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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que
constituye la causa mas comun de demencia entre las personas de edad avanzada
cuyas principales alteraciones neuropatologicas son la acumulacién de 3-amiloide
(AB) y la hiperfosforilacion de la proteina tau. Numerosos estudios han propuesto
que el péptido A podria ser responsable de alteraciones en la funcién mitocondrial
en la EA. En esta tesis se ha estudiado el efecto de AB sobre diversos aspectos de la
dinamica mitocondrial a lo largo de la evolucidn de esta patologia. Para ello se
utilizaron modelos de EA in vivo (ratones APP/PS1) e in vitro. Nuestros resultados
indicaron que la sobrecarga de A provocaba alteraciones en la dinamica
mitocondrial, incluyendo una disminucién de la biogénesis y un desbalance de las
proteinas de fusién y fision mitocondrial que culmina en un incremento de la
mitofagia. Estas alteraciones son precedidas por una interaccién directa del péptido

AP en el metabolismo y en la funcién mitocondrial.

Nuestros resultados muestran que, ademas de mitofagia, la sobrecarga de AR
produce un aumento de la autofagia, tal como mostré el incremento en los niveles
de sus principales marcadores en los diferentes modelos experimentales. El
mecanismo de autofagia en la EA juega un importante papel tanto en la eliminacién
del péptido amiloide como en la eliminacién de organulos dafados, incluyendo las
mitocondrias, cuya acumulacion puede resultar téxica para las células. Una
reduccion excesiva en la cantidad de mitocondrias por el efecto téxico del péptido
AB puede tener consecuencias fatales para las neuronas, resultando en una

reduccion en la produccién de energia confiada plenamente a las mitocondrias.

Finalmente, se analiz6 el efecto de un inhibidor de fosfodiesterasa (PDE) 7, el
compuesto S14, sobre las alteraciones previamente atribuidas a la sobrecarga de Aj,
relacionadas con la dinamica mitocondrial y con los procesos de autofagia. Nuestros
datos indicaron que el compuesto S14 revertia los efectos del péptido AP sobre la
dinamica mitocondrial y autofagia tanto en los modelos animales como celulares.
Este trabajo sugiere que el tratamiento con S14 podria ser beneficioso como

herramienta terapéutica para la EA.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that constitutes the
most common cause of dementia among the elderly. The main neuropathological
hallmarks are amyloid-f (Af) accumulation and tau protein hyperphosphorylation.
Numerous studies have proposed that the AB peptide could be responsible for
alterations in mitochondrial function in AD. In this thesis, the AP effect on
mitochondrial dynamics throughout the evolution of this pathology has been
studied. For this, in vivo (APP/PS1 mice) and in vitro models of AD were used. Our
results indicated that AB overload caused alterations in mitochondrial dynamics,
including decreased biogenesis and an imbalance of mitochondrial fusion and
fission proteins, resulting in increased mitophagy. These alterations are preceded

by direct interaction of the A3 peptide in metabolism and in mitochondrial function.

In addition to mitophagy, our results show that A overload increases autophagy,
as shown by the increased levels of autophagy main markers in the different
experimental models. The autophagy mechanism in AD plays an important role
both, in the removal of amyloid peptide and in the removal of damaged organelles,
including mitochondria, the accumulation of which can be toxic to cells. An excessive
reduction in the number of mitochondria by the toxic effect of the A peptide can
have fatal consequences for neurons, resulting in a reduction in energy production

fully entrusted to the mitochondria.

Finally, the effect of a phosphodiesterase (PDE) 7 inhibitor, S14, on mitochondrial
dynamics and autophagy alterations due to AB overload was analyzed. Our data
indicated that S14 restored the AP peptide effects on mitochondrial dynamics and
autophagy in both, animal and cellular models. This work suggests that S14

treatment could be beneficial as a therapeutic tool for AD.
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INTRODUCCION

1. Introduccion a la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo progresivo que
constituye la forma mas comtn de demencia, representando el 50-70% de todos los casos
(Winblad et al,, 2016). La EA afecta a nivel mundial a mas de 24 millones de personas y
cada afio se diagnostican unos 4,6 millones de nuevos casos. Su prevalencia es de
aproximadamente un 6,4% en la poblacién mayor de 60 afios (Mayeux & Stern, 2012). Se
caracteriza principalmente por pérdida de memoria y un progresivo deterioro cognitivo
que afecta a areas del cerebro relacionadas con la orientacidn, el uso del lenguaje, el
comportamiento y la resoluciéon de problemas, entre otros (Katzman, 1986; Riancho et
al,, 2020).

