com a possibles causants d’algunes
disfuncionalitats propies de I'envelliment. Donat que I’hipocamp té un paper essencial
en la memoria, una de les alteracions més estudiades en aquests ratolins a través de
diversos tests (apartat 3.3.1) és la seva disfuncid.

En una avaluacié de la memoria mitjancant el laberint de Morris a ratolins C57BL/6 de
24 mesos d’edat no es va trobar una relacid significativa entre el nombre de clusters
de I'hipocamp i els resultats d’aquest test (Jucker et al., 1994a).

El test del laberint de bragos és un altre test realitzat en diferents grups d’edat de
ratolins C57BL/6 (Knuesel et al., 2009). En aquest estudi és van voler avaluar els
efectes deleteris de I'envelliment en I'expressié de la reelina i la seva relacié amb la
memoria. La preséncia de reelina es va expressar amb una ratio entre el nombre de
cel-lules positives per a la tincié de reelina i el nombre de clusters de reelina. La
correlacié entre aquesta ratio i els resultats observats en el test del laberint radial en
els grups de 4-5 mesos aixi com en el grup de ratolins envellits de 20-23 mesos va
suggerir una disfuncié de memoria relacionada amb els canvis observats en la reelina,
entre ells 'augment dels clusters de I’hipocamp.

Els deficits de la memoria d’episodis recents, una altra caracteristica de I’envelliment, i
la preséncia de clusters de granuls s’han estudiat a través del test de reconeixement
d’objectes (Soontornniyomkij et al., 2012). Els resultats van mostrar una relacio
significativa inversa entre el temps de discriminacié dels objectes i la presencia de
clusters tenyits amb LC3 o p62, ambdues proteines relacionades amb processos
d’autofagia. Malgrat aixd, no es va observar aquesta correlacio amb els marcatges
immunohistoquimics dels clusters MAP2 o ubiquitina.

Donat que els granuls PAS es desenvolupen també en el cerebel, regié associada a
I'activitat motora, s’ha avaluat la relacié entre la seva preséncia a les soques de
ratolins SAMPS8, SAMR1 i C57BL/6 als 6, 9 i 15 mesos i I'activitat memoristica i motora
als 3, 7 i 13 mesos d’edat. No s’han pogut trobar relacions significatives entre la
preséncia de granuls i les activitats avaluades amb el test del camp obert, la corda
fluixa i el test de Morris (Ingram et al., 1994).

4.8. Heretabilitat

Per tal d’analitzar I’heretabilitat dels granuls en els ratolins s’han realitzat estudis de
creuaments entre soques que no desenvolupen aquestes estructures, com les soques
DBA, C3H i BALB/C, i la soca C57BL/6, que desenvolupa granuls PAS a I’hipocamp
(Jucker et al., 1994a, 1994b). ’analisi de la presencia de granuls PAS hipocampals a la
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generacié F1 de les soques hibrides B6D2, B6C3 i CB6, que corresponen
respectivament a les soques DBA, C3H i BALB/C, revelen una aparent heretabilitat
dominant de la preséncia d’aquests diposits (Jucker et al., 1994a, 1994b).

L’heréncia del desenvolupament dels clisters es va analitzar amb més profunditat a
partir de I'estudi dels possibles locus genetics que podien transmetre aquest caracter
fenotipic. Per aix0, es van quantificar els clusters de I’hipocamp a la generacid F2 del
creuament entre les soques C57BL/6 i DBA/2J i es van analitzar els locus genétics
d’aquesta generacié (Krass et al., 2003). Els resultats van determinar la influéncia
significativa de locus situats de forma molt propera al marcador D7Mit91, a la regio
proximal del cromosoma 7, i amb menor puntuacié uns altres locus situat al
cromosoma 10, propers als marcadors D10Mit15 i D10Mit10 (Krass et al., 2003). En els
tres locus, I'al-lel B tenia un efecte dominant que conferia una major densitat de
lesions. Malgrat que s’han pogut determinar els locus que participen en I'heretabilitat
dels granuls, no s’han arribat a especificar els gens que intervenen directament en
aquest procés. Les especulacions que s’han fet sobre possibles gens situats en aquests
locus parteixen principalment dels resultats dels estudis dels marcatges
immunohistoquimics que, d’altra banda, resulten contradictoris.

4.9. Efecte de manipulacions i tractaments

Les manipulacions dietétiques son un dels tipus de tractaments més estudiats.
L'administracié ad libitum d’una dieta normal, greixosa, i una dieta greixosa
suplementada amb antioxidants durant 3 mesos en un grup de ratolins ApoE-deficients
de 12 mesos d’edat va mostrar una reduccid interessant de la quantitat de clusters de
I’hipocamp en els ratolins que van rebre una dieta greixosa suplementada amb
antioxidants (Veurink et al., 2003). En el grup de la dieta greixosa amb antioxidants es
va reduir de forma significativa i fins a deu vegades la presencia de clusters de granuls
PAS respecte la dieta normal. D’altra banda, no es van observar diferéncies en els
ratolins ApoE-deficients entre el grup alimentat amb una dieta normal i una dieta
greixosa. Segons els autors d’aquest estudi, els resultats mostren la implicacié de
mecanismes oxidatius no només en la formacié, pero possiblement també en el procés
de manteniment d’aquestes inclusions en el parénquima cerebral. A més a més,
aquests estudis suggereixen la importancia dels lipids oxidats en la formacié dels
clusters de granuls PAS. En qualsevol cas, aquests resultats donen suport a una
contribucié important de I'estrés oxidatiu en la neuropatologia observada en aquesta
soca.

Els efectes de la dieta greixosa sobre els clusters de I’'hipocamp van ser diferents en un
altre treball en el qual es va administrar aquesta dieta durant 15 setmanes a ratolins
BXD de 12 mesos d’edat, que representen la primera generacié d’un creuament de la
soca C57BL/6 amb la soca DBA/2 (Krass et al., 2003). El grup administrat amb la dieta
greixosa va mostrar una elevacié de la ratio de colesterol LDL/VLDL i una disminucié de
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I’HDL, triglicerids i acids grassos lliures significatives respecte el grup administrat amb
dieta normal (Colinayo et al., 2003; Krass et al., 2003). D’aquestes variables, només els
nivells plasmatics d’HDL es van correlacionar positivament en ambdds grups amb el
nombre de clusters de granuls PAS de I'hipocamp (Krass et al., 2003).

D’altres tractaments han mostrat canvis també en el nombre de clusters de
I’hipocamp. Per exemple, la substitucié de la medul-la 0ssia en ratolins ApoE-deficients
va mostrar una disminucio significativa del nombre de clusters presents a I’hipocamp
d’aquests ratolins en comparacié als ratolins no tractats (Robertson et al., 2000). A
més a més, la induccié d’una neuroinflamacioé cronica (Meyer et al., 2006) va provocar
un augment significatiu del nombre d’aquestes estructures respecte el grup control
(Doehner et al., 2012; Knuesel et al., 2009). Finalment, la implantacié de cél-lules mare
neurals en ratolins trisomics Ts65Dn va mostrar un descens significatiu de la preséncia
de clusters a I'area CA1 de I’hipocamp d’ambdéds genotips (Kern et al., 2011).

4.10. Significacio fisiopatologica

Malgrat que s’ha realitzat un ampli estudi dels granuls PAS i el seu desenvolupament
en la formacid hipocampal dels ratolins de diverses soques, les diferents
interpretacions sobre el significat fisiopatologic d’aquestes estructures sén quasi tan
nombroses com els treballs que les estudien.

Aixi doncs, hi ha nombrosos treballs que assenyalen la seva similitud amb els CoA,
estructures presents en el cervell huma i associades a I'envelliment, que a més a més
es tenyeixen positivament per a la tincid PAS i poden ser presents en astrocits i en
neurones (apartat 4.6). Tot i que aquestes i d’altres caracteristiques dels CoA
suggereixen una possible similitud amb els granuls PAS (Mitsuno et al., 1999), hi ha
també diferéncies importants que ressalten la disparitat d’ambdues estructures
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994a, 1994b; Robertson et al., 2000), com per
exemple, la resposta dels granuls PAS a la digesti6 amb diastasa, les reaccions a
diverses tincions histoquimiques, la relacié ocasional amb els vasos sanguinis i la
focalitzacié important dels granuls PAS a I’hipocamp, divergents de les caracteristiques
dels CoA (Cavanagh et al., 1999; Robertson et al., 1998).

En multiples ocasions els granuls s’han interpretat com a plaques senils o diposits no
fibril-lars de péptids AB a causa de la seva tincid positiva per a vermell de Congo,
tioflavina S o el marcatge amb anticossos monoclonals dirigits contra fragments del
péptid AB (Doehner et al., 2010; Robertson et al., 2000; Wirak et al., 1991). Tal com
s’'indicava amb anterioritat, pero, hi ha diversos estudis que no han estat capagos de
reproduir els resultats o que han trobat inespecificitats en els marcatges
immunohistoquimics (Jucker et al., 1992; Kern et al., 2011; Krass et al., 2003). Malgrat
I’evident aparenca fibril-lar de l'ultrastructura dels granuls PAS, s’ha indicat també que
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hi ha diferencies respecte |'organitzacié de [I'estructura amiloide observada
habitualment en plaques senils (Jucker et al., 1994a).

D’altra banda, la reactivitat dels granuls PAS amb marcatges immunohistoquimics
realitzats amb anticossos dirigits contra filaments intracel-lulars i la proteina tau ha
afavorit la interpretacid dels granuls PAS com a lesions propies de les tauopaties (Krass
etal., 2003; Kern et al., 2011).

En una linia diferent a I'observada en la resta de treballs, Soontornniyomkij et al.
(2012), a partir dels marcatges immunohistoquimics realitzats amb diversos marcadors
d’autofagia com la ubiquitina, la LC3 i la p62, va concloure que les estructures
hipocampals observades en els ratolins ICR-CD1 envellits corresponen a
autofagosomes formats com a conseqiiencia d’una ineficiencia en I'aclariment de les
acumulacions proteiques i I'alteracié de la proteostasi associada a I'augment de I'edat.

Finalment, cal destacar que Knuesel et al. (2009) van identificar els granuls PAS en
marcatges immunohistoquimics amb un anticos dirigit contra la reelina. El declivi de
I'expressié d’aquesta glicoproteina en un subgrup de neurones es va associar a un
procés paral-lel al desenvolupament dels granuls hipocampals marcats amb anticossos
anti-reelina. Aixi doncs, com a resultat de diversos estudis (Knuesel et al., 2009;
Madhuhusan et al., 2009; Doehner et al., 2010; Kocherhans et al., 2010) s’ha postulat
la hipotesi que els granuls PAS poden ser cossos d’extrusio resultants de I'acumulacié
anomala de proteines en neurones, com a resultat de la fallada dels sistemes
d’eliminacié del proteasoma i I'autofagosoma. L'observacid ultrastructural dels granuls
evidencia una elevada quantitat de debris cel-lulars, vacuoles, neurofilaments
dispersos i mitocondris desintegrats entre d’altres estructures de dificultosa
identificacio (Doehner et al., 2012). Aquestes cossos serien fagocitats posteriorment
per cél-lules glials, ja sigui microglia o astrocits, per tal d’afavorir la seva eliminacid i
evitar una neurodegeneracié progressiva com a resultat de 'acumulacié de proteines a
nivell intracel-lular. Segons els autors, aquest fenomen seria una estratégia protectiva
de les neurones enfront de I'acumulacié intracel-lular de proteines associada a
'augment de l'edat, que podria ser agreujada per la prolongada exposicié a
moduladors inflamatoris i la disfuncié de I’homeostasi lipidica i del colesterol
associades a I'envelliment (Doehner et al., 2012).

La varietat de les possibles hipotesis exposades en aquest apartat sobre la significanca
fisiopatologica dels granuls PAS desenvolupats a I'hipocamp dels ratolins envellits
evidencien la necessitat d’aprofundir en I'estudi d’aquestes estructures per a dilucidar
el seu paper en I'envelliment del cervell i les malalties neurodegeneratives.
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5. ANTECEDENTS:

Els ratolins SAMP8 sén un model ben establert de senescéncia, i el seu Us per a I'estudi
de I'AD s’ha estés a causa de la manifestacid espontania dels trets histopatologics
distintius d’aquesta malaltia. Aixi doncs, les alteracions en I'expressié dels péptids
d’AB, la hiperfosforilacié de tau, 'augment de |'estrés oxidatiu i la gliosi el fan un
model atractiu per a I'estudi dels primers estadis de I’AD esporadica i la seva relacié
amb Ienvelliment (Pallas et al., 2008). Es per aixd que els ratolins SAMP8 s’estan
utilitzant per a caracteritzar les conseqtiéncies fisiologiques i comportamentals de I’AD
i per a investigacions basiques i terapeutiques d’aquesta malaltia (Cheng et al., 2014).
Tot i aixi, la cronologia d’aparicio de les caracteristiques fisiopatologiques dels ratolins
SAMPS8 no s’ha establert formalment (Pallas et al., 2008), i hi ha certes controveérsies
en alguns estudis realitzats en aquests ratolins, que qliestionen ['utilitat d’aquest
rosegador com a model d’estres oxidatiu i d’inflamacié (Schiborr et al., 2013).

En estudis recents del nostre grup es va identificar la preséncia de granuls amiloides
agrupats en forma clusters a I'hipocamp ratolins SAMP8 mitjancant marcatges
immunohistoquimics amb anticossos dirigits contra I’ABso, I'’AB4, i ’ABPP (Del Valle et
al., 2010). Aquests clusters amiloides s’inicien a la zona CA1 de I’hipocamp al voltant
dels tres mesos d’edat, i augmenten progressivament en nombre i extensié (apartat
3.4.12). La cronologia d’aparicié i la morfologia dels clusters d’agregats exposades en
aquest treball sén molt similars a les descrites anteriorment per als granuls PAS,
presents en aquesta mateixa soca (Akiyama et al., 1986; Kuo et al., 1996). Tot i aixi, no
s’ha estudiat la coincidencia o associacié entre ambdues estructures.

Els granuls PAS estan constituits per una elevada proporcié de macromoléecules de
carbohidrats, glicoproteines i proteoglicans, com indica la seva reaccid positiva per a la
tincid PAS (Spicer i Schulte, 1992). Entre elles, s’ha detectat la preséncia d’HSPG a
través d'immunomarcatges de seccions ultrafines (Jucker et al., 1992). A més a més,
els granuls PAS s’han descrit també en d’altres soques de ratolins (Jucker et al., 1994a,
1994b; Knuesel et al., 2009); pero hi ha certa controvérsia sobre el paper fisiopatologic
d’aquestes estructures i la preséncia d’alguns components, entre ells els péptids d’AB
(Jucker et al., 1992).

D’altra banda, les lesions cerebrals de les malalties neurodegeneratives contenen un
elevat nombre de components secundaris (Armstrong et al., 2008), i de fet s’ha
detectat I'HSPG en les plaques senils de malalts d’AD (Eikelenboom et al., 1994). De la
mateixa manera, pero, tant 'HSPG com I'AB son també components secundaris de
lesions cerebrals com els NFT (Yamaguchi et al., 1991), i els peptids d’AB s’han detectat
ocasionalment a les plaques constituides per Prp (Freixes et al., 2004). La identificacio
de la proteina patoldgica principal d’'una lesié és dificultosa quan hi ha d’altres
constituents presents, com ara productes cel-lulars derivats i compostos adquirits
posteriorment a partir de la unié d’altres proteines (Armstrong, 2012). També cal tenir
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en compte que la composicié quimica d’una lesié pot variar en funcié de l'edat, i en
ocasions l'activitat de la proteina principal podria disminuir o patir alteracions
substancials (Armstrong et al., 2008). Sembla adequat, doncs, ampliar I'estudi de la
preséncia d’altres components dels clusters d’agregats amiloides de I’hipocamp dels
ratolins SAMPS8 per tal d’identificar-ne la composicio.

Finalment, cal assenyalar el desconeixement dels mecanismes fisiopatologics que
intervenen en la formacié dels clusters d’agregats dels ratolins SAMPS8. Tot i que s’han
suggerit entre les possibles causes de la formacié dels agregats el trencament de
I’ABPP per la via amiloidogenica, I'estrés oxidatiu o la inflamacid, es requereixen més
estudis per clarificar els possibles mecanismes que originen els agregats presents a
I’hipocamp del ratoli SAMPS8 (Cheng et al., 2014).
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[I. OBJECTIUS






L'objectiu principal d’aquesta tesi és estudiar la composicid, lorigen i el
desenvolupament dels granuls que apareixen amb I'edat a I'hipocamp dels ratolins
amb senescéncia accelerada SAMP8. En aquest estudi es pretén aprofundir en el
coneixement de la neuropatologia d’aquests ratolins amb la finalitat d’aportar nova
informacid per al seu Us com a model muri de la malaltia d’Alzheimer.

Els objectius concrets que se’n deriven sdn els seglients:

1. Estudiar la composicié dels granuls de I'hipocamp dels ratolins SAMPS8 i
determinar quin és el component principal.

2. Descriure l'ordre d’aparicio dels components descrits en els granuls de
I’hipocamp dels ratolins SAMP8.

3. Determinar les similituds i la possible coincidencia entre els granuls detectats
amb anticossos dirigits contra els péptids d’AB dels ratolins SAMP8 i els granuls
PAS presents a I’hipocamp de ratolins envellits de diverses soques.

4. Estudiar la morfologia i la ultrastructura dels granuls presents a I’hipocamp dels
ratolins SAMPS.

5. Determinar la localitzacié extracel-lular o intracel-lular dels granuls de
I’hipocamp dels ratolins SAMPS8 i, en aquest ultim cas, el tipus cel-lular i el
compartiment cel-lular on es situen.

6. Estudiar els diversos estadis del procés de formacié dels granuls a I’hipocamp
de la soca de ratolins SAMPS8.

7. Establir analogies entre els granuls de I’hipocamp dels ratolins SAMPS8 i les
lesions cerebrals presents a les malalties neurodegeneratives humanes.

95



96



[II. RESULTATS






1. ARTICLE 1

CHARACTERIZATION OF AMYLOID-3 GRANULES IN THE
HIPPOCAMPUS OF SAMP8 MICE

Gemma Manich, Clara Mercader, Jaume del Valle, Joaquim Duran-Vilaregut,

Antoni Camins, Merce Pallas, Jordi Vilaplana i Carme Pelegri

Journal of Alzheimer’s Disease 2011; 25: 535-546

99




100



RESUM

Objectius: En aquest treball es pretén determinar si els granuls amiloides presents a
I’hipocamp dels ratolins SAMP8 contenen d’altres proteines caracteristiques dels
agregats neuropatologics, com la proteina tau, la MAP2 o I'o-sinucleina. A més a més,
es vol coneéixer si aquests agregats corresponen als granuls PAS, positius per a 'HSPG,
ja descrits anteriorment en aquest model animal.

Material i métodes: Es van utilitzar ratolins SAMP8 mascles de 3, 6 i 12 mesos d’edat.
Els animals es van anestesiar, es van perfondre amb sérum fisiologic i es va procedir a
I’extraccio del seu encefal, que es va congelar en isopenta i es va guardar a -80 2C. Es
van realitzar seccions criostatiques de la zona central de I'hipocamp i es van aplicar
técniques immunohistoquimiques, emprant anticossos primaris dirigits contra AP, tau,
syndecan-2 i perlecan -ambdds diferents tipus d’HSPG-, MAP-2, laminina, GFAP, AKT-1,
o-sinucleina i NeuN (neuronal nuclei protein). Les mostres es van analitzar per
microscopia de fluorescencia i confocal.

Resultats: Els granuls amiloides de I'hipocamp dels ratolins SAMP8 corresponen a les
estructures Periodic Acid Schiff positives per a HSPG, com es pot veure per la
coincidéncia de marcatge amb anticossos anti-AB i anti-syndecan-2, un tipus de
glicoproteina d’HSPG implicada en la remodelacié de les espines dendritiques (Figura
30).

També es va trobar positivitat en els granuls respecte als marcatges de proteina tau i
MAP2, indicant la seva preseéncia en aquestes estructures (Figura 31), perd no en quant
a I'o-sinucleina ni la laminina. El marcatge amb NeuN, proteina del nucli neuronal que
es localitza al nucli i soma, va resultar positiu en els granuls. Els granuls es mostraven
ocasionalment envoltats per les digitacions d’astrocits, perd no tots els clusters de
granuls estaven associats a aquestes cel-lules.
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Figura 30. Preséncia de marcatge de B-amiloide i d’heparan-sulfat proteoglica en els granuls
hipocampals d’un ratoli SAMP8 de 6 mesos d’edat. Marcatge amb 4G8, anticos anti-B-amiloide,
en verd, marcatge amb anticossos anti-syndecan-2 en vermell, i tinci6 de nuclis cel-lulars amb
Hoechst en blau. La colocalitzacié del verd i el vermell dona lloc al groc. Les fletxes indiquen
clasters de granuls. Els caps de fletxa indiquen vasos sanguinis. Barra d’escala: 50 um. Pyr: capa
piramidal

Figura 31. Preséncia de marcatge de tau i MAP2 en els granuls hipocampals d’un ratoli
SAMP8 de 6 mesos d’edat. Marcatge amb 'anticos anti-tau en verd, marcatge amb 'anticos anti-
MAP2 en vermell i tincié de nuclis cel-lulars amb Hoechst en blau. La colocalitzaci6 del verd i el

vermell dona lloc al groc. Les fletxes indiquen els cldsters de granuls. Barra d’escala: 50 um. Pyr:
capa piramidal.
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Conclusions: La preséncia de tau, MAP2 i NeuN als granuls suggereix un origen
neuronal. La proteina tau és el component majoritari i que apareix en primer lloc. A
més a més, la presencia de syndecan-2, indica que aquestes estructures corresponen
als granuls tenyits amb PAS, descrits previament en els ratolins SAMPS8. Donat que els
components identificats estan presents en els agregats d’algunes malalties
neurodegeneratives, el model SAMP8 sembla apropiat per estudiar els processos
fisiopatologics involucrats en aquestes malalties.
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Abstract. The senescence accelerated mouse-prone 8 (SAMPS) strain of mice is an experimental model of accelerated senescence
that has also been proposed as a model of Alzheimer’s disease as it shares several features with this dementia. We have recently
reported amyloid- (A) granules in the hippocampus of SAMP8 mice, which contain AB4, and AB4y peptides and other
amyloid-{ protein precursor fragments. These granules appear clustered mainly in the stratum radiatum of the CA1 region and
increase in number and size with age. Here we performed several studies to examine whether the A granules in the hippocampus
of SAMP8 mice contain other proteins characteristic of neuropathological aggregates, such as tau, MAP2, and a-synuclein.
Moreover, we examined whether the Af granules in the hippocampus correspond to heparan sulphate proteoglycan (HSPG)
positive granules previously described in this animal model. The results showed that A granules correspond to the HSPG
granular structures, being syndecan-2, a protein involved in the remodeling of dendritic spines, the type of HSPG found. Tau
and MAP2, but not a-synuclein depositions, were also found in Af3 aggregates. Granules do not appear to have an astrocytic
origin, since although some A clusters are associated with astrocyte processes, most clusters are not. On the other hand, the
presence of tau, MAP2, and NeuN in A3 granules suggests a neuronal origin. As the components identified in Af3 granules are
characteristic of the aggregates present in some neurodegenerative diseases, the SAMP8 model seems to be appropriate for the
study of the processes involved in these pathologies.

Keywords: Alzheimer’s disease, amyloid-@, hippocampus, HSPG, MAP2, SAMPS, syndecan, tau

INTRODUCTION

The senescence accelerated mouse prone 8
(SAMPR) is a strain of mice with a characteristic accel-
erated aging process and reduced lifespan. At few
months of age, SAMP8 mice share similar character-
istics with aged humans, such as lordosis, hair loss,
and reduced physical activity [1, 2]. It has recently
been proposed as a neurodegeneration model [3] due
to impairments in learning tasks, as well as altered
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emotions and abnormality of the circadian rhythm [4],
spongy degeneration [5], neuronal cell loss [6], and
gliosis [7] in the brain. Notably, SAMPS also show
other characteristics seen in Alzheimer’s disease (AD)
patients, such as learning and memory deficits [7,
8], brain microvessel defects [9], blood-brain barrier
dysfunction [10, 11], alteration of the cholinergic sys-
tem [12], and other neurotransmitter changes [13—15].
Treatment of SAMP8 mice with antisense oligonu-
cleotides directed to the amyloid-3 (Ap) region of
amyloid-3 protein precursor (ABPP) decrease the
expression of ABPP and reverses the deficits in learn-
ing and memory that appear in aged SAMP8 mice
[16]. This reversion can be mediated by decreas-
ing the free radical-mediated oxidative stress [17].
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Deficits in learning and memory can also be reduced by
immunotherapy with antibodies to A protein [18, 19],
and it has been demonstrated that this therapy induce
acetylcholine increases in the hippocampus of aged
SAMPS [20]. Given such characteristics, it is perhaps
not surprising that SAMPS have also been proposed as
an animal model of AD [21, 22].

In a recent study, we reported that SAMPS8 animals
show A3 depositions in the hippocampus that increase
in number and extent with age, while ICR-CD1 mice
only showed an increase of these depositions from 12
months of age onwards [23]. The AP deposits are com-
posed of clustered granules that contain AB42, AB4o,
and other A3 protein precursor fragments. A3 deposi-
tion observed in the hippocampus of SAMPS8 animals
emulates granular structures previously described in
this strain, which stain with periodic acid Schiff (PAS)
[24]. PAS staining is mainly used to label struc-
tures containing a high proportion of carbohydrate
macromolecules such as glycogen, glycoprotein and
proteoglycans. The PAS granular structures (PGS)
present in SAMP8 mice show this positive staining
due to the presence of heparan sulfate proteoglycan
(HSPG), because these granules can be immunostained
with antibodies against HSPG [25]. Temporal and spa-
tial evolution of AR granules and PGS are similar. Both
appear at early ages, around 3 months, and increase
with age. Their distribution in clusters and their local-
ization, mainly in the stratum radiatum of CAl, are
also coincident. Either A granules or PGS can also
be found in healthy control animals, but at older ages.