Los sintomas tipicos de la enfermedad fueron descritos por primera vez en 1906 por
el Dr. Alois Alzheimer, tras tratar a una paciente de 51 afios. Mas tarde, en el afio 1910, se
acufi6 el término de “enfermedad de Alzheimer”, que fue aprobado por toda la comunidad

cientifica.

2. Neuropatologia de la EA

A nivel macroscopico, las caracteristicas patologicas principales que se observan en
el cerebro de personas con EA son la atrofia del hipocampo y de la corteza cerebral,
dilatacion de los ventriculos y disminucion del peso y volumen cerebral (Poulakis et al,,
2018). La atrofia cortical afecta principalmente a los l6bulos temporales, frontales,
parietales y occipitales. Las secciones a través de los hemisferios cerebrales muestran un
adelgazamiento de la lamina cortical y dilatacion de las cavidades ventriculares.

A nivel microscépico, las principales alteraciones que caracterizan a la EA ya fueron
descritas por el Dr. Alzheimer como unos “depdsitos de una sustancia peculiar en la
corteza” que son lo que hoy conocemos como “placas de amiloide”, unos “cambios
peculiares en las neurofibrillas” hoy conocidos como “ovillos neurofibrilares” y la muerte
neuronal en areas selectivas del cerebro (Sery et al, 2013). Las placas de amiloide,
también conocidas como placas seniles, son acimulos extracelulares insolubles formados
principalmente por el péptido beta-amiloide (Af). Segun sus caracteristicas morfoldgicas
se pueden dividir en dos variedades: difusas o preamiloides y compactas o neuriticas.

El péptido AP se genera a través del procesamiento proteolitico de la proteina
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precursora de amiloide (APP; del inglés Amyloid Precursor Protein) (Rao et al., 2020)
mientras que los ovillos neurofibrilares son inclusiones intracelulares formadas por la
proteina Tau hiperfosforilada (Mandelkow & Mandelkow, 2011). Tanto la presencia de
ovillos neurofibrilares como la degeneraciéon neuronal comienzan en la corteza entorrinal
y se extienden hacia el neocortex. Por su parte, la presencia de los depédsitos de A
comienza en el giro dentado, en el 16bulo temporal y en el sistema limbico (Braak & Braak,
1991; Thal et al., 2002).

Otras alteraciones caracteristicas de la EA incluyen la presencia de neuritas
distroficas alrededor de las placas neuriticas, la pérdida de la funcién sinaptica, la
neuroinflamacion, el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial (Ganguly et al., 2017).
Diversos estudios indican que la pérdida de la funcién sinaptica es una caracteristica
fisiopatolégica en la EA y la relacionan con la presencia de los agregados caracteristicos
de la enfermedad, con la degeneracion sinaptica, con la pérdida de densidad de espinas
dendriticas y con otras alteraciones relacionadas con la plasticidad sinaptica (Li et al.,
2018; Lista & Hampel, 2017). Las neuritas que se encuentran proximas a las placas de
amiloide presentan morfologias distréficas que comprometen el transporte celular
(Serrano-Pozo et al,, 2011). Otros estudios han visto que las formas solubles de Tau
también pueden resultar téxicas para las sinapsis (Giannakopoulos et al., 2003; Kopeikina
et al, 2012). Mas adelante, se describiran en detalle el resto de las caracteristicas

mencionadas y su relacion con la neuropatologia de la EA.

3. Etiologia de la EA

Aunque no se conoce la causa concreta de la EA, se considera que es una enfermedad
multifactorial que puede tener origen genético y/o ambiental (Dorszewska et al., 2016).
En funcion de las causas que originan la enfermedad, de la incidencia y de la edad de
aparicion, la EA se puede clasificar en dos variantes: EA de tipo familiar, que esta ligada a
mutaciones en genes especificos y representa menos del 1% de los casos y, EA de tipo
esporadico, que tiene un origen desconocido y esta ligada a factores de riesgo. En torno
al 99% de los casos de Alzheimer esta representado por la EA de tipo esporadico (Harris