HSPG and AP proteins are characteristic con-
stituents of various abnormal protein aggregates
present in neurodegenerative diseases, e.g., senile
plaques and neurofibrillary tangles in AD. The pres-
ence of proteins or peptides that can organize in fibrillar
structures and form insoluble aggregates, like AR, is a
distinctive feature of most non-infectious neurodegen-
erative diseases [26]. The main constituents of these
aggregates are A3 peptide, tau, or synuclein proteins,
although these components can coexist in these struc-
tures, and the aggregate composition is complex due to
the secondary addition of other proteins or molecules
[27].

Tau protein is a microtubule associated pro-
tein (MAP). While normal tau promotes assembly
and stabilizes microtubules, abnormally hyperphos-
phorylated tau sequesters normal tau, MAP1 and
MAP2, and disrupts microtubules. The abnormal
hyperphosphorylation of tau promotes its misfolding,
decrease in turnover and self-assembly into tangles
of paired helical, and/or straight filaments. Disrup-

tion of microtubules by the non-fibrillized abnormally
hyperphosphorylated tau, as well as its aggregation
as neurofibrillary tangles, probably impairs axoplas-
mic flow and leads to slow progressive retrograde
degeneration and loss of connectivity of the affected
neurons. The abnormal hyperphosphorylation of tau is
seen as neurofibrillary tangles in neuropil threads and
dystrophic neurites and is apparently required for the
clinical expression of AD. In related tauopathies this
abnormal hyperphosphorylation leads to dementia in
the absence of amyloid plaques [28].

Alpha-synuclein is predominantly a neuronal pro-
tein, but it is also found in glial cells. In neurons,
a-synuclein localizes mainly in the presynaptic termi-
nals, significantly interacts with tubulin [29] and may
act as a potential microtubule-associated protein like
tau [30]. There is growing evidence that a-synuclein
is involved in the functioning of the neuronal Golgi
apparatus and vesicle trafficking [31]. In pathological
conditions a-synuclein can aggregate to form insol-
uble fibrils, which are the main component of the
Lewy bodies seen in brains from patients with Parkin-
son’s disease and dementia patients. Tubulin, MAPS
and neurofibrillary proteins can also contribute to the
formation of these structures. On the other hand, o-
synuclein is also the main component of the glial
cytoplasmatic inclusions, which can also contain tau
and MAP2 as accompanying proteins, among others
[32].

The origin and functional significance of PGS in
SAMPS animals remains unclear and, although some
degenerative process is suggested by the ultrastruc-
tural characteristics, neither the mechanism of this
degenerative process nor the cellular compartment
where it occurs are known yet. At light-microscopic
level, a close anatomical relationship between gran-
ules and astrocytes has been established [33]. However,
the fibrillar material may be a byproduct of neuronal
phagocytosis by astrocytes. Although neuronal phago-
cytosis is primarily undertaken by microglia, astroglial
proliferation and phagocytosis of debris have been
reported in the degenerating brain. Studies at the elec-
tron microscope revealed that only 5% of the granules
were associated with filament bundles [25], what chal-
lenges their astrocyte origin. Moreover, it has been
reported that similar granules can represent enlarged
presynaptic terminals or elements postsynaptic to axon
terminals [34], supporting the idea of neuronal origin.

One aim of the present study was to examine whether
AP clusters in the hippocampus of SAMP8 mice
correspond to HSPG positive granules. As the most
predominant HSPGs in the central nervous system are
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syndecan-2 and perlecan, the former related to the mat-
uration of dendritic spines and the latter to the basal
membranes of the brain blood vessels, the presence
of these two components was examined. Moreover,
we also explored the possible presence of tau, MAP2
and a-synuclein in these aggregated structures at three
different time-points. Finally, we studied the spatial
relationship between the amyloid granules in the hip-
pocampus of SAMP8 mice and both astrocytes and
neurons.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Male SAMPS8 mice aged 3, 6, and 12 months were
used. They were kept in standard conditions of temper-
ature (22 +2°C) and 12:12-h light-dark cycles (300
lux/0 lux). Throughout the study, they had access to
food and water ad libitum. Studies were performed
in accordance with the institutional guidelines for the
care and use of laboratory animals established by the
Ethical Committee for Animal Experimentation at the
University of Barcelona.

Brain processing

The animals were anaesthetized (i.p.) with 80 mg/
Kg of sodium pentobarbital. The thoracic cavity
was opened and the animals received an intracardiac
gravity-dependent perfusion of 50 mL of phosphate
buffered saline (PBS, pH=7.2). After perfusion,
brains were dissected, frozen by immersion in isopen-
tane chilled in dry ice and stored at —80°C until
sectioning. Thereafter, frozen brains were embedded
in OCT cryostat-embedding compound (Tissue-Tek,
Torrance, CA), cut into 20-pm-thick sections on a
cryostat (Leyca Microsystems, Germany) at —22°C,
and placed on slides. Sections of the central zone
of the hippocampus (at about bregma —2.30) were
selected according to a mouse brain atlas [35]. Slides
containing brain sections were fixed with acetone for
10 min at 4°C, allowed to dry at room temperature
and then stored at —20°C until staining.

Immunohistochemistry

Slides were brought to room temperature before
being rehydrated with PBS for 5 min. Sections were
then blocked and permeabilized with PBS contain-
ing 1% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich,

Madrid, Spain) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma-
Aldrich) for 20 min. After two 5-min washes in PBS,
brain sections were incubated with the primary anti-
body (see below) overnight in the dark at room temper-
ature. Slides were washed again and then incubated for
1 h at room temperature in the dark with the secondary
antibody (see below). After washing again, nuclear
staining was performed by incubating slides in Hoechst
(H-33258, Fluka, Madrid, Spain) at 2 p.g/ml in PBS for
10 min at room temperature in the dark. Finally, slides
were washed and coverslipped with Prolong Gold
antifade reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). Stain-
ing controls were performed by incubating with PBS
instead of the primary antibody or both primary and
secondary antibodies. In double stainings, controls for
cross reactivity of the antibodies were also performed.
Several primary antibodies were used: mouse mon-
oclonal antibody 4G8, directed against human A3
(amino acid residues 17-24 of the A peptides, Sigma-
Aldrich); mouse monoclonal antibody against tau
protein (Millipore, Billeica, MA), which detects all
phosphorylated and non-phosphorylated isoforms of
tau; polyclonal antibody goat anti-syndecan-2 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); rat monoclonal
antibody to Heparan Sulphate Proteoglycan or per-
lecan (Abcam, Cambridge, UK); rabbit polyclonal
antibody against MAP2 (Millipore); rabbit monoclonal
antibody to laminin (Sigma-Aldrich); chicken poly-
clonal antibody to glial fibrillary acidic protein or
GFAP (Millipore), which was used to localize astro-
cytes; rabbit polyclonal antibody to AKT1 (Abcam);
sheep polyclonal antibody to a-synuclein (Abcam);
and mouse monoclonal antibody raised against a pro-
tein called neuronal nuclei protein (NeuN, Millipore).
AlexaFluor 555 donkey anti-goat IgG, AlexaFluor
488, 555 or 660 donkey anti-mouse IgG, AlexaFluor
555 donkey anti-rabbit IgG, AlexaFluor 555 donkey
anti-rat IgG and AlexaFluor 488 goat anti-chicken IgG
(Invitrogen) were used as secondary antibodies.

Image acquisition

Images of fluorescence were taken with a fluores-
cence laser microscope (BX41, Olympus, Germany)
and stored in tif format. All images for each set of
experiments were acquired with the same microscope,
laser and software settings. Some images for fine
colocalization analysis were obtained with a confocal
scanning laser microscope (TCS/SP2, Leica Microsys-
tems, Germany). Image treatment and analysis were
performed by means of the Image J program (National
Institute of Health, USA).
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RESULTS

Amyloid 4G8™ granules stain with syndecan-2 but
not with perlecan

In order to discern whether the previously described
granules containing A3 and different fragments of its
precursor protein correspond to the HSPG positive
granules described by Kuo et al. [25], double immuno-
histochemical stainings on brains from 6-month-old
SAMPS mice were performed with the 4G8 antibody,
which recognizes the 17-24 amino acid residues of
A peptides, and antibodies to perlecan or syndecan-2,
which are the main HSPG in brain.

Some representative images from these stainings
can be observed in Fig. 1. Staining with 4G8 shows
the presence of clustered granules in the hippocampus
of SAMPS8 mice, with the characteristics already pub-
lished [23]. The staining also shows the neuronal cell
bodies and some blood vessels, the walls of which can
also contain A3 accumulation.

Clustered granular structures can also be observed
when staining with antibodies to syndecan-2, and the
4G8 and syndecan-2 double staining shows a good
granular colocalization (Fig. 1A), thus indicating that
the granules contain both components and that A3
granules correspond to HSPG positive granules.

When staining with 4G8 and perlecan, different
results were obtained. The antibodies against perlecan
label blood vessels, which is not surprising as per-
lecan is a component of the basal lamina of vessel wall,
but amyloid granules are not stained (Fig. 1B). Thus,
this 4G8-perlecan combination of antibodies shows
clustered granules stained with 4G8 and blood ves-
sels stained by perlecan. In some cases, blood vessels
also stained with 4G8, but perlecan staining did not
appear in amyloid granules. On the other hand, this
double staining shows that there is no direct relation-
ship between the localization of blood vessels and
clusters, because the latter can be found both proximal
and distal to blood vessels.

Control staining performed using only secondary
antibodies or those of cross reactivity did not show
any staining of these structures, thus confirming the
specificity of the stainings.

Amyloid granules contain tau and MAP2 proteins

In a second set of experiments performed on brains
from 6 month old SAMPS8 mice, we examined the pres-
ence of other characteristic components of insoluble

aggregates that appear in brains that present neurode-
generative pathology.

The presence of tau in amyloid granules was
analyzed by double staining with antibodies to tau
and syndecan-2. This double staining shows that all
syndecan-2 positive granules are also positive for tau
antibodies, thus demonstrating that the tau protein is
present in amyloid granules (Fig. 2A). On the other
hand, not all tau positive granules are stained with the
antibodies against syndecan-2 (Fig. 2A inset), but only
the largest granules.

In order to determine the presence of MAP2 in
the granules, double staining with antibodies directed
against this protein and 4G8 was performed. In the
hippocampal regions where there are clusters of 4G8-
positive granules, there is also granular staining for
MAP?2 (Fig. 2B). More detailed examination of these
stainings, however, indicates that the colocalization
of the two proteins is not complete. Although some
granules, generally the largest ones, are labeled with
both antibodies, MAP2 staining predominates in some
and 4G8 prevails in others. Moreover, some granules
are only stained with 4G8 or the antibodies to MAP2
(Fig. 2B Inset).

When combining MAP2 and tau staining, tau pro-
tein seems to be predominant in the granules, as already
seen when double-staining with syndecan-2 and tau
(Fig. 2C). Almost all the granules that are labeled
with MAP2 are also positive for tau, while some tau™
granules are not stained with MAP2 (Fig. 2C Inset).
Colocalization studies with tau and MAP2 show that
there are more granules stained with tau than with
MAP2, and that all granules stained with MAP2 are
also positive for the tau staining (Fig. 2C).

Laminin staining gave no positive label in the gran-
ular aggregates, although the antibody clearly labeled
blood vessels, as expected as it stained the basal lam-
ina. On the other hand, antibodies against a-synuclein
did not stain granules or other structures in the hip-
pocampus of SAMPS mice (data not shown).

The staining of tau, syndecan, 4G8 and MAP2 has
also been studied in the hippocampus of SAMP8 mice
aged 3 and 12 months. As can be observed in Fig. 3A
and 3B, and according to what has been already pub-
lished about A staining in this strain [22], at 3 months
of age there are few clusters and those contain only
some granules, while at 12 months the number of clus-
ters is markedly higher than at younger ages, these
clusters contain numerous granules and they extend
throughout the hippocampus. At 3 months of age dou-
ble staining with tau and syndecan-2 (Fig. 3A) and
tau and MAP2 (Fig. 3E) show that there are some
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merged

Fig. 1. Presence of AR and HSPG in hippocampal granules of 6-month-old SAMPS mice. A) Staining with 4G8 (A, green) and syndecan-2
(red). B) Staining with 4G8 (green) and perlecan (red). Hoechst staining (blue) corresponds to cellular nuclei. Colocalization of green and red
corresponds to yellow color. Colocalization occurs between A and syndecan-2, but not between AP and perlecan. Arrows indicate clusters of
granules. Arrowheads indicate blood vessels. Scale bars: 50 wm. Pyr: pyramidal layer.
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Fig. 2. Protein composition of hippocampal granules of 6-month-old SAMP8 mice. A) Staining with tau (green) and syndecan-2 (red). B)
Staining with 4G8 (green) and MAP2 (red). C) Staining with tau (green) and MAP2 (red). Hoechst staining (blue) corresponds to cellular nuclei.
Colocalization of green and red corresponds to yellow color. Arrows indicate clusters of granules. Scale bars: 50 wm. Pyr: pyramidal layer.
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3 months old

12 months old

Fig. 3. Protein composition of hippocampal granules of 3- and 12-month-old SAMPS mice. A and B) Staining with tau (green) and syndecan-2
(red). C and D) Staining with 4G8 (green) and MAP2 (red). E and F) Staining with tau (green) and MAP2 (red). Colocalization of green and
red corresponds to yellow color. A, C and E: 3-month old; B, D and F) 12-month old. Scale bars: 50 wm. Pyr: pyramidal layer.

double-stained granules and other granules that are
only stained with tau, but there are not granules only
stained with syndecan-2 or MAP2. In the 4G8 and
MAP2 double staining (Fig. 3C) some granules are
only stained with one of the two components, MAP2
or 4G8, and others are double stained. At 12 months of
age we also observed that some granules double stained
with syndecan-2 and tau and other granules double

stained with MAP2 and tau, while some granules only
stains with tau (Fig. 3B, 3F). Moreover, when stain-
ing with 4G8 and MAP2, we also observed that some
granules are only stained with one of the two compo-
nents, MAP2 or 4G8, and others are double stained
(Fig. 3D). Thus, in all the studied ages, a predomi-
nance of tau protein is observed over the other stained
proteins.
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Cellular types related with the amyloid granules

In the last set of studies performed on brains from
6-month-old SAMP8 mice, the relationship between
amyloid granules and astrocytes or some constitutive
parts of hippocampal neurons was explored.

Double staining of amyloid aggregates with anti-
bodies against MAP2 and GFAP, a constitutive protein
present in reactive astrocytes, showed several cases of
clusters stained with MAP2 located in regions where
no GFAP reactivity was found (Fig. 4A). In some other
cases, however, an astrocyte is placed near or overlap-
ping the deposits (Fig. 4B). In these latter situations,
there is some spatial relationship between amyloid
granules and the astrocyte processes. Although colo-
calization of GFAP and amyloid staining is minimal,
most of the granules in the cluster seem to be adhered
to the astrocyte processes (Fig. 4C). In some cases, a
ring of GFAP staining can be observed around amyloid
granules, which suggest that the astrocyte processes
encompass the granule (Fig. 4C, arrowhead, single
labeling in C1 and C2).

When combining MAP2 and NeuN staining, a neu-
ronal marker apparently restricted to neuronal nuclei,
perikarya and some proximal neuronal processes in
both fetal and adult brain, a clear NeuN staining can
be observed in the hippocampus pyramidal region,
in which the cell bodies of pyramidal neurons are
located (Fig. 4D). Granular clusters stained with both
NeuN and MAP2 can also be observed (Fig. 4D, sin-
gle labeling in D1 and D2). Detailed visualization of
the granules indicates that they contain different pro-
portions of both constituents. In some granules there is
double staining, but in others MAP2 or NeuN staining
clearly predominates.

Finally, amyloid granule staining was also combined
with the labeling of AKT protein, which allows visu-
alization of some neurites, i.e., axons and dendrites,
from neurons in the hippocampus of SAMPS8 animals.
This double staining revealed 4G8* amyloid granules
and part of the neuronal network in the neuropil of
the hippocampus (Fig. 4E). Detailed visualization of
this staining does not reveal any relationship between
axons or dendrites stained with AKT and the presence
of amyloid granules (Fig. 4F).

DISCUSSION

Besides the A3 components already described [23],
the granules in the hippocampus of SAMP8 mice con-
tain tau, MAP2, and syndecan-2. All these components
are characteristic of the aggregates of some neurode-

generative diseases. The coexistence of AP peptides
and tau protein is frequently observed in neurode-
generative diseases [36]. A3 can also interact with
syndecan-2, related with the formation of synaptic con-
tacts [37], and both can be found in amyloid plaques of
AD patients [38]. Moreover, tau and MAP2, which in
physiological conditions stabilize the neurofilaments
of axons and dendrites, have been found together in
neurofibrillary tangles [28]. The presence of these
components, as well as that of NeuN, a characteris-
tic protein of neurons, suggests a neuronal origin for
the granules and some neurodegenerative process for
its formation.

The staining with antibodies against a-synuclein
demonstrated no positivity in the aggregates found in
the hippocampus of SAMPS animals. This protein is
present in Lewy body disease [39, 40], Parkinson’s
disease [32], and other a-synucleinopathies [41]. The
absence of a-synuclein in SAMPS aggregates and the
presence of tau and AP suggest that these granules
are closer to the depositions of taupathies and amy-
loidopathies rather than those of a-synucleinopathies.
However, an increase in a-synuclein levels has been
reported in SAMP8 animals aged 5 and 10 months,
although these results were obtained using homoge-
nized brain tissue and Western-blot techniques [42,
43].

We also determined here the presence of both A3
and tau in granular structures. Considering that both
proteins can be the main components of the aggregates
in neurodegenerative diseases, there is a need for a
deeper study of these two components in these amyloid
granules from SAMPS8 animals, in order to determine
whether this model support the AP cascade hypoth-
esis, the tau hypothesis, both, or neither. It has been
described that A initiates the hyperphosphorylation
of tau, but other studies indicated that hyperphospho-
rylated tau is the element that initiates the pathological
process [36]. Our results indicate, already at three
months of age, that the granules show a predominance
of tau over AP and all other components tested. At 6
and 12 months of age, the number of clusters and the
number of granules in the clusters increase, but remains
the predominance of tau over all the other components
tested. These facts point out that tau protein has an
important role in the formation of the granules and
its presence could be related with the subjacent neu-
rodegenerative process. However, it has to be taken
into account that current thinking on AD pathology
includes the concept that hallmark lesions may be non-
toxic and may represent a host response to an upstream
pathophysiological process [44], and thus the observed
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Fig. 4. Relationship of cellular types and hippocampal aggregates from 6-month-old SAMP8 mice. A) Staining with GFAP (green) and MAP2
(red). B) Staining with GFAP (green) and tau (red). C) Staining with GFAP (green) and tau (red). Single labeling is shown in C1 and C2. D)
Staining with NeuN (green) and MAP2 (red). Single labellings are shown in D1 and D2. D3) Magnification of inset in D. E) Staining with
4G8 (green) and AKT-1 (red). F) Staining with syndecan-2 (green) and AKT-1 (red). Hoechst staining (blue) corresponds to cellular nuclei.
Colocalization of green and red corresponds to yellow color. Arrows indicate clusters of granules. Scale bars: 50 wm. Pyr: pyramidal layer.
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granules and the presence of tau could represent only
a final stage but not the responsible of the pathological
processes that are being produced.

Here we have studied tau protein as total tau and it
would be interesting to ascertain which types of tau
are present in the granules, as hyperphosphorylated
tau is involved in multiple neurodegenerative diseases,
ultimately promoting the degeneration of affected neu-
rons [45]. Indeed, the increase in hyperphosphorylated
tau protein in SAMP8 mice has been found in the
hippocampus by Western-blot techniques [46]. The
abnormal tau protein can sequester, among others,
MAP?2 protein [47], which may explain the presence of
MAP?2 in the granules of the hippocampus of SAMPS
mice.

Although the components found in the granules of
SAMPS mice seem to indicate a neuronal origin, we
have also observed in some cases that the region occu-
pied by a cluster of granules is also occupied by a
determinate astrocyte. However, not all the aggregates
are close to reactive astrocytes, thus a reactive astro-
cyte is not essential for the presence of these clusters.
Moreover, when clusters and astrocytes are close, the
astrocyte processes are adjacent to the granules, even
surrounding them, but the granules do not appear to
constitute a part of the astrocyte process. The pres-
ence of reactive astrocytes close to amyloid aggregates
could thus be related to a reactive process, in which
astrogliosis is induced in response to injury, like an
alteration of synaptic transmission and cytotoxicity or
extracellular accumulation of fibrillar material [48].

Our results also indicate that amyloid granules
present in the hippocampus of SAMPS mice cor-
respond to the PAS granular structures that contain
HSPG described previously by Kuo et al. [25], being
syndecan-2 the HSPG. Kuo and colleagues, in ultra-
structural studies of the PGS stained with HSPG
antibodies, detected some deformed cellular organules
and remains of cellular membranes surrounding the
PGS. Although it is not yet established, these mem-
branes could correspond to residual degenerative parts
of neurons.

Although we could not relate the granules with AKT-
1 staining, it has to be pointed out that AKT-1 staining
only shows a minor part of the neuropil, and recent
studies suggest that activation of AKT inhibits toxicity
of AP and formation of neurofibrillary tangles, leading
to protection of neurons against apoptosis [49].

In summary, we conclude that SAMPS mice present
complex aggregates formed by multiple proteins that
are distinctive of neurodegenerative diseases. The pres-
ence of MAP2, syndecan-2, NeulN, and especially tau

protein and A peptides, points to SAMP8 mice as a
potential animal model in which to study the process
of senescence and neurodegenerative diseases.
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RESUM

Objectius: Inicialment, amb I'objectiu d’aprofundir en la presencia de la proteina tau en
els agregats, es van realitzar diferents estudis que donaven lloc a resultats
contradictoris, fet que va posar en dubte |'especificitat dels marcatges. Per tant, en
aquest treball es va avaluar I'especificitat dels marcatges immunohistoquimics
realitzats per conéixer la composicid dels granuls patologics presents a I’"hipocamp dels
ratolins d’edat avancada.

Material i métodes: Es van utilitzar ratolins SAMP8 mascles de 9 a 14 mesos d’edat i
ratolins APPswe/PS10E9 de 9 a 17 mesos d’edat. Després d’anestesiar els animals, es
va perfondre un primer grup d’animals amb sérum fisiologic, i un segon grup amb
serum fisiologic seguit de paraformaldehid al 4% en PBS. Es van extreure els encefals i
es van processar de forma diferent segons el tipus de perfusié. En ambdds grups
d’encefals es van aplicar tecniques immunohistoquimiques emprant un ampli ventall
d’anticossos primaris dirigits contra possibles components dels granuls de I’hipocamp.
Alguns d’aquests anticossos eren comercials i d’altres no, i la seva procedencia era
d’ascites, de serum i alguns eren purificats. Per detectar el péptid AB de es van utilitzar
la tincié amb tioflavina S i la sonda d’AB conjugada a fluorescencia Hilyte; i per a la
deteccid de glicoconjugats es van emprar lectines. A més a més es va realitzar una
preadsorcié de I'anticos anti-tau amb carbohidrats, i un test d’hemaglutinacié per
detectar, en els anticossos comercials, la presencia d’anticossos dirigits contra de
I'antigen A dels eritrocits humans i que podien donar reactivitat positiva en els
agregats. Un tercer grup d’animals es va anestesiar, perfondre amb serum fisiologic
seguit de paraformaldehid al 2% en PBS i després es va extreure el seu encéfal i es va
processar per al seu analisi per microscopia electronica.

Resultats: La preadsorcié de I'anticos anti-tau tauS5A amb proteina tau va fer
desapareixer el marcatge de les dendrites del stratum radiatum de I'hipocamp dels
ratolins SAMP8 mentre que va mantenir el marcatge dels granuls (Figura 32 A i B).
D’altra banda, I'anticos JJ319, dirigit contra el CD28 de rata i sense reactivitat en cervell
de ratoli, va marcar els granuls de I'hipocamp quan era obtingut d’ascites sense
purificar, en canvi no va marcar aquestes estructures després de la seva purificacio per
columna de proteina A, (Figura 32 C i D). Cal destacar que, en tots els casos, els
anticossos secundaris utilitzats van ser anti-lgG marcats amb fluorescencia. Aquests
resultats van permetre establir que hi havia un component en els anticossos usats que
reaccionava amb els granuls i era detectat per I'anticos secundari anti-IgG.

Els anticossos contaminants anti-MAG (mouse ascites Golgi) estan presents en |’ascites

de ratoli i es caracteritzen per hemaglutinar directament els eritrocits de tipus A huma.
En els resultats del test d’hemaglutinacié amb I'anticos tau5A es va mostrar una
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aglutinacié positiva amb sang del grup A Rh+, mentre que no va aglutinar amb sang
dels grups 0 o B. Aquest fet suggereix la preséncia d’anticossos anti-MAG a I’anticos
anti-tau i també que aquests anticossos siguin de tipus IgM, ja que I’hemaglutinacié es
va produir sense la incubacié d’un anticos secundari.