& Harris, 2015; Lista et al,, 2015).
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3.1 Enfermedad de Alzheimer de tipo familiar

La EA de tipo familiar suele desarrollarse antes de los 60 afios. En los casos de EA
familiar los afectados presentan mutaciones en 3 genes especificos que se heredan de
forma autosémica dominante. Estos genes son el gen APP en el cromosoma 21 y que
codifica para la proteina precursora de amiloide (APP; del inglés Amyloid precursor
protein), el gen PSEN1 en el cromosoma 14, que codifica para la proteina presenilina 1
(PS-1) y, finalmente, el gen PSENZ en el cromosoma 1, que codifica para la proteina
presenilina 2 (PS-2) (Canevelli et al, 2014). En la actualidad se han descrito 60
mutaciones en APP,314 en PSEN1y 56 en PSENZ que generan EA familiar. Las mutaciones
producidas en estos tres genes (APP, PSEN1 y PSENZ) alteran el metabolismo de APP y
conducen a la acumulacién patolégica de AB (http;//www.alzforum.org/mutations/;
Bagyinszky et al., 2018, 2019; Van Giau et al., 2019). Mutaciones en PSEN1 y PSENZ son
las responsables de hasta el 95% de los casos de EA familiar, siendo las mutaciones en

PSEN1 las mas comunes (Canevelli et al., 2014).

3.2 Enfermedad de Alzheimer de tipo esporadico

La EA de tipo esporadico es la forma mas comun y se suele desarrollar a partir de los
65 afios. Se han descrito multitud de factores de riesgo entre los que destacan los
asociados con la edad, el sexo, la dieta, el sistema inmunitario o alteraciones metabdlicas
y vasculares, entre otros (Armstrong, 2019). Existen ademas factores de riesgo genéticos
que pueden estar implicados en la patogénesis de la enfermedad de tipo esporadico
siendo el principal el genotipo APOE (Butterfield & Mattson, 2020). Estudios de
asociacion de todo el genoma han permitido identificar nuevos genes que pueden
constituir factores de riesgo de la EA como UBQLN1, DAPK1, GABZ, TREMZ2, PICALM,
ABCA7, SORL1 o CLU, y mas recientemente TETZ (Bertram et al.,, 2007; Cochran et al,
2020; Lambert et al., 2013; Williamson et al., 2009).

4. Etiopatogenia de la EA
4.1 Hipotesis de la cascada amiloide
La hipodtesis mas aceptada sobre el origen de la EA es la “hipdtesis de la cascada

amiloide”, que fue propuesta en los afios 90 y postula que los depdsitos de A constituyen
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la causa principal en el inicio patolégico de la EA y que la formaciéon de ovillos
neurofibrilares, el dafio vascular, la muerte celular y la demencia son las consecuencias
directas de estos depdsitos (Hardy & Higgins, 1992). Esta teoria ha sido apoyada durante
afios, pero también se ha puesto en duda, debido principalmente a que el nimero de
placas de amiloide observadas en estudios postmortem en cerebros de pacientes no
correlacionan con el deterioro cognitivo, mientras que el numero de ovillos
neurofibrilares si guarda relacién de forma muy estrecha con el grado de demencia.
Ademas, se ha observado la presencia de depésitos de Af3 en personas cognitivamente
sanas (Bilgel et al.,, 2018; Huber et al., 2018; Naslund et al., 2000). El péptido Af3 procede
del procesamiento proteolitico de APP que es catalizado por las enzimas llamadas a-, §3-,
0 Y-secretasas. y-secretasa, a su vez, es un complejo tetramérico formado por 4 proteinas,
presenilina 1 (PS-1) y presenilina 2 (PS-2), nicastrina, Aph-1 (del inglés anterior pharynx
defective 1) y PEN-2 (del inglés presenilin enhancer 2). Las 4 proteinas son necesarias para
su correcto funcionamiento. En concreto, PS-1 y PS-2, cuyas formas mutadas, como se ha
mencionado, dan lugar a la enfermedad de tipo familiar, forman parte de la subunidad
catalitica del complejo de y-secretasa (Escamilla-Ayala et al., 2020; Keller et al., 2020).
APP es una proteina transmembrana que se expresa en la mayoria de los tipos celulares
incluyendo las neuronas. Aunque a dia de hoy no estan claras las funciones de APP, se le
atribuyen algunas relacionadas con los mecanismos de supervivencia celular, migracion
o crecimiento celular, entre otras (Tiwari et al, 2019). Es una proteina formada por 770
aminodacidos que, dependiendo de su procesamiento proteolitico, puede generar los
diferentes fragmentos amiloidogénicos (Reiss et al., 2018). Existen dos vias alternativas
del procesamiento proteolitico de APP, la via amiloidogénica, en la que se generan las
formas de AP y que es la responsable de la formacion de los depdésitos de amiloide, y la
via no-amiloidogénica, que no genera A y se considera la via predominante (figura 1). El
procesamiento de APP por la via amiloidogénica implica la actuaciéon de los complejos
enzimaticos [-secretasa (BACE-1, principalmente) y y-secretasa. BACE-1 realiza una
proteolisis en APP generando un fragmento de 99 aminoacidos (C99) que, queda anclado
a la membrana plasmatica y, otro fragmento soluble de 16 aminoacidos (sAPP(3). Cuando
el fragmento C99 es cortado por y-secretasa, da lugar a los péptidos AB4o y APaz,
dependiendo del residuo donde se corte (Castro et al., 2019; Das et al,, 2015; Otero et al,,
2018) (figura 1). En mayor medida, se generan péptidos amiloides con una longitud de