Figura 32. Marcatge immunohistoquimic dels granuls de I'’hipocamp d’un ratoli SAMP8
representatiu de 9 mesos d’edat. A) Marcatge amb l'anticos anti-tau obtingut en ascites (a
I'ampliaci6 es pot observar el marcatge de dendrites). B) Marcatge amb l'anticds anti-tau
preadsorbit amb proteina tau (a 'ampliacié es pot observar que no es marquen les dendrites). C)
Marcatge amb l'anticds JJ319A4, obtingut en ascites i no purificat. D) Marcatge amb l'anticds JJ]319P,
obtingut en ascites i purificat per proteina A. Barra d’escala: 100 um.

Per demostrar que l'anticds tau5A contenia anticossos tipus IgM es va realitzar un
marcatge emprant anticossos anti-IgM com a secundaris. Aquest marcatge va mostrar
positivitat als granuls de I’hipocamp (Figura 33 B) i una abséencia del marcatge de les
dendrites tipic de tau, indicant que els anticossos de tipus IgM presents a I'anticos anti-
tau no reaccionen contra la proteina tau. Amb |’anticos secundari anti-IgG es marquen
ambdues estructures, granuls i dendrites (Figura 33 A), ja que aquest anticos detecta
tant les IgG com les IgM.

El marcatge dels granuls amb diferents lectines que detecten epitops relacionats amb
el grup sanguini huma de tipus A, que conté una cadena glucidica que es diferencia en
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el seu extrem pel carbohidrat GalNAc, no va mostrar positivitat en els granuls. Tampoc
ho van fer anticossos dirigits contra epitops sanguinis dels grups Al, A2 i A3. La
incubacié de I'anticos tau5a amb wuna barreja de carbohidrats a diferents
concentracions va provocar una disminucié del marcatge obtingut amb anticossos
secundaris anti-lgM inversament proporcional a la concentracié de carbohidrats. A
més a més, si el teixit s'incubava previament amb la barreja de carbohidrats, el
marcatge amb anti-IgM no es modificava. Per tant, aquests resultats indiquen que hi
ha un epitop als granuls amb una estructura parcialment glucidica i que no coincideix
amb el grup sanguini A huma que és reconeguda pels anticossos IgM contaminants.

Figura 33. Marcatge immunohistoquimic dels granuls de I'hipocamp d’un ratoli SAMP8
representatiu de 9 mesos d’edat amb I'anticos Tau5A. A) Anticos secundari anti-IgG. B) Anticos
secundari anti-IgM. C) Colocalitzaci6 d’'ambdés marcatges en groc. Barra d’escala: 100 pm.

La majoria dels dinou anticossos comercials emprats en aquest estudi que marcaven
de forma positiva els granuls contenien anticossos anti-IgM contaminants. Malgrat que
alguns d’ells havien estat sotmesos a un procés de purificacié per part dels proveidors,
els anticossos contenien quantitats variables d’IlgM contaminant. Alguns lots dels
diferents anticossos dirigits contra I'AP utilitzats marcaven els granuls mentre que
d’altres no. Es va comprovar que els lots que no marcaven els granuls no contenien
anticossos contaminants tipus IgM. A més a més, I'anticos 12F4a anti-AB marcava
positivament les plagues amiloides i els granuls dels ratolins APP/PS1 de nou mesos
d’edat quan I'anticos secundari utilitzat era de tipus anti-IgG (Figura 34 Al), mentre
gue només marcava els granuls si I'anticos secundari era de tipus IgM (Figura 34 A2).
També, el Hilyte-AF488 o la tioflavina-S, marcadors d’Af, van marcar positivament les
plaques d’aquests ratolins pero no els granuls.
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Figura 34. Marcatge immunohistoquimic de talls criostatics d’encéefal d’un ratoli APP-PS1
representatiu de 9 mesos d’edat amb I'anticos 12F4 anti-B-amiloide. A1) Anticos secundari
anti-IgG. A2) Anticos secundari anti-IgM. Barra d’escala: 50 um. Fletxa blanca: placa amiloide. Fletxa
grisa: Localitzacié de placa amiloide no marcada. Punta de fletxa groga: clister de granuls. Barra
d’escala: 50 um.

Conclusions: En els agregats de I'hipocamp dels ratolins amb envelliment accelerat
SAMPS8 hi apareix un epitop de naturalesa glucidica, que no es troba en d’altres regions
cerebrals i que es tracta, per tant, un neo-epitop. Aquest neo-epitop constitueix un
marcador d’aquestes estructures. és reconegut per les IgM contaminants presents en
diversos anticossos obtinguts en ascites i serum de ratoli. L'estudi de la composicié
dels granuls de I’hipocamp tenint en compte aquest factor mostra que aquestes
estructures no contenen AP ni tau. Aquests fets mostren la necessitat de revisar I'alt
nombre de components descrits en els granuls de I'"hipocamp dels ratolins envellits, ja
gue en treballs publicats sobre aquestes estructures en diversos grups s’han detectat
compostos diferents que han donat lloc a interpretacions contraposades sobre la
significacid fisiopatologica dels granuls.
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Abstract Clustered pathological granules related to a
degenerative process appear and increase progressive-
ly with age in the hippocampus of numerous mouse
strains. We describe herein the presence of a neo-
epitope of carbohydrate nature in these granules, which
is not present in other brain areas and thus constitutes a
new marker of these degenerative structures. We also
found that this epitope is recognised by a contaminant
IgM present in several antibodies obtained from mouse
ascites and from both mouse and rabbit sera. These
findings entail the need to revise the high number of
components that are thought to be present in the gran-
ules, such as the controversial -amyloid peptides
described in the granules of senescence-accelerated
mouse prone-8 (SAMPS) mice. Characterisation of
the composition of SAMP8 granules, taking into ac-
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count the presence of the neo-epitope and the contam-
inant IgM, showed that granules do not contain either
[3-amyloid peptides or tau protein. The presence of the
neo-epitope in the granules but not in other brain areas
opens up a new direction in the study of the neurode-
generative processes associated with age. The SAMPS8
strain, in which the progression of the granules is
enhanced, may be a useful model for this purpose.

Keywords Aging - SAMPS - Hippocampus - Mouse
ascites Golgi - [gM - Periodic acid-Schiff - 3-Amyloid

Introduction

Aging in mice involves several associated changes, some
of which might be considered to result from a patholog-
ical process. One such change is the appearance of clus-
tered pathological granular structures that are mainly
located in the hippocampus. These clustered granules
have been extensively described in the brain of several
strains of aged mice, including C57BL/6 (Lamar et al.
1976; Jucker et al. 1994; Soontornniyomkij et al. 2012),
ICR-CD1 (Del Valle et al. 2010), AKR (Mitsuno et al.
1999) and senescence-accelerated mouse prone mouse 8
(SAMPS; Akiyama et al. 1986; Kuo et al. 1996; Del
Valle et al. 2010). In all strains, these granules start their
development in the stratum radiatum of CA1, and there-
after, the number of clusters increases and they spread
throughout the hippocampus (Akiyama et al. 1986; Del
Valle et al. 2010). These granules, measuring up to 3 pm
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in size, are clustered in groups of 40—50 (Akiyama et al.
1986; Del Valle et al. 2010; Kuo et al. 1996).

The main histochemical feature of the granules is
their positive reaction for periodic acid-Schiff staining,
which indicates a high proportion of carbohydrate
macromolecules. In fact, they have been found to
contain glycogen, glycoproteins and proteoglycans
(Akiyama et al. 1986; Kuo et al. 1996; Manich et al.
2011; Takemura et al. 1993). Extracellular matrix-related
proteins such as heparan sulphate proteoglycan, laminin
(Jucker et al. 1994; Kuo et al. 1996) and reelin (Knuesel
et al. 2009) have been detected in C57BL/6 granules, and
polyglucosans have been described as the major compo-
nents of granules in the AKR strain (Mitsuno et al. 1999).

Despite extensive studies of granule composition,
several contradictions have emerged from the results,
especially from those obtained by immunohistochem-
ical procedures. As early as 1992, Jucker et al. observed
that both normal rabbit sera and polyclonal sera anti-
bodies, even preadsorbed ones, occasionally stained the
C57BL/6 granules in a non-specific manner, and that
this staining could lead to misinterpretation. The obser-
vations regarding rabbit pre-immune sera were later
confirmed by Takemura et al. (1993).

False-positive stainings related to antibodies have been
widely observed in several cases of immunohistochemis-
try procedures. In 1982, Gooi and Feizi detected natural
antibodies against glycoproteins in mouse hybridoma-
induced ascites (Gooi and Feizi 1982). Later, an anti-
mouse ascites Golgi (MAG) antibody that stained Golgi
apparatus was described as a contaminant in antibodies
produced in mouse ascites fluid or sera and rabbit sera
(Kliman et al. 1995; Shaw 1986; Spicer et al. 1994). The
anti-MAG antibody stains are structures that contain large
amounts of mucins or glycoproteins (Finstad et al. 1991;
Kliman et al. 1995; Spicer et al. 1994). One important
feature of anti-MAG antibodies is the haemagglutination
of human blood group A erythrocytes (Finstad et al. 1991;
Kliman et al. 1995). In nervous tissue, slight staining with
anti-MAG antibody was encountered in perivascular as-
trocytes from human samples (Kliman et al. 1995), and
Al blood group individuals presented staining in the
Golgi zone of some neurons (Ouwendijk et al. 2012). In
experimental animals, MAG reactivity has only been
described in rat pancreatic acinar cells, several rat glandu-
lar epithelial tissues and in gerbil intestine, oviduct and
prostate (Spicer et al. 1994).

In the present work on the specificity of the
immunostainings of granules, we mainly used the

@ Springer

senescence-accelerated SAMPS strain. These mice
present granules as early as 3 months of age, earlier
than other mouse strains, and the number of clusters
and granules increases more rapidly than in other
strains, thus facilitating their study.

The SAMP8 mouse strain was developed spontane-
ously from selective breeding of AKR/J mice (Takeda
et al. 1981). These animals exhibit early onset and irre-
versible advance of senescence, as demonstrated by the
loss of normal behaviour, the appearance of skin lesions,
increased lordokyphosis and a shortened lifespan (Takeda,
2009). Moreover, the SAMP8 strain manifests learning
and memory deficits (Miyamoto 1997), neuronal cell loss
(Kawamata et al. 1997), gliosis (Nomura and Okuma
1999), a reduction in the release of neurotransmitters in
the brain (Kitamura et al. 1992) and increased oxidative
stress (Zhang et al. 2008). Several studies have described
an increase in both amyloid 3 precursor protein (A3PP)
and derived (3-amyloid (Af3) peptides in the brain of
SAMPS mice, as well as the presence of A3 plaques or
deposits (Kumar et al. 2000; Morley et al. 2000;
Takemura et al. 1993). The presence of Af3 has also been
described in the granular structures of the hippocampus
(Del Valle et al. 2010; Fukunari et al. 1994; Currais et al.
2012; Porquet et al. 2013; Yamaguchi et al. 2012).
Furthermore, increased levels of hyperphosphorylated
tau protein and tau deposits have also been described
(Canudas et al. 2005; Manich et al. 2011; Wei et al.
1999). SAMPS8 mice are thus used as a model of senes-
cence but have also been proposed as a suitable model for
studying Alzheimer’s disease.

The present study of the specificity of the stainings of
the pathological hippocampal granules revealed the pres-
ence of an epitope that is a neo-epitope of carbohydrate
nature with characteristics similar to the MAG antigen.
We also found that several commercial antibodies per-
sistently contained an IgM contaminant antibody direct-
ed against this neo-epitope. Taking into account this
possible contamination, the granule composition of
SAMP8 mice was re-characterised, focusing in particular
on the presence of (3-amyloid peptide and tau protein.

Materials and methods

Mice

Male SAMP8 mice (9—14 months) and APPswe/PS16E9
(9-17 months) were used. They were kept in standard
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temperature conditions (22 + 2 °C) and 12:12-h light-
dark cycles (300/0 1x). Throughout the study, they had
access to food and water ad libitum. All experimental
procedures were reviewed and approved by the Ethical
Committee for Animal Experimentation of the University
of Barcelona (DAAM 6459).

Brain processing, immunohistochemistry
and histochemical staining

Animals were anaesthetised i.p with sodium pentobar-
bital (80 mg/kg). A first group of animals received an
intracardiac gravity-dependent perfusion of 50 mL of
saline solution. Brains were dissected and frozen by
immersion in isopentane and chilled in dry ice. Then,
frozen brains were cut into 20-pm-thick sections on a
cryostat (Leica Microsystems, Germany) at —22 °C and
placed on slides. Sections were fixed with acetone for
10 min at 4 °C and frozen at —20 °C. A second group of
animals was perfused with 50 mL of phosphate-buffered
saline (PBS) followed by 50 mL of paraformaldehyde
(PF, Scharlab, Barcelona) 4 % in PBS. Brains were post-
fixed in 4 % PF in PBS for 4 h, cryoprotected in PBS
with 30 % sucrose (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) for
24 h and frozen in isopentane. Brain sections were cut
and collected on Superfrost slides (Thermo Scientific,
Alcobendas, Spain).

Immunohistochemistry for acetone and PF-fixed sec-
tions was performed as follows. Sections were rehydrated
with PBS and then blocked and permeabilised with 1 %
bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) and 0.1 % Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS for 20 min. They were
washed with PBS and incubated with the primary anti-
body (see Table 1) either overnight or for 1 h and 30 min.
Slides were washed and incubated for 1 h at room tem-
perature (RT) with the secondary antibody. Nuclear stain-
ing was performed with Hoechst (H-33258, Fluka,
Madrid, Spain) and slides were washed and coverslipped
with Prolong Gold antifade reagent (Life Technologies,
Carlsbad, CA). Staining controls were performed by in-
cubating with PBS instead of the primary antibody or both
primary and secondary antibodies. In double stainings,
antibody cross-reactivity controls were also performed.

Some antibody stainings required an antigen retriev-
al procedure for PF slices. Thus, slides were immersed
in sodium citrate buffer (10 mM, pH=6.0) heated to
95 °C for 40 min and then cooled to RT for 20 min. The
slides were washed before the permeabilisation step.

The following antibodies were used as secondary anti-
bodies: Alexa Fluor 555 donkey anti-goat IgG, AF488
donkey anti-mouse IgG, AF546 goat anti-mouse IgG,
AFS555 goat anti-mouse IgM, AF555 donkey anti-rabbit
IgG, AF555 donkey anti-rat IgG and IgM (Life Techno-
logies), goat anti-rabbit IgM-fluorescein isothiocyanate
(FITC) and rabbit anti-goat IgM-FITC (Abcam,
Cambridge, UK).

Various lectins were used on brain slices for histo-
chemical procedures: Helix pomatia-AF488, Dolichos
biflorus agglutinin-FITC, soybean agglutinin-FITC
and Vicia villosa-FITC, which selectively bind to N-
acetylgalactosamine (GalNAc) residues; peanut agglu-
tinin-FITC, which binds to [(3-galactose-3-GalNAc;
concanavalin A-FITC, which binds to «-glucose and
«-mannose; Ricinus communis agglutinin I-FITC, which
binds to D-galactose (D-Gal); Ulex europaeus agglutinin
I-FITC, which binds to o-fucose; and wheat germ
agglutinin-FITC, which binds to N-acetylglucosamine.
H. pomatia-AF488 was purchased from Life Technolo-
gies; the rest were obtained from Vector Laboratories
(Burlingame, CA). All lectin stainings were performed
on acetone-fixed brain slices.

Thioflavin S staining was used to detect A3 in mouse
brain tissue. Acetone-fixed slides were rehydrated in
PBS for 5 min and then incubated in 1 % Thioflavin S
(T-1892, Sigma-Aldrich) for 10 min while protected
from light. Brain slices were washed twice in 80 %
ethanol for 3 min and a third time in 95 % ethanol for
3 min. Slides were washed three times with PBS and
mounted in Prolong Gold (Life Technologies).

Detection of A3 in mouse brain tissue was also
attempted with HiLyte-AF488 (Anaspec). This stain-
ing was combined with the immunohistochemical pro-
cedures and was performed by adding HiLyte-AF488
(at 400 ng/mL) to the secondary antibodies.

Purification of antibodies obtained from ascites fluid
The JJ319 antibody obtained from ascitic fluid was
purified using a protein A column in order to separate
this IgG from other proteins and Ig, and its concentra-
tion was quantified spectrophotometrically.

Tau5A antibody preadsorption with tau protein
Preadsorption controls for the TauSA immunostaining

were performed by incubating the antibody overnight
at 4 °C with mild agitation with a 10 molar-fold
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Table 1 Antibodies used for the experimental procedures of this study

Antibody (name referred as)

Target

Manufacturer (reference number)

Tau, clone Tau-5 (Tau5A)
Tau, clone 46.1 (Tau 46.1)

Tau protein (210-241 aa)
Tau protein (315-352 aa)

Millipore (MAB361)
Upstate, Millipore (05-838)

Tau, clone Tau-5 (Tau5P) Tau protein Biosource, Life Technologies (AHB0042)
Tau, paired235 (TauS235) Tau protein (Ser 235) Anaspec (55461)

J1319 Rat CD 28 Given by Prof. T. Hiinig

6E10 (6E10a) Amyloid 3 1-16 aa Chemicon (MAB 1560; batch LV1375915)
6E10 (6E10b) Amyloid 3 1-16 aa Covance (SIG-39320), batch unknown)
4G8 (4G8a) Amyloid 3 17-24 aa Sigma (A1349; batch 116K1552)

4G8 (4G8b) Amyloid 3 17-24 aa Covance (SIGNET-39220; batch 10BC00211)
12F4 (12F4a) Amyloid 3 42 Covance (SIG-39142; batch 08EC00916)
12F4 (12F4b) Amyloid 3 42 Covance (SIG-39142); batch 10CC00480)
Syndecan-2, clone T-17 (Syndecan-2) Syndecan-2 Santa Cruz Biotechnology (sc-9494)
NeuN NeuN protein Millipore (MAB377)

MAP2 Microtubule associated protein —2 Millipore (AB5622)

Prp Prion protein (Prp, 25-44 aa) Abcam (ab703)

MMP2 Matrix metalloproteinase-2 Millipore (AB19167)

Calretinin Calretinin Schwann (PV25)

Calbindin Calbindin Schwann (CB-38a)

Parvalbumin Parvalbumin Schwann (7699/3H)

Novaclone A blood group IgM antibody
Novaclone B blood group IgM antibody
Al, A2, A3 blood groups IgM, clone Z2-B1
A blood group IgM, clone Z2A

Al and A2 human blood groups

B human blood group

Al, A2 and A3 human blood groups
Al and A2 human blood groups

Dominion Biologicals (0170-M100)
Dominion Biologicals (0175-M100)
Santa Cruz Biotechnology (sc-52367)
Santa Cruz Biotechnology (sc-69951)

concentration of Tau protein (Millipore). The solution
obtained was incubated on the slides instead of the pri-
mary antibody in the immunohistochemical procedures.

Tau5A antibody preadsorption with carbohydrates

The Tau5SA antibody containing IgM was preadsorbed
with four different solutions of carbohydrates (D-galac-
tose, L-fucose, GalNAc, D-mannose and D-glucose
(Sigma-Aldrich)), dissolved in PBS at concentrations
of 0.05, 0.1, 0.2 or 0.4 M. The TauSA antibody was
incubated with the solutions overnight at 4 °C with
mild agitation. Each mixture was then used on different
brain sections instead of the primary antibody in the
immunohistochemistry procedures.

Haemagglutination test

The haemagglutination test was performed as described
in Finstad et al. (1991). Briefly, Tau5A was incubated in
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a microtitre plate alone or with goat anti-mouse IgG
(Life Technologies) for 1 h at RT. Human erythrocytes
(3 %) from blood types ARh", ORh", BRh" and BRh™
obtained from the Banc de Sang i Teixits (Barcelona)
were washed in PBS and added to the microtitre plate.
The haemagglutination reaction was evaluated by light
microscopy after 1 h of incubation. Positive controls
were performed with Novaclone blood grouping reagents
for A and B blood groups (Dominion Biologicals,
Canada), and negative controls consisted of replacing the
primary antibody or both primary and secondary antibod-
ies with PBS when incubating human erythrocytes.

Brain processing for transmission electron microscopy

The animals were anaesthetised i.p. with 80 mg/kg of
sodium pentobarbital and perfused intracardially with
50 mL of saline solution followed by 50 mL of PBS
with PF at 2 %. Coronal sections of 100 um thickness
were obtained using a vibratome. Sections were post-
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fixed with 2 % glutaraldehyde in PBS (Sigma-Aldrich).
The samples were treated with osmium tetraoxide (1 %)
containing potassium ferricyanide for 1 h at 4 °C,
dehydrated in acetone at 4 °C and finally embedded in
Spurr resin. Semi-thin sections (1 pum thick) were
obtained, and after methylene blue staining, hippocam-
pal CA1 regions were localised. Ultra-thin sections
(55 nm thick) were obtained using a Reichert-Jung
Ultracut E ultramicrotome and a diamond knife
(Diatome, Switzerland), and the sections were then
placed on gold grids and post-stained with uranyl ace-
tate and lead citrate.

Immunostaining for transmission electron microscopy

Ultra-thin sections were treated with hydrogen perox-
ide at 5 % in order to eliminate the osmium tetraoxide
and were then labelled at RT with nanogold particles as
follows: incubation with 1 % BSA in 0.01 M PBS for
30 min, then incubation with Tau5A antibody at dilu-
tions of 1/50 for 2 h, followed by gold conjugated (10-
nm particles) rat anti-mouse IgG for 1 h. After washing
in PBS, rinsing in distilled water and drying, the sec-
tions were stained with uranyl acetate and lead citrate.

Image acquisition

Images were taken with a fluorescence laser and optic
microscope (BX41, Olympus, Germany) and stored in
tiff format. All images were acquired using the same
microscope, laser and software settings. Image treat-
ment and analysis were performed by means of the
ImageJ programme (National Institute of Health, USA).

Ultra-thin sections were examined using a Jeol 1010
transmission electron microscope operated at an accel-
erating voltage of 80 kV. The images were obtained
using a Bioscan 792 camera (Gatan, CA).

Results

Failure of specific immunostaining of the SAMPS8
hippocampal granules

Several commercial antibodies were used to stain brain
slices from SAMPS8 animals. Most of the antibodies
obtained from mouse ascites or mouse and rabbit sera
stained the hippocampal granules (Table 2). These
antibodies were monoclonal or polyclonal and purified

or not purified. A representative image of these posi-
tive stainings is presented in Fig. la, in which the
staining achieved using the Tau5A antibody shows
the clusters of granules in the CA1 hippocampal region
of a 9-month-old SAMP8 mouse. Although the com-
mercial antibodies shown in Table 2 target antigens
present in the nervous system, and some of them are
monoclonal and purified antibodies, the large number
of antibodies that stained the granules induced us to
test for the presence of anti-mouse IgG Fc receptors in
the granules. To test this hypothesis, normal mouse
serum was incubated in brain sections of SAMPS8 mice
as a primary antibody, and AF488 anti-mouse IgG was
used as a secondary antibody. In this case, no staining
was observed, thus excluding the presence of the Fc
receptor in the granules (data not shown). Moreover,
the presence of endogenous IgG in the granules was
also ruled out because incubation with only secondary
antibodies directed against mouse IgG did not stain the
granules (data not shown).

We then attempted to determine antibody specificity
in granule staining. Two antibodies obtained from as-
cites fluid were used: (a) the TauSA mouse IgG anti-
body directed against total tau protein and (b) the JJ319
mouse IgG directed against rat CD28 surface antigen in
lymphocytes, with no reactivity in the brain. These
antibodies were tested on consecutive brain slices
using AF488 anti-mouse IgG as the secondary anti-
body. When the brain section was stained with Tau5A,
we observed the presence of the granules (Fig. 1a) and
the well-orientated dendrites of the stratum radiatum
(inset in Fig. 1a). After preadsorption of TauSA with
tau protein, the staining of the hippocampal granules
remained (Fig. 1b) but that of dendrites disappeared
(inset in Fig. 1b), indicating that the first staining was
not due to the anti-tau antibody. On the other hand,
granules were also observed when the brain section
was stained with the JJ319 antibody, although this anti-
body is not directed against brain structures (Fig. 1c).
However, when this IgG antibody was purified by pro-
tein A, staining of the hippocampal granules disappeared
(Fig. 1d). It should be noted that after protein A purifi-
cation, JJ319 continued to stain positive control tissues
such as T lymphocytes in peripheral blood (data not
shown). Therefore, it can be inferred that the ascites fluid
of JJ319 antibody without protein A purification
contained a contaminant that was responsible for staining
the granules. This contaminant should be susceptible to
recognition by secondary anti-mouse IgG antibodies.

@ Springer



156

AGE (2014) 36:151-165

Table 2 List of antibodies which stained hippocampal granules from SAMP8 mice

Antibody Host Monoclonal/polyclonal Source Purification Dilution Granules staining IgM
TauSA Mouse Monoclonal Ascites Non-purified 1/100 + +
Tau46.1 Mouse Monoclonal Ascites Non-purified 1/100 + +
Tau5P Mouse Monoclonal Ascites Purified® ® 1/100°¢ + +
11319 Mouse Polyclonal Ascites Non-purified 1/50 + +
J1319 Mouse Polyclonal Ascites Purified® 1/50 -

6E10a Mouse Monoclonal Purified 1/100 + ?
6E10b Mouse Monoclonal Purified” 1/100 - -
4G8a Mouse Monoclonal Purified® 1/100 + ?
4G8b Mouse Monoclonal Purified® 1/100 -

12F4a Mouse Monoclonal Purified® 1/100 + +
12F4b Mouse Monoclonal Purified® 1/100 -

Syndecan-2 Goat Polyclonal Purified® 1/100 + +
NeuN Mouse Monoclonal Serum Non-purified 1/200 + +
MAP2 Rabbit Polyclonal Purified® 1/100 + +
Prp Rabbit Polyclonal Serum Non-purified 1/100 + +
MMP2 Rabbit Polyclonal Purified® 1/200 + -
Calretinin Rabbit Polyclonal Serum Non-purified 1/50" + +
Calbindin Rabbit Polyclonal Serum Non-purified 1/50° + +
Parvalbumin Rabbit Polyclonal Serum Non-purified 1/50° + +

In the granule staining column, absence of staining (—), presence of staining (+) or not available for testing (?) is indicated. In the last column,
the presence (+) or absence (—) of contaminant IgM or not available for testing (?) is shown. Immunostainings have been performed in
acetone-fixed fresh frozen tissue except in IHC procedures on PFA and IHC procedures on PFA and previous antigen retrieval

*Protein A chromatography, ® Protein G chromatography, ¢ Affinity purification method, ¢ Ammonium sulphate precipitation, ¢ IHC

procedures on PFA, "THC procedures on PFA and previous antigen retrieval

Tau5A stains membranous structures in the granules

A more precise characterisation of TauSA staining
of the granules was performed using transmission
electron microscopy. As shown in Fig. 2a, the granules
are dense-core deposits of haphazardly membranous
structures surrounded by a peripheral translucent space
containing degenerated mitochondria and other
organelles. A discontinuous membrane was apparent
around all these structures. The granules measured up
to 3 wm in diameter, while the dense core measured
between 0.5 and 2 wum. When staining with TauS A with
the respective nanogold-conjugated secondary anti-
body, gold particles appeared in the granule cores
(Fig. 2b), mainly staining membranous-like compo-
nents (Fig. 2¢). The membranous staining on the gran-
ules is consistent with the MAG epitope, which is
located in the cellular membranes of the Golgi com-
partment and in derivative membranous structures.
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The large number of antibodies that stained gran-
ules, the non-disappearance of Tau5A staining on gran-
ules when the antibody was preadsorbed with tau pro-
tein, the capacity of TauSA to stain membranous struc-
tures in the dense core of the granules and the presence
of a contaminant in the JJ319 antibody ascites fluid
prompted us to study the possible presence of an anti-
MAG antibody as a possible ubiquitous contaminant
responsible for such staining.

Presence of antibodies against MAG antigen
in the Tau5SA ascites fluid

In view of the reported reactivity of anti-MAG anti-
bodies against erythrocytes from blood group A, a
haemagglutination test was performed. Human A, B
and O Rh" and B Rh™ blood group erythrocytes were
incubated with TauSA antibody with or without a sec-
ondary anti-mouse IgG antibody. Positive controls
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Fig. 1 Immunohistochemical detection of SAMP8 CA1 hippocam- b anti-TauSA antibody preadsorbed with tau protein (in b inset:
pal granules with antibodies obtained in ascites fluid: a anti-TauSA dendrites on stratum radiatum are not stained); ¢ JJ319A antibody;
antibody (in a inset: dendrites on stratum radiatum can be observed); and d JJ319P antibody purified by protein A. Scale bar 100 um

Fig. 2 a Immunoelectron microscopy image of a SAMPS hip- been modified to enhance the visualisation of the nanogold
pocampal granule. b A granule stained with Tau5A antibody and particles. ¢ Nanogold particles located in membranous-like com-
10 nm nanogold-labelled secondary antibody. The brightness has ponents of the granules. Scale bar:a 1 pm, b 0.2 pm, ¢ 0.1 um
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were performed using haemagglutination antibody re-
agents against human blood groups A and B. The
results for incubations with TauSA carried out without
the secondary antibody showed no agglutination of O or
B group erythrocytes (Fig. 3a—c), whereas a positive
haemagglutination of erythrocytes was observed for the
A Rh" group (Fig. 3d). Although this agglutination was
not as strong as that obtained for the positive control
(Fig. 31), it was clearly evident when compared with the
absence of agglutination found in B and O erythrocytes or
in the negative control of type A blood group (Fig. 3e).
When the process was repeated with the secondary anti-
body, the same results were obtained, with group A being
the only one in which Tau5A produced agglutination
(data not shown). The capacity of TauSA to directly
agglutinate blood group A erythrocytes supports the pres-
ence of an anti-MAG antibody in the ascites fluid and
also suggests that this antibody may be of the IgM type.

Antibodies directed against MAG in TauSA antibody
are of IgM type

To ascertain whether Tau5A contained a contaminant
antibody of IgM type, stainings with TauSA were
performed in SAMPS hippocampal sections using a

secondary antibody directed specifically against the p
chain, which is only present in IgM antibodies, and
labelled with AF555. The granules were positively
stained, indicating the presence of an IgM antibody
that recognised the granules (Fig. 4b). Moreover, the
absence of the dendritic staining typical of tau indicat-
ed that this IgM antibody does not react against tau
protein. The section shown in Fig. 4 was incubated
with Tau5A as primary antibody and with both anti-
IgM AFSS5 and anti-IgG AF488. The green channel
(AF488) shows the presence of the granules and the
dendrites (Fig. 4a). Dendritic staining revealed that, as
expected, TauSA contains an IgG directed against tau
protein. However, the presence of granular staining
when using the secondary anti-IgG antibody does not
indicate the presence of tau in the granules because this
anti-IgG recognises not only the y chain of the IgG but
also the light chains of both the IgG and the IgM. As
indicated previously, preadsorption with tau protein
blocked the dendritic but not the granular staining.
Taken together, these results indicate that granular stain-
ing with Tau5A was due to the presence of anti-MAG
IgM. The merged images obtained from anti-IgG and
anti-IgM enabled visualisation of a high colocalisation
of both stainings in the granules (Fig. 4c).

Fig. 3 Haemagglutination test of TauSA antibody and different
human blood group erythrocytes: a Group O Rh™ incubated with
TauSA, b group B Rh" incubated with TauSA, ¢ group B Rh™
incubated with TauSA, d group A Rh* incubated with Tau5A, e
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group A Rh" incubated with PBS (negative control) and f group
A Rh™ incubated with the Novaclone A blood group IgM anti-
body (positive control). Scale bar 100 um
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Fig. 4 Immunohistochemical staining of the brain sections
from SAMP8 mice with Tau5SA antibody. a Secondary
antibody against IgG. b Secondary antibody against IgM.

Tau is not present in the granules of SAMP8 mice

Immunohistochemical stainings were also performed
with TauS235 antibody directed against the surround-
ing Ser235 region of tau protein, equivalent to the
epitope region recognised by the TauSA antibody.
TauS235, which does not contain IgM antibodies,
stained the hippocampal dendrites with a similar pat-
tern to Tau5SA, but did not stain the hippocampal gran-
ules (data not shown). These results confirmed that the
granules do not contain tau protein.

The epitope recognised by the IgM does not
correspond exactly to type A blood group epitope,
but carbohydrates are determinant in their antigenicity

As the IgM contaminant antibody produced a slight but
persistent haemagglutination with human type A blood
group antigen, several lectins and antibodies were test-
ed in order to obtain more information about the MAG-
like epitope present in the hippocampal granules. We
focused on lectins that recognise carbohydrates contain-
ing GalNAc, which differentiates the A blood group from
the others. None of the lectins tested (see “Materials and
methods’ section) gave positive staining of the granules.
Moreover, antibodies against Al, A2 and A3 blood
group epitopes in the brain sections of SAMP8 mice
did not stain the granules either (data not shown). Thus,
the MAG-like epitope present in the granules does not
exactly correspond to the epitope present in the A blood
group antigen.

¢ Merging of a and b. Yellow corresponds to colocalisation
of both stainings. Scale bar 100 pm

After incubating the Tau5A antibody together with
the carbohydrate mixtures at different concentrations,
we observed that the granular staining with anti-IgM
labelled with AF555 showed a decrease that was in-
versely proportional to the carbohydrate concentra-
tions (Fig. 5). This inhibition was specific for IgM
staining, as the IgG labelling of hippocampal dendrites
was not affected by the addition of carbohydrates.
Moreover, this inhibition was due to the interaction of
IgM with carbohydrates and not to that of carbohy-
drates with granules because the staining of granules
with anti-IgM was not altered when the tissue was
previously incubated with any of the carbohydrate
mixtures. These results confirm that carbohydrates
are at least part of the epitope recognised by IgM
contaminant antibodies.

The JJ319 antibody also contains an IgM contaminant
antibody that stains the granules

To evaluate the presence of IgM in the mouse ascites fluid
of non-purified JJ319, staining with JJ319 was performed
in brain sections of aged SAMP8 using the secondary
antibody directed against mouse IgM. Observation of the
stained hippocampal granules revealed that, as with
Tau5A, an IgM antibody that stains granules was present
in JJ319 (data not shown). We also observed that, as
expected, IgM staining of the granules disappeared after
purification of JJ319 with A protein (data not shown).
This result also explained the previous findings, in which
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Fig. 5 Immunohistochemical staining of the brain sections from
SAMP8 mice with Tau5A after the incubation of the antibody
with a mixture of carbohydrates (see text) at the following
concentrations: 0 M (a, positive control); 0.05 M (b); 0.1 M

JJ319 with anti-IgG as a secondary antibody only stained
granules when not purified.

IgM antibody against MAG-like epitope is present
in most of the antibodies that stain SAMP8
hippocampal granules

Immunohistochemical procedures performed on the
brains of old SAMPS mice using anti-IgM secondary
antibodies enabled us to determine if [gM was respon-
sible, at least in part, for these positive stainings. The
results obtained with these antibodies are shown in
Table 2. A large number of mouse and rabbit antibodies
obtained from either sera or ascites contained IgM
antibodies that stained the granules. Some of these
antibodies were supplied following purification using
A or G protein columns, but also contained a quantity
of contaminant IgM that was sufficient to produce
artefact stainings. As an example, 12F4a stained the
granules with the anti-IgG as secondary antibody but
also with the anti-IgM (Fig. 6(al—a3)).

Among the tested antibodies, we observed two ex-
ceptions to the association between the presence of
IgM and granule staining. First, the MMP2 antibody
stained the granules when using an anti-IgG secondary
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(¢); 0.2 M (d); 0.4 M (e); 0 M and PBS instead of TauSA (f,
negative control). In all cases, secondary antibody is anti-IgM.
Scale bar 50 um

antibody but did not stain them when using an anti-
IgM, thus indicating that it did not contain contaminat-
ing IgM (Fig. 6(b1-b3)). Second, the syndecan-2 anti-
body stained the granules more intensely when using
an anti-IgG as a secondary antibody than when using
an anti-IgM (Fig. 6(c1—3)). In the first case, the pos-
sibility that granule staining was due to the presence of
an IgM in the MMP2 antibody was therefore excluded,
and in the second case, although IgM was present to
some extent, it seems that some specific staining was
also due to the syndecan-2 antibody.

3-Amyloid peptides are absent from SAMPS
hippocampal granules

As shown in Table 2, some batches of 6E10, 4G8 and
12F4 antibodies, directed against A3 peptides, stained
SAMPS granules when using a secondary anti-IgG an-
tibody, whereas other batches did not. We observed that
all batches that did not stain the granules (i.e. 6E10b,
4G8b and 12F4b) had no IgM contamination. As indi-
cated previously and shown in Fig. 6(al-a3), 12F4a
stained the granules with the anti-IgG as secondary anti-
body but also with the anti-IgM, indicating the presence of
the IgM contaminant. The presence of IgM in the 6E10a
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Fig. 6 Double immunohistochemical staining of SAMPS8 hip-
pocampal granules performed with a primary antibody and anti-
IgG and anti-IgM as secondary antibodies. A/ 12F4a with anti-
1gG. 42 12F4a with anti-IgM. 43 Merging of Al and A2. Bl

and 4G8a batches could not be tested as there was no
further stock in our laboratory. These results seem to
indicate the absence of A3 peptides from the hippocampal
granules. Given the importance of these findings, further
immunohistochemical stainings were performed on brain
sections of APP/PS1 mice, which have amyloid plaques
that can be used as a positive control for A staining.

[3-Amyloid peptides are absent from APP/PSI
hippocampal granules

When the hippocampus of 9-month-old APP/PS1 mice
was stained with the 12F4a antibody and anti-IgG was
used as a secondary antibody, both A3 plaques and
hippocampal granules were stained (Fig. 7(al)). When
staining with a secondary antibody against the IgM,
only the staining of the hippocampal granules re-
mained positive, whereas A3 plaques were not stained
(Fig. 7(a2)). Stainings with 12F4b, 6E10b and 4G8b,

MMP2 with anti-IgG. B2 MMP2 with anti-IgM. B3 Merging of
B1 and B2. C/ Syndecan-2 with anti-IgG. C2 Syndecan-2 with
anti-IgM. C3 Merging of C1 and C2. Scale bar 50 um

which did not contain IgM, showed positive results for
A3 plaques but not for granules when an anti-IgG was
used as the secondary antibody (Fig. 7(b, c)). More-
over, Hylite-AF488 and Thioflavin S did not stain
granules, but they did stain the A3 plaques present
in the cortex and hippocampus of APP/PS1 mice
(Fig. 7d, e). Given the findings described thus far,
the results indicate that hippocampal granules
from both SAMP8 and APP/PS1 do not contain
AP peptides. It should also be borne in mind that
9-month-old APP/PS1 mice have fewer granules
and clusters of granules than SAMP8 mice of the
same age (Figs. 6(al) and 7(al)).

Discussion

In the present study, we describe the presence of a neo-
epitope of glycosidic nature in the pathological
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Fig. 7 Stainings of brain sections from APP-PS1 mice. Staining
with 12F4a antibody and both anti-IgG (47) and anti-IgM (42).
B Staining with 4G8b antibody and anti-IgG. C Staining with
6E10b and anti-IgG. D Staining with Hylite-AF488. E Staining

hippocampal granules of aged mice. This epitope is
present in the granular structures, but not in the other
hippocampal or healthy brain regions. We also found
that this epitope is recognised by a contaminant IgM
present in several antibodies obtained from mouse
ascites and both mouse and rabbit sera.

A range of findings indicates that the neo-
epitope is constituted, at least in part, by carbohy-
drates. On one hand, the IgM that recognises the
epitope provoked a certain level of agglutination of
human type A erythrocytes, but not of the other human
blood types, with the main difference between them
being the presence of a GalNAc group. On the other
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with Thioflavin S. White arrow amyloid plaque. Grey arrow
localisation of amyloid plaque that is not stained. Yellow arrow-
head cluster of granules. Scale bar 50 um

hand, preincubation of the antibodies with carbohy-
drates blocked the IgM staining.

Neo-epitopes related to carbohydrates have been de-
scribed in several situations. For instance, in aging pro-
cesses, there is an increase in the generation of advanced
glycation end products (AGE) (Goldin et al. 2006),
which are formed by modifications of proteins or lipids
that become non-enzymatically glycated and oxidised
(Schmidt et al. 1994; Singh et al. 2001). Early glycation
and oxidation processes result in the formation of Schiff
bases and Amadori products that finally lead to the
generation of AGEs (Schmidt et al. 1994). On the other
hand, neo-epitopes of carbohydrates have also been
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described in malignant tumour cells (Vollmers and
Brindelin 2006). In this case, the epitopes are post-
transcriptional modifications of carbohydrate residues
on cell surface glycolipids and glycoproteins (Cobb
and Kasper 2005). These carbohydrate antigens are
prominent targets of immune surveillance and natural
IgM antibodies (Briandlein et al. 2003; Vollmers and
Bréndelin 2006). Natural IgM antibodies can be present
from birth without external antigenic exposure and there
is mounting evidence to suggest that they contribute to
critical innate immune functions involved in the main-
tenance of tissue homeostasis (Gronwall et al. 2012).
Natural IgM antibodies frequently present cross-
reactivity, which is a required feature associated with
their function in the first line of defence (Vollmers and
Brindelin 2006). Hence, it is conceivable that the new
carbohydrate epitope that appeared in the hippocampus
granules of mice could be recognised by natural anti-
bodies of IgM type present in ubiquitous form in the
ascites or sera of mice or even other species.

The ubiquity and the cross-reactivity of these IgM
antibodies may be an important source of misunderstand-
ing in studies on granules. The presence of this contami-
nant I[gM in many commercial and non-commercial anti-
bodies, and even in some batches of purified antibodies,
has produced false-positive results. In this study, we re-
evaluated the presence of some components previously
described in the hippocampal granules of SAMPS mice,
such as Af3 peptides and tau protein, and found that their
reported presence is a misunderstanding generated by the
presence of the contaminant IgM. It should be noted that
as early as 1992, Jucker et al. stated that hippocampal
granules in C57BL/6 aged mice do not contain A3 and
that the previously reported A3 immunoreactivity of these
granules was a staining artefact (Jucker et al. 1992).

Moreover, Jucker et al. (1994) later reported that
based on distribution, morphology, staining properties
and association with glial cells, it would appear that the
deposits in C57BL/6 and SAMPS are identical; this was
confirmed by other studies that compared both strains
(Kuo et al. 1996). Our results are consistent with all
these observations and indicate that the granules present
in SAMPS and APP/PS1 mice do not contain Af3 pep-
tides. Together, the results obtained to date indicate that
the granules present in the hippocampus of different
mouse strains do not contain A3 peptides.

Due to IgM contamination, it may be necessary to
test for the presence of the other reported granule com-
ponents, especially in studies where the results are based

on immunohistochemical stainings. Among the 19 anti-
bodies tested in the present study, the MMP2 antibody
was the only one that did not contain IgM contaminant
but stained the hippocampal granules. Moreover, the
syndecan-2 antibody showed just faint IgM staining of
the granules, suggesting that most of the staining was
due to the genuine presence of syndecan-2.

Studies on the deposition of A3 peptides in SAMPS
mouse brain have produced controversial results. The
deposits described have included, among others, 3/A4
protein-like immunoreactivity granular structures ([3-
LIGS) (Takemura et al. 1993), amyloid 3-peptide-like
immunoreactivity deposits (AP-LI) (Fukunari et al.
1994), reelin deposits that contained AR (Knuesel
et al. 2009) and the hippocampal granules containing
APB(1-40) and AP (1-42) (Del Valle et al. 2010; Currais
etal. 2012; Porquet et al. 2013; Yamaguchi et al. 2012).
Morley et al. (2000) found A3 plaques that were not
discernible before 16 months of age and became more
prevalent at 22 months of age. However, Nomura et al.
(1996) found no evidence of deposits or granular struc-
tures in SAMPS8 brain although they reported an in-
crease in APP-like immunoreactivity. From their de-
scription, the AB-LI and reelin deposits containing Af3
reported by Knuesel et al. (2009) would appear to be
the pathological granules that we have investigated
further in the present study. Given that we found that
they do not stain with Thioflavin S or with Hylite-
AF488, and that Af3-staining is a mistake due to the
presence of the contaminant IgM, we conclude that
there is no deposition of A3 in these granular struc-
tures. It should be noted that Doehner et al. (2010)
reported that these granules stained with Thioflavin S,
but we did not observe this positivity either in granules
from SAMP8 mice or in those from APP/PS1 mice. In
the latter, amyloid plaques were used as a positive
control for Thioflavin S staining. Thus, the only struc-
tures that can be considered as A3 deposits are the [3-
LIGS (Takemura et al. 1993) and the A3 plaques that
appear at advanced ages in SAMP8 animals, as de-
scribed by the Morley group, although neither of these
results has been confirmed by other authors or in other
strains of mice. Given the above, the use of SAMPS8
animals as a model of AD needs to be based not on
amyloid deposition, but on other facts. In this regard,
several authors have observed an increase with age of
ABPP and its mRNA in the hippocampus of SAMPS§
(Morley et al. 2000; Kumar et al. 2000). On the other
hand, abnormal levels of phosphorylated tau protein
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have also been described in 11-month-old SAMP8 mice
(Wei et al. 1999) and there are higher levels of various
forms of hyperphosphorylated tau in SAMP8 compared
to SAMRI1 (Canudas et al. 2005).

On the other hand, it can be deduced from this study
that A3 peptide levels do not influence the production of
pathological granules in the hippocampus. In APP/PS1
animals, overexpression of A3PP and overproduction of
A3 peptides cause the formation of amyloid plaques at
very early ages. However, at 9 months of age, the num-
ber of granules in APP/PS1 transgenic mice is lower than
in SAMP8 animals. Thus, an increase in A3 does not
correlate with an increase in granule formation, and the
accelerated formation of these granules in SAMP8 must
be caused by other pathological mechanisms. Among
these, we propose the increase in oxidative stress, as
SAMPS animals treated with resveratrol (Porquet et al.
2013) or ApoE-deficient mice fed with an antioxidant
diet (Veurink et al. 2003) show a decrease in the number
of hippocampal granules.

In conclusion, we have described the presence of a
new neo-epitope of glycosidic nature in the patholog-
ical granules of the hippocampus of several strains of
mice. This epitope is recognised by contaminant IgM
antibodies present ubiquitously in antibodies obtained
from mouse ascites and both mouse and rabbit sera and
may be a new marker of the pathological process that
takes place in the formation of these structures.
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RESUM

Objectius: En aquest treball es pretén estudiar la ultraestructura dels granuls de I’"hipocamp
dels ratolins SAMPS8, especialment en les seves etapes de formacid, i investigar la preséncia i
localitzacid del neo-epitop descrit en el treball anterior. També es vol congixer si els granuls
sén extracel-lulars o intracel-lulars i, en aquest cas, en quin tipus cel-lular es formen.

Material i métodes: Es van utilitzar ratolins SAMP8 mascles de 9 i 14 mesos d’edat. Un grup
d’animals es va anestesiar, es va perfondre amb serum fisiologic seguit de paraformaldehid
al 2% en PBS i després es va extreure el seu encefal. En alguns encefals d’aquest grup es van
realitzar seccions de 100 um de gruix amb un vibratom i es van postfixar en glutaraldehid al
2% en PBS. Després d’incloure les mostres en Spurr es van realitzar talls semifins, després
talls ultrafins de la zona CA1 de I'hipocamp i es van observar al microscopi electronic.
Algunes reixetes obtingudes per aquest procés es van tractar per a poder realitzar el
marcatge immunohistoquimic amb anticossos IgM anti-neo-epitop presents a I’anticos anti-
tau i també es van observar per microscopia electronica. Els altres encéfals d’aquest grup es
van sotmetre a un procés freeze-substitution per realitzar immunomarcatges de més
qualitat, tot i perdre I'0ptima visualitzacié de I'ultraestructura. Els marcatges es van realitzar
amb l'anticos anti-tau que conté IgM anti-neo-epitop, i amb un anticos anti-GFAP, per
marcar els astrocits.

Un segon grup d’animals es van perfondre només amb serum fisiologic i els seus encefals es
van extreure, congelar en isopenta i conservar a -802C fins a la realitzacié de la
immunohistoquimica, que es va dur a terme per metodes convencionals i es va observar per
microscopia de fluorescéncia i confocal. Els anticossos primaris emprats aqui van ser I'anti-
GFAP i I'anti-tau.

Un tercer grup d’animals es va perfondre amb sérum fisiologic i paraformaldehid al 4% en
PBS, es van extreure els encéfals, es van processar adequadament i es van aplicar marcatges
immunohistoquimics emprant anticossos anti-CD11b, dirigits contra microglia, i anticossos
anti-CNP, dirigits contra oligodendrocits, a més de I’anticos anti-syndecan-2 per marcar els
granuls.

Els diametres dels astrocits GFAP-positius i els dels clisters de granuls es van mesurar
utilitzant el programa Image J en imatges obtingudes a 20x, definint la regi6 d’interes (ROI) i
tragcant de manera manual el contorn de I'area d’influéncia de cada astrocit i cluster. Per a
cada ROI, es va calcular el diametre de Feret (la distancia més llarga entre dos punts del
contorn).

Resultats: Els granuls madurs de I’hipocamp de ratolins SAMP8 presenten una mida de fins a
3 um de diametre i mostren una zona central o core formada per una malla electrodensa
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d’estructures membranoses, quan els teixits estan inclosos en Spurr i tractats amb OsO,.
Aguesta zona esta envoltada per una zona translucida o halo, i I’'halo es troba envoltat per
una membrana plasmatica (Figura 35 A). En aquesta zona es poden observar blebs o
cisternes. En les seccions incloses en Lowicryl, sense 0OsQO, els granuls apareixen
practicament translucids (Figura 35 B).

En els dos tipus d’inclusio, es poden observar unions entre cel-lules caracteristiques de les
unions entre astrocits. També es poden observar algunes dendrites en estat de degeneracié
al voltant dels granuls.

Figura 35. Imatges de microscopia electronica de granuls madurs de I'’hipocamp de ratolins
representatius SAMP8 de 14 mesos. A) Teixit inclos en Spurr. B) Teixit inclos en Lowicryl. Es poden
observar blebs o cisternes (*), unions entre cél-lules adjacents (punta de fletxa buida) i dendrites en estat
de degeneracio6 en zones properes (fletxa plena). Barra d’escala: 1 um.

En tots els animals estudiats es van trobar granuls immadurs o en procés de formacié (Figura
36). Aquests presenten estructures membranoses disperses enlloc d’'una zona central
compacta o core. Al voltant d’aquestes estructures apareixen blebs o cisternes i mitocondris
en estat de degeneracié. La membrana plasmatica dels granuls i les membranes de les
estructures adjacents mostren inestabilitat i fragmentacions.
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Figura 36. Imatge de microscopia electronica de granuls immadurs de I'hipocamp d’un ratoli
representatiu SAMP8 de 14 mesos. Es poden observar blebs o cisternes (*) i mitocondris en estat de
degeneraci6 (puntes de fletxa plenes) als voltants dels granuls. La membrana plasmatica i les membranes
de les estructures adjacents mostren inestabilitat i fragmentacions (fletxes plenes). Barra d’escala: 1 um.