40 aminoacidos (AP40) y, en menor cantidad, los péptidos que se generan son de 42
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aminodacidos (AB42) (Gugliandolo et al., 2019). El péptido AB42 constituye el principal
componente de las placas de amiloide y se agrega mas facilmente que el péptido AB4o, que
es mas soluble (Takahashi et al,, 2017). La estructura de los péptidos A3 se modifica una
vez alcanzan el espacio extracelular convirtiéndose en monémeros de A3 mal plegados.
Estos pueden ser eliminados o ensamblarse formando oligdmeros y agregados de Af3
(Larson & Lesné, 2012; Spies et al, 2012). Durante afios se han considerado a los
agregados fibrilares como el principal agente causal de la pérdida neuronal pero
recientes estudios sugieren que los oligdmeros solubles serian la toxina neuronal mas
probable en la EA (Brito-Moreira et al., 2017; Ferreira et al.,, 2015).

Por otra parte, cuando se produce el procesamiento proteolitico de APP por la via no-
amiloidogénica, se lleva a cabo por mediacién de la enzima a-secretasa (figura 1). Se
produce una primera escision generando un fragmento de 83 aminoacidos en el extremo
C-terminal (C83) de APP y otro fragmento, mas pequefio y soluble, que es liberado al
medio extracelular (sAPPa). Posteriormente, el fragmento C83 que habia quedado
retenido en la membrana plasmatica es escindido por la enzima y-secretasa y da lugar a
un fragmento denominado p3 y al dominio intracelular de APP (AICD; del inglés APP
intracelular domain) (Gugliandolo et al,, 2019; Xie et al., 2019) (figura 1).
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Figura 1. Procesamiento de la proteina APP. En la ruta amiloidogénica, la enzima (3-secretasa genera un
fragmento soluble (sAPP) y otro fragmento, C99, que es procesado por la enzima y-secretasa generando los
péptidos ABso 0 AB42. En la ruta no amiloidogénica, la enzima a-secretasa genera un fragmento soluble
(sAPP) y otro fragmento, C83, que queda anclado a la membrana. Este fragmento es procesado por la
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enzima y-secretasa dando lugar al fragmento llamado p3 y al dominio intracelular de APP (AICD). La ruta
no amiloidogénica evita la formacion de A. (Fuente: elaboracién propia).