Algunes seccions ultrafines es van processar per meétodes immunohistoquimics amb
anticossos anti-GFAP i es van trobar filaments glials marcats positivament a la regid
translucida dels granuls immadurs, a prop del core en formacio.

El marcatge immunohistoquimic per fluorescéncia amb anticossos IgM anti-neo-epitop,
presents a I'anticos anti-tau, i anticossos anti-GFAP va permetre visualitzar els granuls i els
astrocits conjuntament. En la majoria dels casos, no hi ha una clara relacié entre ells, pero
algunes vegades la regié ocupada per un astrocit coincideix plenament amb el clister de
granuls. En aquests casos, tots els granuls del clUster tenien una posicid molt propera als
processos astrocitics i I'area dels clusters era similar a I'area de I'astrocit. L'estudi
morfomeétric va determinar una correlacidé positiva entre ambdds diametres. També es van
realitzar marcatges amb anticossos dirigits en contra la microglia i els oligodendrocits i no es
va obtenir cap relacié entre aquestes poblacions cel-lulars i els granuls de I’hipocamp.

El marcatge dels granuls en seccions ultrafines amb anticossos IgM dirigits contra el neo-
epitop va mostrar un intens marcatge positiu dels granuls, sobretot a la zona central o core
(Figura 38 AiB). A més a més, en les seccions incloses en Spurr es va poder observar que el
marcatge positiu esta localitzat especificament en els fragments de les estructures
membranoses que formen el core del granul, o que I’acabaran constituint (Figura 37 Ci D).
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Figura 37. Imatges de microscopia electronica de granuls madurs de I'hipocamp de ratolins
representatius SAMP8 de 14 mesos marcats amb anticossos IgM anti-neoepitop. A) Teixit inclos en
Lowicryl, el marcatge s’acumula al core del granul. B) Ampliacié d'una part d’A. C) Teixit inclos en Spurr.
D) Ampliacié d’'una part de C. Es pot observar que el marcatge positiu esta localitzat a les restes que
formen la zona central del granul pero no a I'halus. Barra d’escala d’A i C: 1 um. Barra d’escala de B i D:
200 nm.

Conclusions: El present treball mostra que els granuls que apareixen amb I'envelliment a
I’hipocamp dels ratolins sén el resultat d’'un procés degeneratiu que té lloc sobretot als
astrocits, tot i que també poden resultar afectades algunes estructures adjacents. Quan es
forma un granul en un astrocit, d’altres granuls es formen també als processos del mateix
astrocit, formant un clister. Durant la formacié dels granuls es formen fragments
membranosos que constituiran part del core del granul. El neo-epitop es troba localitzat en
els fragments membranosos que es troben en el core dels granuls madurs o els residus que
I’acabaran formant, i es genera durant la formacié d’aquests fragments.
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ABSTRACT

Clusters of pathological granular structures appear and progressively increase in number with
age in the hippocampus of several mice strains, markedly in the senescence-accelerated
mouse prone 8 mice. In the present work we performed an ultrastructural study of these
granules paying special attention to the first stages of their formation, which have not been
previously explored. The analysis of the immature granules allowed concluding that granules
are not simple accumulations of molecular waste but the result of a degenerative process
involving principally astrocytic processes, although nearby neuronal structures can be also
affected. The granule generation includes the instability of the plasmatic membranes and the
appearance of abnormal membranous structures that form intracellular bubbles or blebs of
variable sizes and irregular shapes. These structures and some organelles degenerate
producing some membranous fragments, and an assembly process of the resulting fragments
generates the dense-core nucleus of the mature granule. Moreover, we found out that the
neo-epitope recently described in the mature granules and localised abundantly in the
membranous fragments of their dense-core nucleus emerges in the first stages of the granule
formation. On the other hand, with this study we increase the evidences that each cluster of
granules is formed by the granules comprised in one astrocyte. A better knowledge of the
causes of the granule formation and the function of the neo-epitope will help in both the
interpretation of the physiological significance of the granules and their contribution to the

degenerating processes in aging brain.

Keywords: Aging, hippocampus, astrocyte, granules, neo-epitope, Periodic Acid Schiff, SAMPS.
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INTRODUCTION

Aging in mice, as well as in other species, involves several associated morphological and
functional changes that can be considered the result of some abnormal or pathological
processes. Among others, pathological granular structures appear and progressively increase
in number with age in the hippocampus of several mice strains. The positive reaction to the
Periodic Acid Schiff stain is their main histochemical feature. The granules, sized up to 3 um of
diameter, appear first in the stratum radiatum of CA1 region and they progressively extend to
other hippocampal regions. They do not usually appear isolated but they tend to form clusters
of about 80 um in diameter each containing approximately 40-50 granules. These clustered
granules have been reported, among others, in the brain of aged C57BL/6 mice (Lamar et al.,
1976; Jucker et al., 1992), senescence-accelerated mouse prone 8 (SAMP8) mice (Akiyama et
al., 1986), AKR mice (Mitsuno et al., 1999) and ICR-CD1 mice (Del Valle et al., 2010). In SAMP8
mice, which present an accelerated process of aging, the granules appear as early as 3 months
of age, earlier than in the other reported mice strains, and the number of clusters and granules
increases and spreads faster than in the other strains (Jucker et al,, 1994; Del Valle et al.,
2010).

Ultrastructural studies revealed that granules have a central core of electron-dense crystalline-
like fibrillar deposition generally surrounded by a halo or electron-lucent region. The halo is
delimited externally by a plasma membrane which suggests a cellular location, although
appears discontinuous in some regions. The central core is round to ovoid in shape, and the
membrane-like structures contained in it are haphazardly aggregated and do not resemble any
cell organelle. Moreover, organelles cannot be observed in this centre. On the contrary,
cytoplasmic organelles like endoplasmic reticulum, polyribosomes, intermediate filaments,
multivesicular bodies or mitochondria have been occasionally described in the halo region
(Kuo et al., 1996; Robertson et al., 1998; Mitsuno et al., 1999; Doehner et al., 2010; Manich et
al., 2014). Although it can be considered that the material stored in the centre of the granules
is just an accumulation of molecular waste, the successive ultrastructural changes from the
exterior to the interior of the granules suggested to some authors that the pathological
process is initiated in the outside of the granules and that the degenerative structures migrate
inward (Kuo et al., 1996). It must be pointed out that all ultrastructural studies performed until
now are based on the observations of mature granules, and immature granules or granules in
the first stages of their formation have never been observed. As early as 1999, Mitsuno and co-
workers indicated that in order to clarify whether different cells are involved in granule
formation, electron microscope studies of the early phase of granules formation were needed
(Mitsuno et al 1999). These observations will allow to precise the mechanisms underlying their

formation and to unveil their origin.

Whether the origin of the granules is neuronal or astrocytic has not been clarified yet. A
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neuronal origin has been suggested based on the presence of synaptic contacts to the plasma
membrane (Mitsuno et al., 1999) and it has been assumed from another ultrastructural study
that granules are located in abnormal synaptic terminals (Irino et al., 1994). In addition, the
description of some neuronal origin components, such as amyloid-B peptides (Robertson et al.,
1998; Knuesel et al., 2009; Del Valle et al., 2010), neuronal nuclei protein and tau protein
(Manich et al., 2011; Krass et al., 2003) or reelin protein (Knuesel et al., 2009) also suggested a
neuronal origin or, at least, some involvement of neurons in their formation. In contrast, a
remarkably tight relationship between granules and astrocytes has been found in several
occasions. In electron microscopy studies, granules have been observed within both the cell
bodies and processes of protoplasmic astrocytes that were expanded and their normal content
of cytoplasmic organelles greatly diluted (Robertson et al., 1998). Light microscopy and
confocal laser microscopy observations revealed that some granules are associated with the
processes of glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positive astrocytes (Akiyama et al., 1986;
Jucker et al., 1994; Manich et al., 2011) and in some cases a cluster can be directly associated
with a GFAP-positive astrocyte (Jucker et al, 1994; Manich et al., 2011). It has been
hypothesized that granules are a byproduct of neuronal phagocytosis carried out by
astrocytes, or that they can be produced by astrocytes (Kuo et al., 1996). It has been recently
proposed that aged neurons with impairments in their proteosomal/lysosomal degradation
system form, as a protective strategy, ‘budding-like’ extrusions with accumulation of damaged
or misfolded proteins, and that subsequently the aggregated extruded fibrillary material is

engulfed by glia (Doehner et al., 2012).

In spite of all these studies, the results obtained until now are not yet conclusive and
sometimes are contradictory. In this sense, it must be taken into account that staining of
granules with polyclonal antibodies was found to be non-specific (Jucker et al., 1992). Our
group recently reported that false positive stainings are due to the recognition of a neo-
epitope in the granules by antibodies of IgM nature that are frequently present as a
contaminant on commercial antibodies obtained from ascites or sera (Manich et al., 2014). The
IgM and the neo-epitope are responsible for numerous false positives, and the erroneous
alleged presence of some components has distorted the study of these hippocampal granules.
In any case, the significance of the neo-epitope and its possible role is unknown, and its
location and appearance during the first phases of granule formation has not been explored

yet.

The present work has been mainly focused on the observation under electron microscope of
the hippocampal granules in the first stages of formation, in order to describe the granule
formation process and to clarify their cellular origin. Moreover, we studied the presence of the
neo-epitope during the granule formation process and its precise location in the mature and
immature granules. The ultrastructural studies have been complemented by

immunofluorescence studies.



QO Joy 0w

OO OO O U U U U OrO1 U1 UTOT BB DBDDDDEDDA,NWWWWWWWWWWNDNNNDNNDNNDNNMDNDNMNNMNNNNRERRRRRRRERERE
GO WNEFOWW-JTOHOUPd WNREFPOWOJOHUd WNEOWO-TOHUD WNREFEOWOWTIOUDdWNE O WOOJOoU D WNEFE O W

MATERIALS AND METHODS

Mice

Aged male SAMP8 mice (9 or 14 months old) were used. They were kept at standard
temperature conditions (22 + 2°C) and 12:12 h light-dark cycles (300 lux/0 lux). Throughout the
study they had access to food and water ad libitum. All experimental procedures were
reviewed and approved by the Ethical Committee for Animal Experimentation of the University
of Barcelona (DAAM 6459).

Brain processing for ultrastructural observation on transmission electron microscopy

The animals were anaesthetised intraperitoneally with 80 mg/kg of sodium pentobarbital and
perfused intracardially with 50 mL of saline solution followed by 50 mL of p-formaldehyde (PF,
Sigma-Aldrich) at 2% in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4). Coronal sections of 100-um
thickness were obtained with a vibratome. Sections were post-fixed with 2% glutaraldehyde
(Sigma-Aldrich) in PBS. The samples were treated with 1% osmium tetraoxide (OsQO,)
containing potassium ferricyanide for 1 h at 4 °C, dehydrated in acetone at 4 °C and finally
embedded in Spurr resin. Semi-thin sections (1um thickness) were obtained, and after
methylene blue staining, hippocampal CA1 regions were localised. Ultra-thin sections (55 nm
thickness) were obtained using a Reichert-Jung ultracut E ultramicrotome and a diamond knife
(Diatome, Switzerland), and the sections were then placed on gold grids and post-stained with
uranyl acetate and lead citrate. Ultra-thin sections were examined using a JEM-1010
transmission electron microscope operated at an accelerating voltage of 80 kV. The images

were obtained using a Bioscan 792 camera (Gatan, CA, USA).

The grids used for immunostaining were previously etched with 5% H,0, for 6 minutes,
washed for 5 minutes with distilled water (5 times) and washed again with 0.1M PBS for 5
minutes. Samples were then blocked for 30 minutes on drops of 1% bovine serum albumin
(BSA) in PBS and 20mM glycine (Sigma-Aldrich) for 20 min, and incubated in the mouse IgM
anti-neo-epitope primary antibody contained in anti-tau IgG antibody produced in mouse
ascites (1/100, Merck Millipore, Darmstadt, Germany, see ref. Manich et al., 2014) in blocking
buffer for 2 h. Then, the grids were washed 4 times with PBS and sections were incubated for 1
h using an anti-mouse IgG secondary antibody coupled to 15 nm diameter colloidal gold
particles (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) using a 1:30 dilution in blocking buffer. The
incubation was followed by three washes with drops of PBS for 5 min, four washes with
distilled water, and air-drying. Controls of staining were performed omitting the primary

antibody. Sections were stained with 2% uranyl acetate in methanol and lead citrate.
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Brain processing and immunostaining for transmission electron microscopy

For freeze-substitution, samples were chemically fixed by perfusion at 42C with a mixture of
4% PF and 0.1% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). After washing with the
same buffer containing 0.15 M glycine, samples were gradually infused in 30% glycerol in the
same buffer, as a cryoprotection, and then they were frozen in liquid propane at -188 °C (Leica
EM CPC, Leica Microsystems, Vienna) and stored in liquid nitrogen at — 196 °C until the freeze-
substitution was done. Freeze-substitution was performed in an Automatic Freeze substitution
System (AFS; Leica Microsystems), using methanol containing 0.5% of uranyl acetate, for 3
days at -90 °C. On the fourth day, the temperature was slowly increased, by 5 °C/hour, to -50
°C. At this temperature, samples were rinsed in methanol, and then infiltrated and embedded
in Lowicryl HM20 for 10 days. Ultrathin sections were obtained using a Leica Ultracut UC6

ultramicrotome (Leica Microsystems) and were picked up on Formvar-coated gold grids.

For the process of immunolabelling, sections were incubated at room temperature on drops of
5% BSA in PBS for 20 min, followed by primary antibody chicken anti-GFAP 1gG (1/50, Merck
Millipore) or the mouse IgM anti-neo-epitope primary antibody contained in anti-tau IgG
antibody produced in mouse ascites (1/100, Merck Millipore) in 1% BSA in PBS for 2 h. After
three washes with drops of 0.25% Tween 20 in PBS for 30 min, sections were incubated for 1 h
using a secondary antibody anti-chicken 1gG or anti-mouse IgM coupled to 12 or 18 nm
diameter colloidal gold particles (Jackson ImmunoResearch Laboratories) using a 1:30 dilution
in 1% BSA in PBS. This was followed by three washes with drops of PBS for 5 min, two washes
with distilled water, and air-drying. As a control for non-specific binding of the colloidal gold-
conjugated antibody, the primary polyclonal antibody was omitted. Sections were stained with
2% uranyl acetate in methanol and lead citrate and observed in a JEM-1010 electron
microscope (Jeol, Japan) working at 80 kV and the images were digitized with a Megaview |l

CCD camera.

Brain processing and immunohistochemistry for fluorescence and confocal microscopy

On one set of experiments, SAMP8 animals were anaesthetised intraperitoneally with sodium
pentobarbital (80 mg/kg). They received an intracardiac gravity-dependent perfusion of 50 mL
of saline solution. Brains were dissected and frozen by immersion in isopentane chilled in dry
ice. Then, frozen brains were cut into 20-um-thick sections on a cryostat (Leica Microsystems,
Germany) at -22 °C, and placed on slides. Sections were fixed with acetone for 10 min at 4 °C
and frozen at -20 °C. On these sections, the immunohistochemistry procedures were
performed as described in Manich et al. (2014). Briefly, sections were rehydrated with PBS and

they were blocked and permeabilised with 1% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich, Madrid,
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Spain) and 0.1% Triton-X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS for 20 min. Sections were then washed
with PBS and incubated overnight with both the chicken primary antibody anti-GFAP IgG
(1/300, Merck Millipore) and the mouse IgM anti-neo-epitope primary antibody contained in
anti-tau 1gG antibody produced in mouse ascites (1/100, Merck Millipore, see ref. Manich et
al., 2014). Slides were washed and incubated for 1 h at room temperature with the secondary
antibodies AlexaFluor 488 goat anti-chicken 1gG (1/250, Life Technologies, Carlsbad, CA) and
goat anti-mouse IgM-TRITC (1/50, Jackson Immunoresearch Laboratories). Nuclear staining
was done with Hoechst (H-33258, Fluka, Madrid, Spain) and slides were washed and
coverslipped with Prolong Gold antifade reagent (Life Technologies). Controls of staining were
performed incubating only with PBS, or with PBS and the secondary antibodies. Antibody
cross-reactivity controls were also performed. Images of all the hippocampal clusters and
GFAP-positive astrocytes contained in three brain sections of four 9-month-old SAMP8 mouse
were taken using a fluorescence laser microscope (BX41, Olympus, Germany) and stored in tif
format. These images were obtained in green, red and ultraviolet channels using a 20x
objective. Random selected GFAP-positive astrocytes and clusters of granules were also
obtained with the 60x objective. For each magnification, all images were acquired using the
same laser and software settings. Images of selected areas that contain clusters of granules
that colocalize with a GFAP reactive astrocyte were also taken with confocal scanning laser
microscope (TCS/SP2, Leica Microsystems) for fine colocalization analysis. Orthogonal sections
were obtained from these images to analyze the colocalization and spatial distribution of the

fluorescence staining.

On another set of experiments, SAMP8 animals were perfused intracardially with 50 mL of
saline solution followed by 50 mL of p-formaldehyde (PF, Sigma-Aldrich) at 2% in PBS. Brains
were then dissected, postfixed 4 hours in PF at 2% in PBS and cryoprotected by immersion in
PBS with 30% sucrose for 24 hours. Afterwards, brains were frozen by immersion in isopentane
chilled in dry ice and stored at -80 2C until further use. Then, frozen brains were cut into 20-
pum-thick sections on a cryostat (Leica Microsystems, Germany) at -22 °C, and placed on slides.
Using the same immunohistochemistry procedures described before, a double staining of
some sections with rat anti-CD11b directed against microglia (1/100, Merck Millipore) and the
goat anti-Syndecan antibody (1/100, Santa Cruz Biotechnology, CA) has been performed. This
antibody has been proved to contain IgM antibodies directed against the neo-epitope.
Secondary antibodies were AlexaFluor 488 donkey anti-rat 1gG (1/250, Life Technologies,
Carlsbad, CA) and AlexaFluor 555 donkey anti-goat 1gG (1/250, Jackson Immunoresearch
Laboratories). This last secondary antibody has cross reactivity with the IgM. Other sections
have been double stained with mouse anti-CNP directed against oligodendrocytes (1/100,
Abcam, UK) and the goat anti-Syndecan (1/100, Santa Cruz Biotechnology, CA) to stain the
neo-epitope. In this case, secondary antibodies were AlexaFluor 488 donkey anti-rat IgG
(1/250, Life Technologies, Carlsbad, CA) and AlexaFluor 555 donkey anti-goat 1gG (1/250,

Jackson Immunoresearch Laboratories) in the second one. Sections were observed and some
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images were taken using the same fluorescence laser microscope (BX41, Olympus, Germany).

Astrocyte and cluster diameter quantification

The diameters of the GFAP-positive astrocytes and those of the granule clusters were
measured using the Image J program (National Institute of Health, USA) on images obtained
with the 20x objective. In both cases, each region of interest (ROI) was selected by using the
“freehand selection” tool of the image J program, manually tracing the contour of the area of
influence of each astrocyte or granule cluster, as exemplified in the ROIs indicated in Figure 5A.
For each ROI, the Feret's diameter (the longest distance between any two points along the
selection boundary, also known as maximum calliper) was determined. As the fine extreme
processes of the astrocytes are not visible at 20x magnification, Feret’s diameter values of the
astrocytes have been corrected by the factor 1.23. This factor was calculated after comparing
the value obtained for some astrocytes in both the 60x and the 20x magnification. The
measure of the Feret’s diameter of the granule clusters was not affected by the magnification,

and thus it has not been corrected.
Statistical analysis
Statistical analyses were performed by means of ANOVA, t-test for dependent samples and

correlation analysis by using Statistica for Windows (Stat Soft Inc.). Differences were

considered statistically significant when p < 0.05.
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RESULTS

Ultrastructural characterization of mature hippocampal granules

A portion of the hippocampal neuropil from SAMP8 mice aged 14 months is shown in Figure 1.
In this area, several mature and immature granules from the same cluster can be visualized.
Mature granules measured up to 3 um of diameter and presented a core formed by a dense
mesh of electron-dense membranous-like structures when tissues were embedded in Spurr
and treated with OsO,. This core was surrounded by an electron-translucent region (halo), and
this halo was encircled by a plasma membrane (Figure 2A). On the other hand, granules
appeared practically translucent in sections embedded in Lowicryl, without OsO, (Figure 2B).
As 0Os0, highlights the lipidic compounds, this observation indicates a high lipidic content of
the granules core. On Spurr-embeded tissues, the translucent region contained some blebs or
big cisterns, which seemed to originate from invaginations of the surrounding plasma
membrane, but could also be near or maintain a close contact with the core of the granules
(Figures 2A and 2C). Small granular structures compatible with glycogen and some cellular
organelles, like mitochondria (Figures 2A and 2D), usually in a degenerating state (Figure 2D)
are also observed in the translucent region. Moreover, the plasmatic membrane surrounding
the granules frequently showed some characteristic junction with the membranes of adjacent
cells (Figures 2A and 2B), described by Kuo et al. (1996) as astrocyte-astrocyte junctions. These
junctions between astrocytes were also observed in some hydropic astrocyte end-feets around

the blood vessels, an area where some granules have also been visualized (data not shown).

In general, the structures contained in the immediately surrounding area of the mature
granules do not present perceivable morphological alterations. Occasionally some symptoms
of worsening have been detected, such as degenerating dendrites (Figure 2A) or presynaptic
buttons with mitochondria suffering a mitophagic process (Figure 2D). Other pathologic signs
present in the hippocampal tissue but not always close to the granules were hydropic

astrocytes with signs of swelling (data not shown).

Ultrastructural characterization of immature hippocampal granules

As SAMP8 animals show a progressive and sustained increase of the number of granules and
clusters, at the studied ages it was expected to find not only already formed granules, but also
granules in process of formation. Occasionally granules that presented some sparse
membranous-like structures, instead of a compact core, have been observed. We judged these
structures, not described formerly, as granules in the first stages of their formation (immature
granules). In Figure 1 some immature granules close to the mature granules could be
observed. In Figure 3 several immature granules from 14-month-old mice are shown at high

magnification. There are some features that are repeated in almost all the immature granules.
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The most characteristic is the presence, in the translucent zone, of membranous structures
that form intracellular bubbles or blebs, of variable sizes and irregular shapes, generally not
spherical (Figures 3A and 3B). Although in some cases they resemble the smooth endoplasmic
reticulum, blebs are generally not equivalent to any of the membranous organelles. Some of
the blebs appeared merged with the plasma membrane, while others reached the
membranous matrix of the inside of the granule (Figures 3A and 3B). In some cases, bleb
membranes close to the core seem to fragment, and membrane fragments appear to be
incorporated to the matrix (Figure 3B). Degenerating mitochondria could also be observed in
the translucent zone (Figures 3A and 3B), and in some cases waste parts of the mitochondrial
membrane seemed to be projected towards the central zone of the granule in formation
(Figure 3B). The plasma membrane of the immature granules is often fragmented or unstable,
as well as some membranes of adjacent structures, thus loosing the boundaries between the
cell where the granule is formed and the adjacent structures (Figures 3A, 3B and 3C, and a
magnified region from 3A shown in 3D). These phenomena of membranous rupture of cellular
structures adjacent to the immature granules are particularly evident in granules in formation,
and causes that part of the neuropil next to the granule will be incorporated to it. For instance,
in Figure 3C a presynaptic button with its vesicles could be observed, without part of the

external membrane, and thus connected to the translucent area of the adjacent granule.

On the other hand, some ultrathin sections were immunostained with anti-GFAP antibodies,
and glial filaments positively labelled could be occasionally observed on the translucent region
of some granules, near the forming core of the immature granules (Figure 3E). Moreover,
some immature granules have been observed in some hydropic end-feet processes of the
astrocytes surrounding the blood vessels, in which some astrocytic junctions as those

described above were present (data not shown).

Fine localisation of the neo-epitope on the granules

The immunostaining with the IgM antibody directed against the neo-epitope in Lowicryl-
embedded sections allowed the determination of the precise location of the neo-epitope on
the granules (Figure 4A). The nanogold particles intensely stained the granules and were
mainly located in the core, although few of them could be observed next to the plasma
membrane or in adjacent structures (Figure 4B). In the sections embedded in Spurr, it could be
observed that the nanogold particles contained in the core are specifically located on the
fragments of the membranous structures (Figures 4C and 4D). In the translucent zone, the
staining was only located in membranous remnants (similar to those present in the core) but
absent in the cytoplasm. In the immature granules (Figures 4E and 4F), the staining was
located mainly in the region where the core is forming, but it could also be distinguished in

some membranes of the adjacent structures.
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Relationship between the clustered granules and the astrocytic cells

Simultaneous fluorescence immunostaining with IgM antibodies directed against the neo-
epitope and anti-GFAP antibodies allowed the visualization of the clustered hippocampal
granules of SAMP8 mice as well as GFAP-positive astrocytes. In most cases, there is no
relationship between GFAP-positive astrocytes and clusters, but sometimes the region
occupied by a certain GFAP-positive astrocyte coincided with that occupied by the cluster of
granules (Figure 5A). In those cases, the observation of both structures using confocal
microscopy confirmed a close relationship between the astrocytic processes and the granules,
i.e., the granules were located next to astrocytic processes without exception (Figure 5B), and
some granules were even surrounded by the processes (Figure 5C). Simultaneous fluorescence
immunostaining has also been performed with a) IgM antibodies and anti-CD11 antibodies, a
marker for microglial cells, and b) IgM antibodies and anti-CNP antibodies, directed against
oligodendrocytes. In any of these cases, the positive cells have been observed to be related
neither to the granules nor to the clusters (Figure 5E and 5F). Thus, astrocytes, but not
microglia or oligodendrocytes, are candidate to be related to the pathological process related

to the granule formation.

As it is indicated, only some granule clusters match with the area of influence of a GFAP
positive astrocyte. However, the size of the clusters appears to be somehow constant and
similar to that of GFAP-positive astrocytes. To compare the sizes of both structures, a
morphometric study was performed by determining the Feret’s diameter of clusters and that
of GFAP-positive astrocytes present in different sections from the hippocampus of SAMPS8
mice. The Feret’s diameter from 450 clusters and 610 astrocytes has been measured. In 123
cases, the cluster colocalized with a GFAP-positive astrocyte. However, the remaining 487
GFAP-positive astrocytes were not related with a granule cluster and the other 327 granule
clusters did not show any relation with a GFAP-positive astrocyte. The mean Feret’s diameter
of astrocytes was 71.289 um (+0.562 um), whereas the mean Feret’s diameter of the clusters
was 72.984 um (+ 0.853 um). The ANOVA analysis did not indicate significant differences
between them, being F,1055=2.98 and p>0.05. On the other hand, the relationship between
the two variables was studied considering the 123 cases where the astrocytes and the clusters
colocalized. The Student’s t-test for paired data resulted in not statistically significant
differences between the Feret’s diameter of the astrocytes and that of the clusters, being
11,,=0.556 and p>0.5. The correlation studies between both variables showed a R=0.5045 and a
p<0.001, thus indicating a positive correlation between the diameter of the astrocyte and that

of the associated cluster (Figure 5D).
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DISCUSSION

In this study we describe the formation process of the pathological granules that appear in the
hippocampus of aged mice and provide new data about their cellular origin. To our knowledge,
this is the first study which shows the ultrastructure of the immature granules and their
formation process. In addition we also determine that the neo-epitope recently described in

the mature granules emerges in the first stages of the granule formation.

Results obtained in the present study indicated that mature granules were located in the
astrocytic processes. Although the translucent zone of the granules was formed by disturbed
cytoplasm, and it was then difficult to identify the cell where the granule was located,
immunohistochemical studies on ultrathin sections revealed in some cases the presence of
GFAP fibrils in this zone. Moreover, small granular structures resembling glycogen
accumulations, which are characteristic of astrocytes, were also found in the translucent zone.
Furthermore, we also observed that the plasma membrane of various granules showed
junctions with the membrane of some adjacent cells, which seems characteristic of the
junctions between astrocytes (Kuo et al, 1996), and are similar to gap junction channels
described in Nagy et al. (1998). We would like to point out that no synaptic vesicles or
presynaptic buttons have been observed in the mature granules, neither in the core nor in the
translucent zone. The relationship between granules and astrocytes is also shown in some
cases in which the granules are located in astrocyte end-feets surrounding blood capillaries.
Thus, these results agree with those of Jucker et al. (1994) and Kuo et al. (1996), which

suggested the astrocytes as the cells where the granules are originated.

The results of this study also suggested that there was an unambiguous relationship between
the granules clusters and the astrocytes. As it has been previously described (Jucker et al.,
1992; Manich et al., 2011), the double immunofluorescence staining with antibodies against
GFAP-protein and antibodies that stained granules showed in some cases that the granule
cluster is distributed in correspondence with the reactive astrocyte. This relationship has not
been observed with other cellular types, like oligodendrocytes or microglia. These cases of
colocalization of the cluster and the GFAP-positive astrocyte represent, however, a small
percentage in the present study performed with 9-month-old SAMP8 mice: only the 20.16% of
GFAP-positive astrocytes showed an association with a cluster, and only the 27.33% of the
clusters are associated with a GFAP-positive astrocyte. We believe therefore that there is not a
causal relationship between the reactivity for GFAP and the presence of clusters; but the fact
that clusters and GFAP-positive astrocytes occupied spherical regions of similar sizes according
to Feret's diameters, reinforce the idea that each cluster is probably uniquely associated with a
particular astrocyte, whether this astrocyte is GFAP-reactive or not. In some cases this
astrocyte is GFAP-positive whereas in some other cases it would be a non-reactive astrocyte or

an astrocyte which has lost this reactivity due to the degenerative processes that seem to
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accompany the formation of the granules. In addition, as it has been shown in the results
section, when an immature granule is visualized using ultrastructural studies, it is likely to find
other immature granules in the nearby areas of the neuropil and in some cases even in the
area of the same astrocytic process. This suggests that in different regions of the same

astrocyte there is a generation of granules that will give rise to the cluster.

According to the pattern already described (Del Valle et al., 2010), the clustered granules
mainly start their formation in the CA1l region of the hippocampus, and then they expand
gradually to regions CA2 and CA3. It is frequent to find granule clusters close to each other.
Thus, a possible explanation of the expansion of the clusters in the hippocampal astrocytes
could be the communication network between astrocytes through the gap junction channels,
formed by connexins 30 and 43, and constituting the glial syncitium (Giaume et al., 2010). Gap
junction channels are observed at the interface of the neighbouring astrocytes and in the
contacts between the astrocytes end-feets surrounding blood vessels. In the present study, the
junctions observed next to the granules in the ultrathin sections resembled those observed in
the hydropic astrocyte end-feets which surround brain blood vessels. In addition, some
granules have also been found in these end-feets. Moreover, in pathological situations, the
expression of connexins is upregulated, especially when the astrocytes are close to some
lesions (Ochalski et al., 1995; Theriault et al., 1997).

The astrocytes of the CA1 region are also characterized for being more sensitive to oxidative
stress in comparison to other areas of the hippocampus, as reported in transitory focal
ischemia (Ouyang et al., 2007), as well as for their higher coupling compared to the CA3, as
shown in dye coupling studies (D’Ambrosio et al., 1998). These facts might explain the
clustered granules appearance in the CA1 zone at the beginning of their formation. Moreover,
the SAMP8 mice are a known model of oxidative stress because of the high levels presented at
early ages (Alvarez-Garcia et al., 2006; Pallas et al., 2012). Thus, the high levels of oxidative
stress could explain the early appearance of the granules in the CA1 zone of the hippocampus
in comparison to other mouse strains. Furthermore, a diminishment of the granules expression
was observed after dietary ingestion of antioxidant compounds, such as resveratrol in SAMP8

mice (Porquet et al., 2012) or an antioxidant diet in ApoE-deficient mice (Veurink et al., 1993).

Another important aspect of this work is the study of the granule formation process. The
results suggested that in the affected astrocytes processes, some of them clearly swollen or
hydropic astrocytes, there is a process of vacuolization or digestion of the cytoplasmic
components and intracellular organelles that results in the formation of waste or debris. This
waste includes membranous fragments, which generate a spread matrix of fibrils and
thereafter the dense-core of the granule. In the regions where the granules are forming the
plasma membrane of astrocytes appears to show some instability revealed by a certain degree

of fragmentation, a less electron-dense appearance than the outermost regions, and the
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presence of irregular invaginations and evaginations of variable sizes. In these unstable regions
some effects, which can be really aggressive, can also be observed on adjacent structures. In
some cases there are regions of neuropil where the cellular elements, including the
presynaptic buttons and the dendritic spines with their secretory vesicles, appeared disrupted
and are incorporated into the astrocytic region. The incorporation of the secretory vesicles
may lead to the false interpretation that the granule is located in a neuronal component, as
suggested by Mitsuno et al. (1999). Our results seem to indicate that glia do not engulf
aggregated material, as postulated by Doehner et al, (2012), but the aggregation of the
material is produced inside the astrocyte from its own material and material coming from

nearby neuropil regions.

It remains to be elucidated why once the granules are formed the region seems to stabilize,
and only some symptoms of worsening are observed, like a degenerating dendrite or a
presynaptic button with a mitochondria suffering a mitophagy process. However, these
observations show that granules are the manifestation of an astrocytic degenerative process
that could produce a neurodegenerative disease, and should not be understood as a mere
accumulation of waste substances. It is conceivable that the presence of the granules produces
some functional alterations and this could be especially noteworthy in old SAMP8 animals, in

which clusters occupy almost the entire hippocampus.

From this point of view, the study from Soontornniyomkij et al. (2012) performed with the
C57BL/6N strain with animals up to 26 months of age showed interesting results. They
indicated that there was a negative correlation between the number of granule clusters and
the discrimination ratio obtained by the object recognition test. Although the interpretation
made should be reviewed due to the probable presence of contaminant IgM antibodies
directed against the neo-epitope, the fact that increased granule clusters are negatively
correlated with the ability of discrimination of objects reinforces the idea that the presence of

granules is probably related to functional alterations.

Regarding the neo-epitope present in the granules, it could be observed that their presence is
very high in the core of mature granules and in the region where the core is forming in
immature granules. In both cases the neo-epitope appeared associated with membranous
fragments that will be located in the core of the granules. This fact suggested that the neo-
epitope is produced during the formation of these fragments, although a certain labelling was
occasionally observed in the membranes of adjacent structures. The neo-epitope, therefore,
does not seem to be a trigger or a key element in the formation of granules but its presence

could be related to a possible immune response to the disease process that is occurring.

In conclusion, the present study shows that the granules formed with age in the hippocampus

of mice are the result of a degenerative disease process that occurs primarily in astrocytes
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although nearby neuronal structures may also be affected. The formation of a granule in a
particular astrocyte is not a punctual fact, but the different fingerings of the same astrocyte
will host different granules resulting in the formation of a granule cluster. During the granule
formation, different membranous fragments are generated and they will form part of the core
of the granule. Moreover, the neo-epitope will be generated during the formation of these
fragments. Further investigations are required to determine the cause of the granule

formation and to establish the function of the neo-epitope.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Electron microscopy image of a hippocampal CA1 region from a 14-month-old SAMP8
mouse in which some mature (circle) and immature (dashed circle) granules can be observed.
Nu: Astrocyte nucleus. G1: magnification illustrated in Figure 2A. G2 and G3: magnification
illustrated in Figure 3A. Scale bar: 5 um.

Fig. 2. Electron microscopy images of hippocampal mature granules from 14-month-old
SAMP8 mice. Mature granules measured up to 3 um. When tissue was embedded in Spurr and
treated with OsQ,, granules showed an electron-dense core formed by a dense mesh of
fibrillar membranous-like structures, generally encircled by a translucent halo (A, C and D).
When tissue was embedded in Lowicryl, the core appeared smoothly stained (B). Blebs or big
cisterns (*), as well as degenerating mitochondria (full arrowhead), are located in the
translucent area. A characteristic junction with a membrane of an adjacent cell can be
observed (empty arrowhead). In the surroundings of the mature granule, a degenerating
dendrite (full arrow) and a mitophagy process (empty arrows) can be visualized. Scale bar: 1
pum.

Fig. 3. Electron microscopy images of hippocampal immature granules from 14-month-old
SAMP8 mice. A) Immature granules showed, instead of the electron-dense core, some sparse
membranous-like structures. B) and C) Granules in a more advanced stage of development. Big
blebs or bubbles (*) and degenerating mitochondria (full arrowheads) appeared in the
peripheral zone. The plasma membrane and membranes of adjacent structures showed
instability and fragmentation (full arrows), causing a loose of the boundaries of these
structures. This process of rupture can affect dendritic spines (empty arrowheads), as clearly
shown in C). D) Inset from A in which the instability and the fragmentation of the membranes
could be better observed. E) Immunoelectron GFAP-staining in Lowicryl embedded tissue.
GFAP-positive fibrils labelled with nanogold particles appeared on the translucent area (t),
near to the forming core (c) of an immature granule. Scale bar in A) and B): 1 um. Scale bar in
C), D) and E): 200 nm.

Fig. 4. Immunoelectron microscopy images of hippocampal granules of 14-month-old SAMP8
mice stained with IgM antibodies directed against the neo-epitope. A) A granule of an ultrathin
section embedded in Lowicryl is shown. The staining of the antibody is abundantly located in
the core of the granule. B) Inset of A. C) An ultrathin section embedded in Spurr that presents
a mature granule stained with the IgM anti-neo-epitope antibody. D) Inset of C, in which the
nanogold particles were observed located in the fibrils constituting the core of the granule but
not in the halo. E) Immature granules stained with the IgM anti-neo-epitope antibody. F) Inset
of E, in which the staining of the antibody appeared located in the sparse fibrils of the core in
process of formation but not in the translucent area. Some membranes on adjacent structures
occasionally presented staining. Scale bar in A), C) and E): 1 um. Scale bar in B), D) and F): 200
nm.

Fig. 5. A-C) Double immunohistochemical staining of the CA1 hippocampus area from 9-month
old SAMP8 mice. The granules were detected with the mouse IgM antibody against the neo-
epitope (red), and the reactive astrocytes were detected with an anti-GFAP antibody (green).
Nuclei were stained by Hoechst (blue). A) Fluorescence microscopy allowed the observation of
some clusters in the CA1 region, which were found alone (empty arrowhead) or associated
with an astrocyte (arrow). Some astrocytes did not present any associated cluster (full
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arrowhead). R1 and R2 exemplify a ROl for a granule cluster and a ROI for an astrocyte,
respectively (see methods section). B) Image from confocal microscopy showed the close
association of some clusters to the astrocytes. C) Inset of B in which two orthogonal
projections are shown. The granules were found close to the astrocyte processes and even
encircled by them (empty arrowhead). D) Correlation graph between the Feret’s diameter of
the clusters and that of the GFAP-positive astrocytes from data obtained from clusters and
GFAP-positive astrocytes that colocalized. E) Double immunohistochemical staining with rat
anti-CD11b directed against microglia (green) and IgM anti-neo epitope (red). Nuclei were
stained by Hoechst (blue). F) Double immunohistochemical staining with mouse anti-CNP
directed against oligodendrocytes (green) and IgM anti-neo epitope (red). Nuclei were also
stained by Hoechst (blue). In any of these cases, the positive cells (microglia or
oligodendrocytes) have been observed to be related neither to the granules nor to the
clusters. Scale bar in A, E and F): 100 um; B): 50 um; C) 10 um.
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IV. DISCUSSION






In previous studies, clustered pathological aggregates stained with antibodies directed
against AP peptides and ABPP were described in the hippocampus of old SAMP8 mice
(Del Valle et al., 2010). These clustered granules appear first in the stratum radiatum
of the CA1 region, and increase in number and extension throughout the hippocampus
with age, from 3 months onwards. The presence of these clustered granules has not
been detected at early ages in SAMR1 and ICR-CD1 control strains, and they were
barely observed in the hippocampus of these mice at older ages in comparison to
SAMP8 mice strain.

In order to study the composition of the hippocampal aggregates of SAMP8 mice,
several double immunohistochemical stainings with antibodies directed against the
main neuropathological proteins of human brain lesions were performed. Hence, the
presence of AB, tau and a-synuclein in AP aggregates of SAMP8 brains was studied, as
they are the principal proteins contained in brain lesions of human neurodegenerative
diseases: tauopathies and synucleinopathies (Armstrong et al., 2012). Moreover, the
presence of other secondary components usually contained in neurodegenerative
lesions was assessed, such as MAP2, HSPG and laminin (Armstrong et al., 2008). Taking
into account the high similarity between morphology, distribution and time-course of
the AP aggregates found in the hippocampus of SAMP8 mice (Del Valle et al., 2010)
and the PAS granules described by Akiyama et al. (1986), a comparison between both
structures was done performing an immunohistochemical detection of the
components already described in the PAS granules.

The results of these immunohistochemical stainings showed that, besides the AB
components already described by Del Valle et al. (2010, 2011), the hippocampal
clustered aggregates of SAMP8 mice were also stained with antibodies against tau,
MAP2 and syndecan-2. All these components have been already described in the
aggregates of some human neurodegenerative diseases. For instance, AP peptides and
tau protein have been frequently encountered together in the same brain lesions
(Huang and Jiang, 2009). Interestingly, the AP peptides can interact with syndecan-2
during the formation of synaptic contacts (Lucido et al., 2009), and both proteins were
found in amyloid plaques of AD patients (Shimizu and Toh, 2009). Tau and MAP2,
which in physiological conditions stabilize the neurofilaments of axons and dendrites,
have been described in NFT (lgbal et al., 2009).

On the other hand, the stainings of the hippocampal aggregates of SAMP8 mice with
antibodies against a-synuclein were negative. a-Synuclein is present in DLB
(Trojanowski et al., 1998), PD (Ross and Poirier, 2004), and other a-synucleinopathies
(Hashimoto and Malsiah, 1999). The absence of a-synuclein in the SAMPS8 aggregates
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and the presence of tau protein and AB peptides suggested that these granules belong
to a tauopathy rather than an a-synucleinopathy.

The study of the time-course of appearance of both AB peptides and tau protein in the
aggregates of 3-, 6- and 12- month-old SAMP8 mice revealed an earlier presence of tau
protein in relation to that of the AB peptides. In addition, tau protein staining showed
a predominance over AB peptides and the other components detected in all tested
ages. These facts displayed the main role of tau protein in granule formation and
composition.

Regarding the presence of secondary components associated with the hippocampal
clustered aggregates, the minor detection of MAP2 reinforced the major role of tau
protein in these deposits, since in brain lesions of human neurodegenerative diseases
a sequestration of MAP2 by abnormal tau proteins is observed (Alonso et al., 1997).

Clustered granules stained with PAS had already been described in SAMP8 mice
(Akiyama et al., 1986; Kuo et al., 1996); and several studies have been performed in
this strain, as well as in others, to identify which proteoglycans or glycoconjugates
caused the PAS-positive reaction in these structures (Jucker et al., 1992, 1994a; Kuo et
al., 1996). According to the results described by Kuo et al. (1996), antibodies directed
against both laminin-B2 chain and HSPG stained ultrathin sections of SAMPS8
hippocampal granules. HSPGs are present in all animal tissues and the two main types
of these molecules are cell-surface HSPGs and extracellular matrix HSPGs (Dreyfuss et
al., 2009). In the nervous system, perlecan and laminin are found in blood vessels, and
syndecan-2 is located in neuronal post-synaptic densities. Immunohistochemical
stainings of SAMP8 mice brain slices were performed with antibodies directed against
syndecan-2, laminin and perlecan. The former stained positively the PAS granules, but
neither laminin nor perlecan were found in these structures. Laminin antisera had
previously been reported to stain the PAS granules by Kuo et al. (1996). However, this
inconsistence with our results might be explained by non-specific stainings already
reported in Jucker et al. (1992), where the staining of the granules with rabbit laminin
antisera partially remained after the antibody preadsorption.

The proteolysis of tau protein may play an important role as an early step in neuronal
degeneration (Johnson et al., 2006) and in the formation of human brain lesions.
Actually, the digestion of PHFs isolated from AD-affected brains with pronase showed
the presence of a pronase-resistant core (Wischik et al., 1988). This core roughly
contains the 4R of the microtubule-binding domain and the C-terminal flanking region
(Jakes et al., 1991; von Bergen et al., 2006). Results from hippocampal granules stained
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with anti-tau antibody provided the 210-230 amino acid sequence of tau protein,
which could be constitutive of a tau protein core resistant to proteolytic enzymes in
SAMPS8 hippocampal granules. With the aim of verifying whether tau protein present
in the granules was proteolytically cleaved, several stainings with antibodies against
the C- terminal, N-terminal and 4R domains of tau protein were performed. In our
work, results of the brain hippocampal granules stainings were inconsistent (data not
shown), since anti-tau antibodies produced in mouse ascites showed a positive
staining of the hippocampal granules, but other antibodies against the same tau
protein sequence did not stain them. Likewise, some discrepancies in the results had
been reported from immunohistochemical stainings of the hippocampal clustered PAS
granules of C57BL/6 mice because of non-specific antibody stainings (Jucker et al.,
1992). These non-specific stainings with polyclonal antibodies produced in rabbit sera
or pre-immune rabbit sera lead to a misinterpretation of the granules composition
(Jucker et al., 1992; Takemura et al., 1993). Therefore, we decided to assess the
specificity of SAMP8 hippocampal granules stainings performed with antibodies
produced in mouse ascites with a variety of experimental approaches.

To elucidate if secondary antibodies used in the immunohistochemical techniques
linked directly to the granules, the presence of mouse IgG Fc receptor in the
hippocampal granules was tested incubating mouse serum as primary antibody. A
negative result was then obtained indicating the absence of these receptors in the
granules. Owing to the fact that the control stainings of secondary anti-mouse IgG
antibodies did not stain the granules, the presence of endogenous IgG in these
aggregates was also discarded.

Lastly, the preadsorption of the tau antibody produced in mouse ascites with tau
protein was performed. The experiments results revealed the lack of specificity of the
granules staining as it remained after the tau antibody preadsorption, although the tau
protein staining of neuronal dendrites disappeared. What is more, the JJ319 antibody
produced in mouse ascites stained the hippocampal granules too, although this
antibody is not directed against any epitope present in the mouse brain, and when the
JJ319 antibody was purified by column A chromatography, the hippocampal granules
staining disappeared. A deeper study of the tau antibody staining in ultrathin sections
of the SAMP8 hippocampal granules revealed a labelling of membranous-like
structures contained in the granule core that were ultrastructurally different from the
tau deposition in the NFT. Altogether, the results indicated the presence of an
unknown component in some mouse ascites antibodies that could be removed by
column A chromatography and can be detected by secondary anti-mouse IgG
antibodies. That unknown component produced an artifact staining of the
membranous-like structures constitutive of the SAMP8 mice hippocampal granules.

173



Actually. ascites and sera have been widely reported as a source of artifact
immunohistochemical stainings. In 1982, Gooi and Feizi detected natural antibodies
(NAbs) directed against glycoproteins in mouse hybridoma-induced ascites. Later, an
anti-Mouse Ascites Golgi (MAG) antibody was described as a contaminant in
antibodies produced in mouse ascites fluid or sera and in rabbit sera (Kliman et al.,
1995; Shaw, 1986; Spicer et al., 1994). The anti-MAG antibody stained structures which
contained high amounts of mucins or glycoproteins (Finstad et al., 1991; Kliman et al.,
1995; Spicer et al., 1994). Thus, the anti-MAG antibody staining pattern includes the
Golgi apparatus of some epithelial cells, especially the secretory ones (Finstad et al.
1991; Spicer et al. 1994; Kliman et al. 1995). The main feature of anti-MAG antibodies
is the specific haemmagglutination of A-type human erythrocytes, in a direct or
indirect manner, is the main feature of antibodies directed against the MAG epitope
(Finstad et al., 1991; Kliman et al., 1995). However, the anti-MAG antibodies have not
been well-defined, and some differences have been attributed to the epitope detected
by these antibodies. For example, the A3 subtype of A-type human erythrocytes
(Finstad et al. 1991) but also the Al subtype (Kliman et al. 1995; Smith et al. 1984)
have both been described as the epitope stained by anti-MAG antibodies.

The results obtained in our studies suggested the possible presence of an anti-MAG
antibodies in the mouse antibodies used in immunohistochemical stainings. This
hypothesis was confirmed when only A-type human erythrocytes were directly
haemmagglutinated by the anti-tau antibody produced in mouse ascites, presumably
due to the presence of an IgM antibody. Later, an immunohistochemical staining of the
hippocampal granules with anti-tau antibodies and secondary antibodies directed
against mouse IgG and/or mouse IgM confirmed that an anti-MAG IgM was the cause
of the artifact staining. Moreover, the cross-reactivity of the secondary antibody anti-
mouse IgG with mouse IgMs enabled the artifact staining. That is, commercial
antibodies, such as the anti-tau and JJ319 antibodies, which contained an anti-MAG
IgM could generate a positive artifact staining of the PAS granules.

The anti-MAG antibodies have not only been detected in antibodies produced in
mouse ascites but also in mouse sera (Finstad et al., 1991) and rabbit sera (Zerboni et
al., 2011). In view of the results obtained, a wide screening of the antibodies used in
our studies was done, and we confirmed the general presence of a contaminant IgM
antibody that positively stained the PAS granules. The high correspondence between
the granules positive staining and the IgM antibody presence allowed to conclude that
the main source of the PAS granules artifact staining was a contaminant IgM antibody
which also haemmagglutinated A-type human erythrocytes. These results were in
contradiction with previous hypothesis about the source of artifact stainings, which
attributed them to the polyclonality of antibodies (Jucker et al., 1992).
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The evidence reported about anti-MAG antibodies allowed identifying two factors that
influence their final presence in commercial antibodies: the purification method and
the antibody batch. On the one hand, our study confirmed that not all purified
antibodies are exempt of contamination like described before (Finstad et al., 1991),
although the JJ319 antibody purification eliminated the anti-MAG antibodies. Actually,
the purification method could influence the removal of contaminant IgMs.
Immunoaffinity methods obtain better results when removing anti-MAG antibodies
(Finstad et al., 1991) and this method also decreases in a great manner the granular
staining of a laminin antibody (Jucker et al., 1992). In our study, only syndecan-2
antibody, which presented a slight IgM staining, was purified by immunoaffinity
methods. On the other hand, the contaminant IgM is variably present depending on
the antibody batch. As we have reported, in some of the antibodies tested, such as
4G8, 12F4 and 6E10, the staining of the IgM depended on the batch used. That is, the
hippocampal PAS granules were stained when the batch of the antibody tested
contained contaminant IgM, but they were not stained when the batch tested did not
contain this antibody. This batch variability has also been observed in other studies,
e.g., in mouse and rabbit antibodies (Finstad et al., 1991; Spicer et al., 1994).