4.2 Hiperfosforilacion de Tau

La hiperfosforilacion de Tau da lugar a un conjunto de enfermedades
neurodegenerativas cuya caracteristica comun es la presencia de agregados de la
proteina Tau hiperfosforilada en forma de ovillos neurofibrilares (Mandelkow &
Mandelkow, 2011). Estas enfermedades neurodegenerativas se conocen como taupatias
(Arendt et al, 2016), que incluyen a la EA y también a otras como la demencia
frontotemporal y la enfermedad de Pick (Kovacs, 2018). La proteina Tau forma parte de
la familia de proteinas asociadas a microtibulos (MAPs; del inglés microtubule associated
proteins), esta codificada por el gen MAPT y se expresa principalmente en las neuronas
(Buée et al, 2000). La funcién principal de Tau es proporcionar estabilidad a los
microtdbulos en las neuronas mediante su dominio de union en el extremo C-terminal y,
su correcto funcionamiento, depende de su grado de fosforilacion. La proteina Tau puede
ser fosforilada en 85 sitios de fosforilaciéon distintos (45 serinas, 35 treoninas y 5
tirosinas) (Wang et al, 2013). El estado de fosforilacién de cualquier proteina puede
determinar la actividad enzimatica de la misma, su localizacion intracelular o su
capacidad para interaccionar con otras proteinas (Watanabe & Osada, 2016) y su grado
de fosforilacion depende de la actividad de quinasas y fosfatasas, encargadas de afiadir o
eliminar grupos fosfato, respectivamente. La fosforilacion de Tau resulta del balance
entre la accion de quinasas y fosfatasas, donde una mayor actividad por parte de las
quinasas da lugar a su hiperfosforilacion (Lee et al., 2021). Entre las principales quinasas
involucradas en la fosforilaciéon de Tau destacan, MAPK (del inglés mitogen activated
protein kinase), GSK-3f3 (del inglés, Glycogen synthase kinase 3 beta) que fosforila multitud
de sitios en los filamentos helicoidales (Hernandez et al.,, 2013), o las quinasas CDK2 y
CDK5 (del inglés cyclin dependent kinase) (Johnson & Stoothoff, 2004). La
hiperfosforilacion de Tau provoca una reduccién de su afinidad por los microtibulos, lo
cual afecta a la estabilizacion de los mismos. A su vez, el estado de hiperfosforilacién hace
que la proteina tienda a polimerizar dando lugar a los filamentos apareados helicoidales.
Estos se agregan y forman los ovillos neurofibrilares, que son insolubles y dificultan el
transporte axonal (Rajaei et al,, 2020). Ademas, los ovillos neurofibrilares promueven la

muerte celular por apoptosis, la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, del
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inglés reactive oxygen species), dificultan la funcién mitocondrial y llegan a provocar
disfuncién sinaptica y neurodegeneracion (Jouanne etal., 2017; Pirscoveanu etal., 2017).

En la EA se sabe que los depdsitos de A3 aparecen antes que la acumulacién de la
proteina Tau hiperfosforilada en el cerebro de los pacientes. También, se ha descrito que
lareduccién de Tau endégena permite disminuir las alteraciones cognitivas inducidas por
AP en un modelo animal de amiloidosis (McAllister et al.,, 2020). Otros estudios in vitro e
in vivo demostraron que la inactivacion de la proteina Tau implicaba una reduccién de los
efectos toxicos del péptido amiloide (Rapoport et al.,, 2002; Roberson et al., 2007). Estas
evidencias apoyan la importancia del papel de Tau en el proceso de neurodegeneracion
(Avila et al, 2013) y promovieron el inicio de ensayos clinicos en pacientes con EA
enfocados a la reduccion de la hiperfosforilacion de tau (Congdon & Sigurdsson, 2018).
Otros estudios han demostrado que la proteina GSK-3f interviene en la escision de APP,
favoreciendo el aumento de la produccién del péptido AB (Cai et al., 2012). Por su parte,
el péptido amiloide es capaz de inhibir la inactivaciéon de GSK-3f, favoreciendo asi la
fosforilacion de Tau (Alvarez et al., 1999; Hernandez et al.,, 2010; Salcedo-Tello et al.,
2011). Estas evidencias refuerzan la idea de que esta proteina, GSK-3f3, podria establecer
un vinculo entre la sobrecarga de amiloide y los acumulos de proteina Tau.

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de placas de amiloide no se
correlaciona con el nivel de pérdida neuronal en los pacientes con EA. Sin embargo, si se
ha observado una relacién mas directa entre el grado de la enfermedad y la presencia de
ovillos neurofibrilares dando lugar a la clasificacion por estadios Braak (Arriagada et al.,

1992; Heiko Braak & Braak, 1991; Hardy & Higgins, 1992).