In previous studies, anti-MAG antibodies have always been identified as IgG subtype
(Finstad et al., 1991), instead of the IgM isotype detected in our study. Nevertheless,
IgM antibodies that recognize the human A blood group epitope have also been
detected in mice non-immune sera (Larkin and Porter, 2005). Mouse Ig directed
against MAG have been explained as NAbs present in sera that cross-react with human
A blood group antigen, in spite of the absence of this same epitope in mice (Arend,
2011, 2014). However, a human A blood group-like antigen is expressed in
reproductive tissue of female mice depending on their ovarian maturity, and it can be
identified by its binding to Dolichos biflorus and Helix pomatia lectins (Arend and
Nijssen, 1977; Rocher et al., 2005). The detection of natural xeno-reactive antibodies
against the human A blood group epitope has been reported in some strains of mice in
variable titers (Baumghart et al., 2005; Larkin and Porter, 2005; Schwartz et al., 2001,
Smith et al., 1984; White et al., 1990). In spite of this, the origin of these natural xeno-
reactive antibodies is unknown. In our studies it has not been possible to unveil the
origin of MAG antibodies due to its commercial source. Yet, the multiple fluids that
contain these antibodies and the numerous species that expressed them suggest that
these contaminant antibodies are possibly IgM NAbs, as previously proposed.

IgM NAbs can be present from birth without external antigenic exposure, and
contribute to critical innate immune functions involved in the maintenance of tissue
homeostasis (Gronwall et al., 2012). Nevertheless, their major function is the clearance
of tissue and cell debris following degradation (Avrameas and Selmi, 2013; Grabar,
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1965). In mice, NAbs have been associated with the B1 cell population, which is
responsible for up to 80% of all circulating IgM. B1 cells are common in the pleural and
peritoneal linings, while they are in relative low numbers in spleen and circulation
(Baumgarth, 1999, 2011; Holodick et al., 2010). Importantly, the IgM NAbs are
encoded in the germline or near the germline encoded variable regions (Baumgarth et
al., 2005; Gronwall and Silverman, 2014). Their main properties are their low affinity
and polyreactivity. Low affinity does not exclude specificity and, in fact, it is
compensated by the avidity of the IgM pentameric structure (Santos-Argumendo,
2012). The polyreactivity of the IgM confers cross-reactivity to this antibody, that is,
capacity to react with different apparently structurally unrelated antigens (Avrameas
and Selmi, 2013). A large proportion of the NAbs are polyreactive to phylogenetically
conserved structures, such as the nucleic acids, heat shock proteins, carbohydrates
and phospholipids (Boes, 2000; Hardy and Hayakawa, 1994; Kantor and Herzenberg,
1993). This feature is associated with their function in the first line of defence
(Vollmers and Brandelin, 2006).

The ability of a polyreactive antibody to bind to multiple antigens may rely upon the
recognition of identical, similar or different epitopes in the context of distinct antigens
(Casali and Schettino, 1996). The first kind of interaction is the basis of long-recognized
immunological phenomenon of antigen cross-reactivity in high affinity antibodies
(Casali and Schettino, 1996). In a second case, the recognition of similar epitopes on
different antigen molecules can result in immunological cross-reactivity among
different antigens (Avrameas, 1991). Both cases correspond to a structural correlation
inherent to the antigen molecule. However, the antigens recognized by most
polyreactive antibodies are very different in nature and are unlikely to share identical
or similar epitopes. This heterogeneity suggests that the NAbs polyreactivity is a
function of structural features inherent to the binding cleft of the antibody (Casali and
Schettino, 1996; Elkon and Casali, 2008).

Another source of variability in the glycan moiety and glycan binding protein
interaction could depend on structural glycan differences, as it has been
comprehensively explained by Cohen and Varki (2014). According to them, a defined
glycan is necessary but not sufficient for the recognition by a glycan binding protein,
such as antibodies or lectins. This inconsistency may be produced by the clustered
saccharide patches, which represent a higher level of glycan complexity formed by
multiple glycans interacting with each other, with or without the involvement of
proteins. The spatial organization of glycans within such patches can influence the
specificity of their interactions with antibodies (Cohen and Varki, 2014). For example,
differences on sialylated glycans interactions with several agglutinins, or even parasites
like Plasmodium falciparum, are modulated by the ABH(O) human blood group
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epitopes (Cohen et al., 2009). Furthermore, antibodies directed against SLe®, a human
mucin of the Lewis blood group highly expressed in the plasma of some cancer
patients, presents differences in recognition depending on the immunogen origin:
whether this epitope is synthetic or extracted from tissue sources (Partyka et al.,
2012). Clustered saccharide patches of plasmatic tumour-derived mucin-like proteins
have been indicated as the cause of these recognition differences (Cohen and Varki,
2014). A good example comes from studies performed with cancer patients, where an
immunization with two epitopes expressed in colon cancer, STn and Tn, was found to
enhance levels of IgG directed against them. Cancer patients already expressed low
levels of IgM NAbs (Adluri et al., 1995). However, this approach did not elicit the 1gGs
against the epitope and only the immunization with ovine submaxillary gland, a natural
source of this antigen, could reproduce this effect (Adluri et al., 1995).

Preliminary experiments performed in our group allowed the detection of IgM
antibodies against the hippocampal PAS granules in 9-month-old SAMP8 mice sera
(non-published observations). These results suggested the presence of IgM NAbs in
SAMP8 mice sera, similar to the ones detected in the sera and ascites of other mice
strains. Noteworthy, the high titers of NAbs in mouse ascites in relation to mouse sera
might be related to the relevant presence of B1 cells in the peritoneal cavity of these
rodents, where ascites are produced. However, more studies are needed to clarify
whether these antibodies are genuinely natural IgM antibodies already present in
SAMP8 mice before the appearance of the granules, or the result of an autoimmune
response related to the accelerated senescence developed in SAMP8 mice.

Actually, the cross-reactivity of the MAG antibodies could possibly explain the
recognition of both the PAS granules epitope and the A-type human erythrocyte
epitope by the IgM contaminant antibody. Disparities in the results about the
identification of human A blood group subtypes recognized by MAG antibodies have
also been previously reported (Finstad et al. 1991, Kliman et al. 1995; Smith et al.
1984). In addition, both monoclonal antibodies directed against human A blood group
and lectins failed to stain the epitope of the hippocampal granules in the present
study. Hence, it could be suggested that either the IgM contaminant antibodies are
polyreactive NAbs that present cross-reactivity for both epitopes, or the recognition of
the human A blood group erythrocytes does not correspond only to the GalNAc-
related epitope that differentiates A blood group from B and O blood groups due to
structural issues, as it has been outlined above.

On the other hand, aging has been associated with an increase in an autoimmunity
state, coexistent also with immunodeficiency (Schram et al, 2007). It has been
hypothesized that the autoreactive antibodies produced in older individuals might be
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the product of memory B cells that survived in the host after the exposure to an
antigen or autoantigen during the youth. This B cells could be activated later in life,
promoting a late onset of autoimmune processes (Stacy et al., 2002). The activation
could start when tolerance mechanisms are compromised, thereby revealing
autoreactivities previously held in check (Aggarwal and Gupta, 1998; Ishimaru et al.,
2000; Falcone et al., 2001; Hsu et al., 2001; Thoman and Weigle, 1983; Wakabayashi et
al., 1999; Wang and Schlomchik, 1998). Alternatively, the initial immune response may
have been directed not against a self-antigen, but against a foreign moiety. Then, the
autoimmune reactivity could be due to a cross-reaction with a molecular mimicry of a
self-antigen (Panoutsakopoulou et al., 2001; Schwimmbeck et al., 1989; Theofilopoulos
and Kono, 1998; Rocken et al., 1992), such as the first and second recognition case
explained above.

Neo-self antigens appear in senescence, and this event may account for an
autoimmune reaction. Although the BBB is usually compromised in old individuals and
in age-related neurodegenerative diseases, such as AD, the IgM antibodies are not
probably able to cross the BBB, due to their high molecular size. The BBB usually
maintains the immunological privilege of the CNS, and then, the high levels of IgM
NAbs would be caused by a first exposure of the neo-antigen to the immune system
outside the CNS. Because the presence of the neo-antigen has only been studied in the
brain, there is currently a lack of data about its expression in other tissues.

An increase of autoantibodies has been recently described in SAMP8 mice from 2
months onwards in comparison to SAMR1, which shows this same increase at 12 and
15 months of age (Guo et al., 2013). Taking into account the high degree of ROS
present in the SAMP8 mice brains (Alvarez-Garcia et al., 2005; Pallas et al., 2008), neo-
antigens or epitopes related to cell senescence process, such as the senescence cell
antigen (SCA), could be expressed in sera. It remains to be known if the interaction of
the IgM antibody with the neo-epitope would have a beneficial or a harmful effect in
these mice. In view of the overall results, it would be necessary to further study the
time of appearance of IgM antibodies and their titers on sera to address their role and
significance in the PAS granule formation in SAMP8 mice.

The ubiquity and the cross-reactivity of the contaminant IgM antibodies may have
been an important source of misunderstandings in studies about the PAS granules
composition and origin. Then, the real presence of the compounds targeted by several
antibodies in these structures was questioned here. Among the 19 antibodies tested in
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our study, the antibody against matrix metalloproteinase-2 was the only one that did
not show to contain a contaminant IgM but stained the hippocampal granules.
However, zymography studies on brain slices discarded at least the presence of the
active enzyme form in these structures (non-published observations). Moreover, the
anti-syndecan-2 antibody showed only a slight IgM staining of the granules, suggesting
that the positive antibody labelling of the granules when using anti-IgG as a secondary
antibody was mostly due to the genuine presence of syndecan-2. Respect to the rest of
the tested antibodies, they showed positive staining of the granules when they
contained contaminant IgM antibodies.

The contaminant IgM antibodies could also explain the contradictions observed in the
results from the PAS granules composition studies performed in other mice strains.
The PAS granules content has been mainly studied by histochemical and
immunohistochemical stainings. The former have consistently demonstrated the
presence of a high amount of polysaccharides, glycoconjugates and carbohydrate
molecules due to the positivity of the PAS reaction (Doehner et al., 2010; Lamar et al.,
1976). However, confusing results about the amyloid nature of the PAS granules
components have been obtained when staining with thioflavin S and Congo red
(Doehner et al.,, 2010; Robertson et al., 1998). The latter have been previously
questioned several times because of the contradictory results obtained in stainings
(Jucker et al., 1994a, Kern et al., 2011) and the failure of the preadsorption controls
(Jucker et al., 1992). Indeed, controversies can emerge from the same staining controls
used. For example, the negative staining of a pre-immune rabbit serum (Doehner et
al., 2010) could depend on variable titers of anti-MAG antibodies in the batch used, or
its low binding due to the low affinity of the NAbs and the dilution effect. Moreover, in
a study performed with anti-reelin antibodies that positively stained the hippocampal
PAS granules, the assumption of a specific staining was partially based on the absence
of stained reelin deposits in the reeler orleans mice strain (Doehner et al., 2010).
Nevertheless, the non-reported but more than probable BALB/C strain background of
the reeler orleans might better explain the absence of staining, as BALB/C mice do not
develop PAS hippocampal granules (Jucker et al., 1994a). In conclusion, specificity
controls of the immunohistochemical stainings of PAS granules have to be carefully
performed taking into account the IgM antibody presence and the mouse strain used
to ensure specific staining of these antibodies. The identification of the source of the
artifact staining, the IgM antibodies, might help to prevent these confusions.

Summing up, an interpretation of the real composition of the PAS granules based on
the results of immunohistochemical stainings presents several difficulties. Noteworthy,
a study performed with MAO-A and MAO-B enzyme histochemistry (Nakamura et al.,
1995) showed interesting and highly reliable results, as the lack of antibodies in this
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procedure discards completely an artifact staining caused by contamination. Hence,
MAO-B enzyme, which is mainly located in the external membrane of glial cells
mitochondria, is one of the components of the hippocampal PAS granules.

The presence of AB has been one of the main controversies about the hippocampal
PAS granules, when the preadsorption controls of the anti-AB antibody staining in
C57BL/6 mice failed (Jucker et al., 1992). In this study, we re-evaluated the presence of
some components previously described in the hippocampal granules of SAMP8 mice,
such as tau protein and AR peptides. On one hand, the staining with anti-tau
antibodies lacking contaminant IgM stained positively the neuron dendrites, but not
the PAS granules although it was directed against the same amino acid sequence as
the anti-tau antibody which stained also the PAS granules. Hence, the tau protein was
not present in the PAS granules. On the other hand, as described in the results, some
batches of antibodies directed against AR peptides stained SAMP8 granules, whereas
other batches did not stain them. Accordingly, IgM was absent in the batches that did
not stain the granules, but it was detectable in the available 12F4 antibody batch that
positively stained PAS granules. In APP/PS1 mice, granules and AB plaques could be
both observed in the hippocampus when staining with anti-AB antibodies, although
IgM stained only the PAS granules. To confirm the absence of AB, a thioflavin S staining
and AP detection with Hilyte, a fluorescence-conjugated human AB probe, were
performed in the SAMP8 and APP-PS1 brain slices. Both stainings positively detected
AB plaques, but not the PAS granules. Still, the preadsorption controls performed in
other studies with the 4G8 antibody against AB peptides presumably showed a specific
staining result of the AB presence in PAS granules (Robertson et al., 1998, 2000). Our
results, however, indicate that the granules present in SAMP8 and APP/PS1 mice
contain neither AB peptides nor tau protein, and this observation can be extended to
other mouse strains containing PAS granules.

Studies on APB peptides deposition in SAMP8 mice brain have produced controversial
results. The AP deposits described included, among others, B/A4 protein-like
immunoreactivity granular structures (B-LIGS) (Takemura et al., 1993), AB-peptide-like
immunoreactivity deposits (AB-LI) (Fukunari et al., 1994), reelin deposits which
contained AB (Knuesel et al., 2009) and hippocampal granules containing AB4o and AB4,
(Del Valle et al., 2010, 2011; Porquet et al., 2013; Yamaguchi et al., 2012). Studies
performed by Morley et al. (2000) found AP plaques that were not discernible before
16 months of age, and became more prevalent at 22 months of age. However, Nomura
et al. (1996) did not find deposits or granular structures in SAMP8 brain although they
reported an increase in APPP-like immunoreactivity. Recently, Lou et al. (2012)
described diffuse AP plaques stained with anti-ABs, antibodies present in the
hippocampus of SAMP8 mice from 9 months onwards. From the description of the AB-
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LI and the reelin deposits containing AB (Knuesel et al., 2009), it appears that these
deposits correspond to the pathological granules further investigated in this study. As
we found that they are not stained with thioflavin S or with Hilyte-AF488, and we also
observed that AP-staining is an artifact staining due to the presence of the
contaminant I1gM, we conclude that there is no deposition of AB in these granular
structures. It should be noted that Doehner et al. (2010) reported that these granules
were stained with thioflavin-S, but we did neither observe this positivity in SAMP8
mice granules nor in those from APP/PS1 transgenic mice. In the latter, amyloid
plaques were used as positive control for thioflavin S staining. Thus, the only structures
that could be considered as AP deposition are the B-LIGS (Takemura et al., 1993), the
AB plaques appearing at advanced ages in SAMPS8 animals, as described by the Morley
group, and the diffuse plaques reported by Lou et al. (2012). However, none of these
results have been reproduced by other authors.

Pathology markers of AD-like senile plaques or AB deposits and NFT are absent in wild-
type rodents, being necessary to generate transgenic animals overexpressing human
ABPP (Games et al., 1995; Hock et al.,, 2001; Oddo et al., 2003) or to perform
intracerebral injections of AR aggregates (Frautschy et al., 1991; Reyes et al., 2004) to
generate in vivo models as a paradigm for AD studies. Deposition of AB has been well
documented in mammals; the sequence is generally >95% identical across mammals,
and all vertebrates express B- and y-secretases (Finch and Sapolsky, 1999; Sarasa and
Gallego, 2006; Selkoe et al., 1987). However, it is generally accepted that rodent AB
does not aggregate in vivo because neither the Mus musculus nor Rattus norvegicus
rodents naturally produce AB plaques (Beach, 2008; Dayan, 1971; Flood et al., 2009).
Exceptionally, Guinea pig rodents (Cavia porcelus), the common hare (Oryctolagus
cuniculus) and the South—American rodent Octodon degu have been shown to
generate AP plaques with increasing age (Inestrosa et al., 2005; lonov and
Puchinskaya, 2010; Tharp and Sarkar, 2013).

The sequence difference in Mus musculus and Rattus norvegicus results from three
amino acid substitutions from three single nucleotide changes at positions 5, 10 and 13
(Figure 11) (Jankowsky et al., 2007; Tharp and Sarkar, 2013). Mounting evidence
suggests that the absence of amyloidogenesis in these particular rodents comes from
these substitutions, although other physiological influences might be considered
(Tharp and Sarkar, 2013). The substitution in the amino acid 13 might underlie the lack
of aggregation, as it disrupts a metal binding site present in other AB peptides (Bush et
al., 1994; Liu et al., 1999; Yang et al., 2000). Early studies observed different
conformations between human and mouse AP in membrane-mimicking solvents
(Otvos et al., 1993). Moreover, a lower tendency to aggregation was described in
mouse AB respect to human AB under conditions of radical generation systems (Dyrks

181



et al., 1993). Expression of the neuronal form of two mutant forms of human ABPP
associated with AD in rat hippocampal neurons dramatically increased amyloid-
containing fragments, but when the mouse form of ABPP was expressed, a strongly
decrease was observed (De Strooper et al., 1995). In this study, when the rodent ABPP
form was 'humanized' by introducing mutations on its sequence, an increase on the
production of amyloid peptides was observed. The deficient ability of the rodent AB to
aggregate in vivo has also been proved by several studies. Overexpression of both
human and mouse AP in a triple transgenic mouse moAPP x APPswe/PS1dE9 revealed
a minimal capacity of mouse AB to induce deposition, even when the mouse AB
concentration was 3- or 4- fold respect to wild type levels (Jankowsky et al., 2007). This
same observation has been done in APP/PS1 transgenic mice (van Groen et al., 2006).
In the triple transgenic mice, the presence of mouse AP influenced human AR
aggregation, increasing its detergent solubility respect to human AB brain deposits
(Jankowsky et al., 2007; Kalback et al., 2002; Kuo et al., 2001). In regards of these
results, it has been suggested that as the majority of extra AP present in this mice is
soluble in SDS, this peptide may be accumulated only as diffuse amyloid in the brain of
these animals. Oligomeric structures, difficult to detect histologically, could contribute
also to the presence of this peptide in detergent extracts but not to its aggregation.
Moreover, immunohistochemical analysis has demonstrated an aggregation of mouse
AB around the core of human peptide senile plagues in transgenic mouse models of
AD, probably due to the inherent stability of the former peptide (van Groen et al.,,
2006; Jankowsky et al., 2007). These results can be easily interpreted considering the
amyloid seed hypothesis (section 2.2), as only when a prone-aggregating human AR is
present, mouse AP can easily acquire an amyloid structure and, consequently,
aggregate and form deposits.

Regarding these results, the absence or hardly reported presence of AB deposits in
SAMPS8 can be easily explained. SAMP8 mice have, at the amino acid level, a homology
of 99.2% with other rodent ABPP sequences. A single amino acid substitution of
alanine for valine at position 300 was unique to SAMP8 (Butterfield and Poon, 2005;
Kumar et al., 2001). However, familial AD mutations were not observed in SAMP8
cDNA (Kumar et al., 2001). Therefore, although SAMP8 mice have an increase of ABPP
and their mRNA with age (Kumar et al., 2000; Morley et al., 2000), the lack of a seed,
as well as the soluble properties of the derived peptides, do not promote the
aggregation and formation of these deposits. Then, thioflavin S staining would not be
detected, and only the appearance of AB diffuse deposits, as well as oligomers, would
be possibly accumulating or exercising a detrimental effect on the brain cells.

The lack of mouse AP deposits or their low presence does not avoid the toxic effects of
AB peptides, as it has been reported that rodent AB is also toxic (Boyd-Kimball et al.,
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2004). In SAMP8 mice, the age-related increase of ABPP mRNA affects learning and
memory (Morley et al., 2000), and these cognitive deficits are significantly improved
when the expression of ABPP is down-regulated by using an antisense oligonucleotide
specific to ABPP mRNA in aged SAMP8 mice (Butterfield and Poon, 2005; Kumar et al.,
2000, 2001). This cognitive improvement has been proposed to be associated with the
reduction of AB-induced oxidative stress, as the modulation of the oxidative stress
markers indicated (Poon et al., 2004). Therefore, it seems that the absence of AR
deposition in SAMP8 mice does not elude effects related with these peptides, such
increased oxidative stress and cognitive deficits in aged SAMP8 mice (Butterfield and
Poon, 2005).

Although the studies performed in this thesis have excluded or questioned the
presence of several components reported in the hippocampal PAS granules, a shared
reactivity pattern has been found in all the structures stained. The IgM contaminant
antibody detected the presence of an epitope which is widely expressed in the
hippocampal PAS granules. This epitope is only found in the granules, and is absent in
other healthy brain areas.

In other studies related with the MAG contaminant antibodies, the MAG antigen was
detected in human tissues of A blood group individuals, which expressed A human
surface antigen as an artifact staining (Finstad et al., 1991). Later, MAG antigen was
found in a large extent in human endometrial tissue, salivary glands, nasal mucosa
glands (Kliman et al., 1995) and normal and carcinoma specimens of ovarian
epithelium (Finstad et al., 1991) of A blood group individuals. The pattern of MAG
antibody staining included Golgi and tissues where mucins were easily stained, like
endometrial tissue. In animals, expression of MAG has been described in pancreatic
acinar rat cells (Smith et al, 1984) and in several glandular epithelia such as
submandibular, sublingual and parotid glands in rats; or intestine, oviduct and prostate
of gerbils, but its presence has not been detected in mice (Spicer et al., 1994). The only
structures of the CNS which presented a slight staining of MAG were the perivascular
astrocytes of human samples (Kliman et al., 1995), and the Golgi zone of some neurons
of Al blood group individuals (Ouwendijk et al., 2012; Zerboni et al., 2012). In our
experiments we have not observed the presence of IgM staining in Golgi cisternae.
However, the exclusive and profuse expression of an epitope in the hippocampal PAS
granules detected by the IgM contaminant antibodies suggested the appearance of a
new antigen during the formation of the hippocampal granules. Hence, the IgM
contaminant antibodies detected a neo-epitope present in the pathological
hippocampal granules of aged mice.
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In reported studies about the anti-MAG antibodies, several attempts have been
performed to characterize the MAG antigen. The main feature of MAG epitope is the
haemmagglutination of human A-type blood group erythrocytes, but not B or O type,
highlighting the presence of a GalNAc group, which is the main difference between
them (Figure 38 A). In our studies we could also detect the presence of an IgM
antibody observing the direct haemmagglutination of human A blood group
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Figure 38. Human ABO(H) blood group determinants. A) Type-1 and -2 H, A, and B antigens
that form the O (H), A, and B blood group determinants on N- and O-glycans (Stanley and
Cummings, 2009). B) The disaccharide precursors utilised by glycosyltransferases to form the
ABO and related a-galactose (a-Gal) and aN-acetylgalactosamine (aGalNAc) antigens (Milland
and Sandrin, 2006).

The human ABH(O) blood group determinants, which are constituted by two or three
monosaccharides, are carried by a disaccharide structure of the precursor chain (Figure
38 B) in glycolipids and glycoproteins of the erythrocyte membrane (Schenkel-Brunner,
2000). The antibodies recognize the last three or four sugars of these epitopes (Kabat,
1971; Schenkel-Brunner, 2000). The carbohydrate chain core structures, the carrier
molecule and the cell membrane do not change blood group specificity but may
influence serological reactivity by controlling the steric arrangement of the
determinant groups (Schenkel-Bruner, 2000).
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Based on the different reactivities of anti-MAG antibodies with the erythrocyte
subtypes, preadsorption tests of the MAG antibody with human A blood group
erythrocytes have been successfully performed (Finstad et al., 1991; Kliman et al.,
1995; Spicer et al., 1994). However, when the reactivity of these antibodies was tested
for glycolipids of human A blood group, only A3 and A4 blood group types reacted with
the anti-MAG antibody. Other experiments performed with anti-MAG antibodies
included competition tests with a type Il porcine stomach mucin (Kliman et al., 1995),
carbohydrates mixture and milk powder incubation, and all of them effectively blocked
the anti-MAG antibody staining (Spicer et al., 1994). Contradictory results were
reported in relation to the blocking activity of ovine submandibullary gland mucin
(Kliman et al., 1995; Spicer et al., 1994). As previously discussed, not only the sterical
and epitope human blood group differences could explain the differential reactivities,
but the clustered saccharide patches may also explain some observed variances in the
reactivity of the anti-MAG antibodies and their epitopes.

Accordingly, the early evidences obtained in our study confirmed the presence of a
neo-epitope of glycosidic nature in the pathological hippocampal granules of aged
mice. Different findings indicated that the neo-epitope is constituted, at least in part,
by carbohydrates. For example, the IgM contaminant antibody directed against the
neo-epitope provoked a certain level of haemmagglutination of human type-A
erythrocytes. Furthermore, preincubation of the IgM antibodies with monosaccharides
blocked the IgM staining. Finally, the PAS-positive granules’ staining supports the wide
presence of glycosylated products constituting these structures.

Neo-epitopes related to carbohydrates have been described in several situations, such
as malignant tumour cells (Vollmers and Brandelin, 2006). In this case, the epitopes are
post-transcriptional modifications of carbohydrate residues on cell surface glycolipids
and glycoproteins (Cobb and Kasper, 2005). Among the most frequent glycolipids we
could find the gangliosides and neutral glycolipids (Vollmers and Brdndlein, 2007). The
glycoproteins include, for example, the abnormal expression of MUC1 and MUC4. Heat
shock proteins can also show a modified glycosylation pattern on cancer cells
(Vollmers and Brandelin, 2007). These carbohydrate antigens are prominent targets of
immune surveillance and natural IgM antibodies (Brandlein et al., 2003; Vollmers and
Brandelin, 2006). In addition, in aging processes there is an increase in advanced
glycation end products (AGE) (Goldin et al., 2006), which are the result of
modifications of proteins or lipids non-enzymatically glycated and oxidised (Schmidt et
al., 1994; Singh et al., 2001). Early glycation and oxidation processes result in the
formation of Schiff bases and Amadori products that finally lead to the generation of
AGEs (Schmidt et al., 1994). Frequently, AGEs involve membrane proteins at the
extracellular compartment, which leads to a highly significant hardening of the blood
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vessel walls that may lead to dysfunction and disease (Gkogkolou and Béhm, 2012).
AGEs and other oxidation-specific epitopes are a type of pathogen-associated
molecular patterns that are also recognized by NAbs and other innate immune
receptors. In many, if not all, cases, molecular mimicry exists between oxidation-
specific epitopes of self-antigens and epitopes of infectious pathogens (Binder et al.,
2005). Interestingly, 1gM NAbs against oxidation-specific epitopes are present in the
sera of non-immunized mice and their titers greatly increase in ApoE-deficient mice
(Palinski et al., 1995). Another newly appearing antigen related with aging is the SCA, a
62 kDa protein firstly characterized in senescent erythrocytes (Kay, 2013) and detected
later in non-erythroid cells such as platelets, lymphocytes, liver, kidney and brain (Kay,
1981, 2005). I1gG autoantibodies against the SCA have been isolated from senescence
cells, and they induce cell phagocytosis (Kay, 2005). This neoantigen belongs to the
band-3 family of membrane proteins, and is also distributed in subcellular organelles
such as Golgi or mitochondria (Kellokumpu et al., 1988; Ostedgaard et al., 1991). It has
been related to oxidative processes and described, together with other components of
the band 3 membranes, to be deposited in fibrillary structures and processes not in
young brains but in old ones (Kay et al., 1995).

Preliminary studies about the neo-epitope characterization performed with SAMP8
mouse brain have presented several difficulties to identify the proteinic or lipidic
nature of the glycosylated epitope. A proteinase K treatment and chloroform-
methanol extraction (1:1, v/v) in mouse SAMP8 brain slices indicated that the epitope
was soluble in the organic solvent mixture but could not be enzymatically degraded by
proteinase K (non-published observations). Even though, a lipid moiety cannot be
clearly attributed to the neo-epitope, as a high amount of sialic acids could account for
the organic solvent solubility and some proteins can be proteinase-K resistant.
Additionally, studies with lipid extracts of human A blood group erythrocytes ghosts
were performed to identify the possible antigen detected by the IgM. After a
chloroform:methanol:water (4:8:3, v/v/v) extraction and an immune-overlay TLC
staining with the IgM antibody, we could identify a band in the organic phase of the
lipid extracts (non-published observations; experiments performed in A. Acosta-
Serrano and J. Turnbull laboratories). The detected band could possibly correspond to
a glycan conjugated to a long ceramide, as the compound migrated close to the
application point in a solvent system of chloroform/methanol/KCl 0.25% w/v (60:35:8,
v/v/v). The results revealed that this lipid was present in low amounts, and contained
in the A blood group red blood cell membrane.

In our case, the origin and nature of the neo-epitope is still unknown, but possibly the
neo-epitope identified is the result of a senescent, oxidative, apoptotic or proliferative-
tumorigenic progression. However, as discussed later, the phenotype presented by
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SAMP8 mice, as well as other successfully pathogenic-modifying treatments related
with antioxidative compounds, reveals an important involvement of senescence
and/or oxidative-related processes.

Ultrastructural studies performed on hippocampal granules previously reported that
these structures contained a central core of electron-dense membranous-like
structures deposition generally surrounded by a halo or electron-lucent region. The
halo is delimited externally by a plasma membrane which suggested a cellular location,
although appears discontinuous in some regions. The central core is round to ovoid in
shape, and the membrane-like structures contained in it are haphazardly aggregated
and do not resemble any cell organelle. Moreover, organelles cannot be observed in
this centre. On the contrary, cytoplasmic organelles like endoplasmic reticulum,
polyribosomes, intermediate filaments, multivesicular bodies or mitochondria have
been occasionally described in the halo region (Doehner et al., 2010; Kuo et al., 1996;
Mitsuno et al., 1999; Robertson et al., 1998). In our study, the ultrastructural features
of the granules already described were confirmed. The contrast of the electron-dense
core with the translucent core when stained with or without OsO4 highlighted the
lipidic compounds, indicating a high lipidic content of the granules core. Moreover, the
translucent region contained some blebs or big cisterns, which seemed to originate
from invaginations of the surrounding plasma membrane, but could also be near or
maintain a close contact with the core of the granules. A characteristic junction of the
plasmatic membrane surrounding the granules with the membranes of adjacent cells,
described by Kuo et al. (1996) as astrocyte-astrocyte junctions, were frequently
observed. These junctions between astrocytes were also observed in some hydropic
astrocyte end-feet around the blood vessels, an area where some granules have also
been visualized.

In previous studies, mature granules were further characterized; but granules in
formation have not been described yet. The observations showed granules that
presented some sparse membranous-like structures, instead of a compact core, thus
suggesting the appearance of granules in the first stages of their formation or
immature granules. Some features were repeated in almost all the immature granules.
The most characteristic is the presence of membranous structures that form
intracellular bubbles or blebs in the translucent zone, merged with the plasma
membrane, while others reached the membranous matrix of the inside of the granule.
Degenerating mitochondria could also be observed in this area. The plasma membrane
of the immature granules is often fragmented or unstable, as well as some membranes
of adjacent structures, thus losing the boundaries between the cell where the granule
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is formed and the adjacent structures. This phenomenon is particularly evident in
granules in formation, and is highly probable the cause that part of the neuropil is then
incorporated to it.

Although it can be considered that the material accumulated in the centre of the
granules is just an accumulation of molecular waste, the successive ultrastructural
changes from the exterior to the interior of the granules suggested a pathological
process initiated outside the granules and a migration of the degenerative structures
inward (Kuo et al., 1996).

To further characterize the presence of the neo-epitope in the ultrastructural
localization of PAS granules, immunoelectron stainings with mouse IgM contaminant
antibodies were performed. The neo-epitope was labelled with nanogold secondary
antibodies in the core of mature granules, and in the immature granules it was highly
present in the region where the core is formed. In both cases, the neo-epitope
appeared associated with membranous fragments pretending to constitute of the
granule core. This fact suggested that the neo-epitope appears during the formation of
these fragments, although a certain labelling was occasionally observed in the
membranes of adjacent structures. The neo-epitope, therefore, does not seem to be a
trigger or a key element in the formation of granules but a byproduct of it.

In the first article of this thesis, some immunostainings were performed to detect
several components related to neurodegenerative diseases and brain cells in order to
characterize the granules composition and their cellular origin. The components
stained such as NeuN protein, MAP2 and tau indicated a neuronal origin, although we
could observe in some cases the coincidence of the region occupied by a cluster of
granules and that of a determinate astrocyte. However, the aggregate clusters were
not always close to reactive astrocytes, suggesting that these cells were not essential
for the presence of clusters. In this same study we could observe astrocyte processes
adjacent to the granules, and even surrounding them, but these granules did not
appear to constitute a part of the astrocyte process. At first sight, the presence of
neuronal components, mainly NeuN protein, which is only present in the neuronal
soma, suggested a neuronal origin for the granules and some neurodegenerative
process for its formation.

Until now, the results that have been obtained about the granule origin, whether is
neuronal or astrocytic, are rather confusing. The description of some neuronal origin
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components, such as amyloid-p peptides (Robertson et al., 1998; Knuesel et al., 2009;
Del Valle et al., 2010), tau protein (Kern et al., 2011) or reelin protein (Knuesel et al.,
2009) also suggested a neuronal origin or, at least, some involvement of neurons in
their formation. However, as we reported a high number of antibody contaminations
in the granules stainings, those results should be carefully considered. The studies
about granule artifact staining revealed the presence of an IgM also in the NeuN
antibody. Hence, the staining of this protein was discarded and the relationship
between clustered granules and brain cells was reevaluated.

The ultrastructural studies performed helped to clarify the cellular origin of the
granules. The results obtained indicated that mature granules were located in the
astrocytic processes. Although the translucent zone of the granules was formed by
disturbed cytoplasm, and it was then difficult to identify the cell where the granule
was located, immunostaining studies with anti-GFAP antibodies on ultrathin sections
revealed in some cases the presence of GFAP fibrils in this zone. Moreover, small
granular structures resembling glycogen accumulations, which are characteristic of
astrocytes, were also found in the translucent zone. Furthermore, we also observed
that the plasma membrane of various granules showed junctions with the membrane
of some adjacent cells, which seems characteristic of the junctions between astrocytes
(Kuo et al., 1996), and were similar to gap junction channels described in Nagy et al.
(1999). No synaptic vesicles or presynaptic buttons have been observed in the mature
granules, neither in the core nor in the translucent zone. The relationship between
granules and astrocytes is also shown in some cases in which granules are located in
astrocyte end-feet surrounding blood capillaries. Thus, these results agreed with
previously reported ones (Jucker et al., 1994; Kuo et al., 1996; Nakamura et al., 1995;
Robertson et al., 1998), which suggested the astrocytes as the cells where the granules
are originated.

The results of this study also suggested that there was an unambiguous relationship
between granules clusters and astrocytes. As it has been previously described
(Akiyama et al., 1986; Jucker et al., 1994), the double immunofluorescence staining
with antibodies against GFAP-protein and antibodies that stained granules showed in
some cases that the granule cluster is distributed in correspondence with the reactive
astrocyte. Moreover, MAO enzyme histochemistry revealed the presence of this
enzyme in granules and several positively stained close astrocytes (Nakamura et al.,
1995). This relationship has not been observed with other cellular types, like
oligodendrocytes or microglia. These cases of cluster and GFAP-positive astrocyte
colocalization represent, however, a small percentage in the present study performed
with 9-month-old SAMP8 mice: only the 20.16% of GFAP-positive astrocytes showed
an association with a cluster, and only the 27.33% of the clusters were associated with
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a GFAP-positive astrocyte. We believe therefore that there is not a causal relationship
between the reactivity for GFAP and the presence of clusters; but the fact that clusters
and GFAP-positive astrocytes occupied spherical regions of similar sizes according to
Feret's diameters, reinforce the idea that each cluster is probably uniquely associated
with a particular astrocyte, whether this astrocyte is GFAP-reactive or not. In some
cases this astrocyte is GFAP-positive whereas in some other cases it would be a non-
reactive astrocyte or an astrocyte which had lost this reactivity due to the
degenerative processes that seem to accompany the granule formation. In addition, as
it has been shown in the results section, when an immature granule is visualized using
ultrastructural studies, it is likely to find other immature granules in the nearby areas
of the neuropil and in some cases even in the area of the same astrocytic process. This
suggests that in different regions of the same astrocyte there is a generation of
granules that will give rise to the cluster.

The granule formation process has been explained with different hypothesis
depending on the cellular origin described. Kuo et al. (1996) stated that granules were
either a byproduct of neuronal phagocytosis carried out by astrocytes or produced by
astrocytes. It has also been recently proposed that aged neurons with impairments in
their proteosomal/lysosomal degradation system form ‘budding-like’ extrusions with
accumulation of damaged or misfolded proteins as a protective strategy, and that
subsequently the aggregated extruded fibrillary material is engulfed by glia (Doehner
etal., 2012).

The results of our studies suggest that the granule formation process takes place in the
affected astrocytes processes, some of them clearly swollen or hydropic. A digestion
process of the cytoplasmic components and intracellular organelles would result in the
formation of waste or debris. This waste includes membranous fragments, which
generate a spread matrix of fibrils and thereafter the dense-core of the granule. In the
regions where the granules are forming, the plasma membrane of astrocytes appears
to show some instability revealed by a certain degree of fragmentation, a less electron-
dense appearance than the outermost regions, and the presence of irregular
invaginations and evaginations of variable sizes. In these unstable regions some
effects, which can be really aggressive, could also be observed on adjacent structures.
In some cases there are regions of neuropil where the cellular elements, including the
presynaptic buttons and the dendritic spines with their secretory vesicles, appeared
disrupted and are incorporated into the astrocytic region. The incorporation of the
secretory vesicles may lead to the false interpretation that the granule is located in a
neuronal component, as suggested by Mitsuno et al. (1999) and Irino et al. (1994). Our
results seem to indicate that glia do not engulf aggregated material, as postulated by
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Doehner et al., (2012), but the aggregation of the material is produced inside the
astrocyte from its own material and material coming from nearby neuropil regions.

According to the pattern already described (Del Valle et al., 2010), the clustered
granules mainly start their formation in the CA1 region of the hippocampus, and then
they expand gradually to regions CA2 and CA3. It is frequent to find granule clusters
close to each other, and in regard to the results obtained in our studies, the granules
origin is astrocytic. Therefore, a possible general explanation of the clustered granules
spreading process could involve the communication network of the hippocampal
astrocytes through the gap junction channels, which are formed by connexins 30 and
43, and thus constitute a glial syncitium (Figure 39) (Giaume et al., 2010).

Hemichannel = Intercellular :Eg Reflexive

| gap junction @ | |} gap junction
ﬁ Hippocampus

Figure 39. Glial syncitia and intercellular gap junctions of astrocytes. A) Localization and
structure of connexin channels in astrocytes. Domains that are occupied by neighbouring
astrocytes do not overlap, and intercellular gap junction channels are located at contact points
between neighbouring astrocytes. In an individual astrocyte, a process can contact another process
and form 'reflexive' gap junctions. Astrocytes express mainly two Cxs, Cx43 (blue) and Cx30 (red).
B) In the hippocampus, the layer of pyramidal neurons (red) limits the number of astrocytes in this
comnartment and affects their mornholoov (Gianme et al . 20101

Gap junction channels are observed in the interface of the neighbouring astrocytes and
in the contacts between the astrocytes end-feet surrounding blood vessels. Their main
functions are the intercellular ionic coupling and the allowance of the circulation of
small molecules that facilitate biochemical and metabolic coupling (Rohlmann and
Wolff, 1998). This last function permits the regulation of ions and water excess from
the perivascular compartment (Rash and Yasumura, 1999). The connection between
astrocytes allows the intercellular propagation of intracellular signalling molecules,
including Ca®* and ROS (Giaume and McCarthy, 1996; Verkhratsky, 1998). The
spreading of ROS between cells through intercellular gap junction has been recently
confirmed in endothelial cells both in vitro and in vivo (Feine et al., 2012; Nelson et al.,
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2012). In astrocytes, gap intercellular communication junctions have been proved to
be essential for the resistance to oxidative stress insults and cell death induced by
H,O, (Le et al., 2014). In pathological situations, the expression of connexins is
upregulated, especially when astrocytes are close to some lesions (Ochalski et al.,
1995; Theriault et al., 1997), possibly as a compensatory mechanism to a deficient
intercellular communication. When focusing in the CA1 region, it can be noticed that
CAl1 astrocytes are more sensitive to oxidative stress in comparison to other
hippocampal areas, as reported in transitory focal ischemia (Ouyang et al., 2007); and
they also show a higher coupling compared to the CA3, as observed in dye coupling
studies (D’Ambrosio et al, 1998). Importantly, the altered intercellular
communication, such as the cases explained above, has been suggested as one of the
nine hallmarks of senescence (section 1.3.9).

In this study, the junctions observed next to the granules in hippocampal ultrathin
sections resembled to those observed in the hydropic astrocyte end-feet which
surrounded brain blood vessels. In addition, some granules have also been found in
these astrocyte end-feet. These observations supported the identification of the
junctions located next to the granules as gap junctions between astrocytes.
Nevertheless, a proper identification of this junction should be performed in further
studies. Interestingly, MAO-B, which is an enzyme related to oxidative stress processes
(Jenner, 2012), was detected in PAS granules, as well as some hippocampal astrocytes
(Nakamura et al., 1995). This fact may be probably explained by the mitochondria
degeneration observed in granules, as this enzyme is located in the outer
mitochondrial membrane of glial cells (Jenner, 2012). The enhanced sensitivity to
oxidative stress of the CA1 hippocampal area referred above could be related to an
earlier beginning of the granules appearance in this area.

SAMP8 mice are also a known model of oxidative stress because of their high levels of
this stress presented at early ages (Alvarez-Garcia et al., 2006; Pallas et al., 2012).
Actually, an increase MAO-B has been observed in glial cells of old SAMP8 mice
comparing to SAMR1 controls (Kato-Semba and Kato, 1993; Nomura et al., 1989), and
several early disturbances have been described in SAMP8 cultured astrocytes
compared to SAMR1 strain, e.g., an increase of ROS generation or a diminishment of
the mitochondrial membrane potential, and a reduction of glutamate uptake (Garcia-
Matas et al., 2005). Thus, the high levels of oxidative stress could explain the early
appearance of granules in the CA1 zone of the hippocampus in comparison to other
mouse strains. In fact, a diminishment of the granules expression was observed after
dietary ingestion of antioxidant compounds, such as resveratrol in SAMP8 mice
(Porquet et al., 2013) or an antioxidant diet in ApoE-deficient mice (Veurink et al.,
1993); and in APP/PS1 animals, although we observed a lower PAS granules expression
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than in SAMP8 mice, it has been reported an increase of clustered granules formation
respect to the C57BL/6 genetic background controls (Doehner et al., 2010). Evidence
suggests that the neurotoxic properties of AB are mediated by oxidative stress
(Butterfield, 1997), and actually an increase of oxidative stress has been described in
AB transgenic mice (Smith et al., 1998) and a diminishment of oxidative stress brain
levels has been observed in APP-PS1 after antioxidant treatment without altering the
AB burden (Zhou et al., 2014). Therefore, oxidative stress seems to be a key factor in
the formation of the hippocampal PAS granules in several mice strains.

The observations show that granules are the manifestation of an astrocytic
degenerative process. Although the granules are not formed inside neurons, they
could be affected, as some alterations have been observed in the surrounding
neuropil. It is conceivable therefore that their presence could produce some functional
alterations, especially in old SAMP8 animals where clusters occupy almost the entire
hippocampus. The investigations performed by Soontornniyomkij et al. (2012)
performed a study with the C57BL/6N animals up to 26 months of age and showed
interesting results. They indicated that there was a negative correlation between the
number of granule clusters and the discrimination ratio obtained by the object
recognition test. Although the stainings performed might contain contaminant IgM
antibodies directed against the neo-epitope, the negative correlation between granule
clusters and the ability of object discrimination reinforces the idea of possible
functional alterations due to the presence of granules.

Summing up all the results obtained and discussed in this thesis, a model of the
formation and composition of the granules can be suggested (Figure 40). We conclude
that the granules formed in the hippocampus of aged mice are the result of a
degenerative disease process that occurs primarily in astrocytes, although nearby
structures may also be affected. During granule formation, various membranous
fragments are generated and they constitute part of the core of the granule. In these
membranous fragments, a glycosidic neo-epitope is originated. This neo-epitope is
detected by contaminant IgM antibodies present in several commercial antibodies. In
the membranous fragments constituting the granules several degenerated
mitochondrial fragments are found and, according to previous reports, MAO-B enzyme
is also present. This observation, as well as the reported evidences suggests the
principal role of oxidative stress in the granules formation process. The formation of a
granule in a particular astrocyte is not an isolated circumstance. The astrocyte
processes host different granules resulting in the formation of a granule cluster. A
dysfunction of the GJ channels could spread ROS and promote the cluster formation
across the hippocampal glial syncitia. The IgM antibodies could be NAbs existing in
several species sera, and also in SAMP8 mice. In usual conditions, the BBB could avoid
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the interaction between the own IgM NAbs and the glycosidic neo-epitope of the
hippocampal granules.
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Figure 40. Model suggested for the clustered granules composition and formation
process in the hippocampus of aged mice. Hippocampal PAS granules are organized in
clusters formed in astrocytes due to a degenerative process (1). Although the granules
formation takes place in astrocytes, other cell structures located close to the granules can be
affected by this degenerative process (2). The granule formation, which is a process related to
aging in mice, occurs after the generation of several membranous fragments that will constitute
the core of the granule (3). A glycosidic neo-epitope originated in the core of the granules has
been identified (4) due to the presence of contaminant IgM antibodies in commercial antibodies
produced in serum or ascites (5). Moreover, the MAO-B enzyme has been described to be
another component of the granules, and degenerating mitochondrial fragments are usually
constitutive of the granules core (6). The identification of a tight junction related to astrocytes
and possibly constituted by connexins might explain the involvement of oxidative stress, which
can be spread through the gap junctions of the astrocytes syncitia and promote the granules
formation (7). Finally, IgM antibodies could be NAbs existing in several species sera as well as in
SAMP8 mice, but the blood-brain barrier could avoid the interaction of these antibodies with
the glycosidic neo-epitope (8).

The granules composition and formation model proposed in this thesis does not agree
with the physiopathological significance given to the granules in previous studies.
Actually, as explained above, our study discards the interpretation of granules based
only in immunohistochemical compositions, like their identification as senile plaques
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or AB aggregates (Robertson et al.,, 1998), tau protein deposits related with a
tauopathy (Kern et al., 2011; Krass et al., 2003) or autophagosomes (Soomtornniyomekij
et al., 2012). Our results do not support either the classification of the granules as
corpora amylacea. Although there are remarkable similarities between this brain lesion
and the PAS granules, there are also important differences noticed earlier, e.g., the
main hippocampal localization and their ultrastructural properties (section 4.10)
(Jucker et al., 1994a; Robertson et al., 1998). Finally, Doehner et al. (2012) suggested
that PAS granules were budding extrusion bodies containing reelin and produced by
neurons, which were engulfed afterwards by astrocytes. The results obtained in our
studies concluded that granules are formed in astrocytes instead of neurons.
Therefore, according to our observations, this hypothesis does not explain the PAS
granules formation and could not be considered an explanation of their
physiopathological significance. In regards of the whole information available about
PAS granules, it is difficult to provide a clear physiopathological meaning of their
presence in the hippocampus. More studies regarding the formation mechanisms and
the composition of these structures are needed to provide a well-defined
interpretation of this process.

The general objective of this thesis aimed to characterize the hippocampal granules of
SAMP8 mice in order to deepening in its brain neuropathology; and thus, to provide
new knowledge to evaluate the use of these mice as an animal model of sporadic AD.
In view of the results exposed in this thesis, it can be assessed that the PAS granules do
not reproduce any known feature of the brain pathology of sporadic AD. The new data
provided in this thesis clarifies the use of SAMP8 mice regarding the hippocampal AB
deposits. However, taking into account the overall evidences of SAMP8 mice AD-like
cognitive deficits and neuropathological hallmarks, such as oxidative stress, loss of
dendritic spines, soluble AP peptides increase, as well as tau protein
hyperphosphorilation, the uncertainty of the presence of A deposits does not exclude
SAMP8 mice as an interesting model for studying the pathological “switch” between
aging and AD (Pallas et al., 2008). According to the logical criteria for evaluating animal
models of AD stated by Woodruff-Pak (2008), SAMP8 mice have certain merits, such
as better validity, better intra- and inter-laboratory reliability and better AD-related
quality (Woodruff-Pak, 2008). While the mutation-based AD models may be more
relevant to study mutation mechanisms (Woodruff-Pak, 2008), SAMP8 mice may
provide a more encompassing picture of sporadic AD (Cheng et al., 2014) and clearly
can exert the role of a suitable animal model to study degenerative processes occuring
in aging.
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V. CONCLUSIONS






10.

11.

12.

The pathological clustered granules present in the hippocampus of aged SAMP8
mice correspond to the Periodic Acid Schiff granules described in aged mice of
several mouse strains.

These pathological structures present in the hippocampus of aged mice are the
result of a degenerative process.

The degenerative process is located in the astrocytic digitations and can affect also
the surrounding neuropil, affecting neuronal structures.

The association of the granules in clusters is due to a formation process of the
granules in one astrocyte. Thus, the granules present in one astrocyte will rise into
a cluster of granules.

The appearance of abnormal membranous structures of different shapes and sizes
is observed inside astrocytic digitations when the granules formation process
occurs.

The degeneration of these membranous structures and the cellular organelles,
especially mitochondria, produce membranous waste that finally accummulates

forming the core of the granule.

A new epitope, which is absent before the formation of the granules, appears in
the membranous residues. For this reason, it has been considered a neo-epitope.

Therefore, the neo-epitope is located in the nucleus of the mature granules.

The neo-epitope contains some structure of glycosidic nature.

The neo-epitope is recognized by IgMs present as contaminant antibodies in a
wide range of commercial antibodies produced in mouse ascites or mouse and

rabbit sera.

Some contaminant IgM antibodies contained in commercial antibodies
haemmagglutinate A-type human erythrocytes, but not B and O subtypes.

The monoclonal antibodies directed against human A blood group do not

recognize the neo-epitope. Hence, the neo-epitope may not be considered
equivalent to the A-type human erythrocte antigen, but an A-like epitope.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

200

The contaminant IgM antibodies that recognise the neo-epitope are probably
natural antibodies.

The presence of the neo-epitope in the granular structures and the IgMs
contained in commercial antibodies have produced false-positive stainings, and as
a result, they have generated misunderstandings about the physiopathological
significance and the nature of the hippocampal granules of aged mice.

The hippocampal granules of aged mice do not contain neither B-amyloid peptides
nor tau protein.

The elucidation of the neo-epitope structure will provide relevant information
related to the age-associated degenerative process in the central nervous system.

Human brain lesions described in patients of neurodegenerative diseases or aged
individuals do not correspond to the clustered pathological granules present in the
hippocampus of aged mice.

The knowledge of the neo-epitope found in the present study may be useful to
look for these structures in diseased human brain.
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