4.3 Neuroinflamaciéon

La inflamacion crénica y las alteraciones en el sistema inmune son otra de las
caracteristicas de la EA que, a su vez, pueden encontrarse en otras enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson, la esclerosis multiple o la
esclerosis lateral amiotréfica (Chen et al., 2016). En todos estos casos se encuentran
marcadores de inflamacién crénica. El término “neuroinflamacién” se refiere a la
respuesta inflamatoria desencadenada en el sistema nervioso central (SNC) tras un dano

neuronal (Calsolaro & Edison, 2016).
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En cerebros de pacientes con EA y en modelos animales de la enfermedad, es posible
encontrar un aumento de la activacion de la microglia y astrocitos reactivos en estadios
tempranos de la enfermedad, signos claros de inflamacién en el SNC (Ahmad et al., 2019;
Hansen et al,, 2018; Lian et al., 2016). Se cree que, en los inicios de la enfermedad, la
activacion de la microglia actia como un mecanismo protector desencadenando la
liberacion de citoquinas y la sintesis de enzimas proteoliticas que rompen las placas de
amiloide (Heneka et al, 2015). De hecho, se han encontrado células de la microglia
rodeando placas de amiloide en cerebros de pacientes con EA (Cai et al., 2014; Minter et
al., 2016). Por su parte, los astrocitos son las células mas abundantes en el cerebro y
ofrecen un apoyo fundamental en multitud de funciones cerebrales como la transmision
neuronal, la regulacion de la plasticidad sinaptica, apoyo neurotréfico, o mantenimiento
de la homeostasis cerebral (Halassa & Haydon, 2009; Heneka et al,, 2015). La activacién
de los astrocitos desencadena una respuesta inflamatoria liberando citoquinas,
modulando la permeabilidad de la barrera hematoencefalica y formando “cicatrices
gliales” (Verkhratsky etal., 2010). Se ha demostrado en numerosas ocasiones la presencia
de astrocitos reactivos en cerebros de pacientes con EA (Carter et al.,, 2012; Liddelow et
al, 2017; Rodriguez-Vieitez et al, 2015; Yu et al, 2005), concretamente en zonas
proximas a las placas de amiloide en areas de la corteza (Morales et al.,, 2014; Simpson et
al, 2010). Los astrocitos reactivos son capaces de detectar y acumular péptidos de
amiloide para su posterior degradacion (Nagele et al., 2003). Sin embargo, cuando un
exceso de inflamacién persiste en el sistema nervioso central y, contribuye a la muerte
neuronal sobrepasando la respuesta protectora de la microglia, se produce un
desequilibrio progresivo conocido como neuroinflamacién croénica, que se caracteriza
por una produccién excesiva de citoquinas proinflamatorias y produccién de compuestos
oxidantes (Calsolaro & Edison, 2016; C. Liu et al,, 2014). A este respecto, se ha descrito
que los niveles periféricos de las citoquinas proinflamatorias son mas altos, mientras que
los niveles de citoquinas antiinflamatorias son mas bajos en pacientes con EA (Vida et al,,
2018).

Estos desequilibrios desencadenan alteraciones en el sistema inmune en los pacientes
con EA. Algunos estudios muestran que los linfocitos de pacientes con EA presentan una
escasa actividad proliferativa asi como una reduccion de la viabilidad celular (Cao &

Zheng, 2018; Yoon et al., 2010). También se han observado defectos en la migracion de
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leucocitos hacia zonas de inflamacién en pacientes con EA comparados con individuos
sanos (Stieler et al., 2001; Trieb et al., 1996).

La neuroinflamacion y las alteraciones en el sistema inmune son eventos tempranos
en la EA, que preceden a los depdsitos de amiloide y, segtin algunos autores, podrian ser
la causa directa de la muerte neuronal (Combs etal., 2001; O'Brien & Wong, 2011; Wright
et al.,, 2013). En cerebros de pacientes y modelos de EA, se aprecia un aumento de la
activacion de la microglia en estadios tempranos de la enfermedad. En un primer
momento la activacion de la microglia actiia como mecanismo protector desencadenando
la liberacion de citoquinas y sintesis de enzimas proteoliticas que rompen las placas de
amiloide. Sin embargo, una inflamacion persistente y en exceso en el SNC contribuye a la
muerte neuronal y sobrepasaria la respuesta protectora de la microglia (Calsolaro &

Edison, 2016; Liu et al., 2014).

4.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es otra de las caracteristicas patologicas encontradas en la EA y en
otras enfermedades neurodegenerativas y que se relaciona con la muerte neuronal
caracteristica. El estrés oxidativo se produce por un exceso en la produccion y
acumulaciéon de ROS (Siddhartha et al,, 2018; Tonnies & Trushina, 2017), que puede
desencadenar dafios en las proteinas, en lipidos (peroxidacién lipidica), en el ADN y en el
ARN. Aunque las ROS pueden desempefiar funciones fisiolégicas importantes y
necesarias para las células, cuando se producen en exceso pueden ocasionar
consecuencias negativas, alterandose el metabolismo lipidico, produciéndose dafios en
los mecanismos de reparacion del ADN y disminuyendo el metabolismo energético
(Perluigi et al.,, 2014).

En estudios postmortem con pacientes con EA se han encontrado aumentados
algunos marcadores de estrés oxidativo en las zonas del cerebro mas afectadas de la
enfermedad. Por ejemplo, se ha visto que la presencia de acidos grasos poliinsaturados
derivados de la peroxidacion lipidica (Reddy et al, 2009) o la presencia de grupos
carbonilo resultantes de proteinas dafiadas por los radicales libres (Skoumalova & Hort,
2012) contribuyeron a la pérdida neuronal. También se han observado niveles altos de la

enzima ciclooxigenasa COX-2 que se encarga de mediar los procesos de inflamacién y, por
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el contrario, se han detectado niveles bajos de la enzima SIRT-1, implicada en
mecanismos neuroprotectores (Testa et al.,, 2016).

Estas observaciones y otros experimentos in vitro han probado la relacién del péptido
AP con la produccién de ROS. Concretamente, se ha visto que el cobre, el hierro y el zinc
interaccionan con AP y contribuyen a la formacién de los agregados de amiloide e
inducen la formacion de ROS a través de la produccion de H202 en las neuronas
(Mantzavinos & Alexiou, 2017).

La produccién de ROS esta estrechamente ligada a la mitocondria al constituir ésta la
principal fuente de ROS en la célula pero también porque son la diana principal del estrés
oxidativo (Aluise et al, 2010; Hilt et al, 2018). Se han observado algunos efectos
relacionando la acumulacién de A3 con alteraciones en las mitocondrias, reflejados en un
aumento de la produccion de ROS, una disminuciéon del potencial de membrana
mitocondrial (A¥.) y de la produccién de ATP y en la liberacion de factores apoptoticos
(Yan et al,, 2018; Yao et al., 2018). En numerosos estudios se han observado cambios
significativos en la forma y nimero de las mitocondrias, modificaciones en el ADN
mitocondrial, en proteinas y lipidos, asi como alteraciones en los procesos de dinamica
mitocondrial en modelos in vivo e in vitro de la EA (Bossy et al., 2010; Manczak et al.,
2011; Wang et al., 2008, 2009).

La conexion entre la muerte neuronal en la EA y el estrés oxidativo podria estar ligada
aun aumento en los niveles de Ca2* citosolico que son letales para la célula. El Ca%* celular
juega un papel esencial en el crecimiento y diferenciaciéon de las neuronas, en la
modulacién de los potenciales de accion, en la plasticidad sinaptica y en los procesos de
aprendizaje y memoria. Por lo tanto, defectos en la homeostasis del Ca2* contribuyen al
deterioro celular potenciando los procesos de necrosis, apoptosis, autofagia y
degeneracion. A mediados de los afios 80 se propuso la hipétesis de que la desregulacion
en el metabolismo del Ca2*erala responsable de la neurodegeneracién (Tongetal.,, 2018).
El aumento del estrés oxidativo podria estar relacionado con alteraciones en la
homeostasis del Ca2*y estas alteraciones, a su vez, podrian estimular la produccion de
ROS por parte de la mitocondria (Gibson & Thakkar, 2017). Ademas, se ha relacionado
tanto a los depdsitos de amiloide como algunas mutaciones en PSEN1 con defectos en la
regulacion de la homeostasis de Ca2* que son observables en los estadios mas tempranos

de la EA y permanecen en estadios avanzados (Llinas & Moreno, 2017).
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4.5 Alteraciones en los procesos de autofagia

Otras alteraciones encontradas en la EA son fallos en los mecanismos de autofagia. La
autofagia es un mecanismo catabélico intracelular altamente conservado en eucariotas
que permite la degradacion y reutilizacion de proteinas y organulos. Existen 3 subtipos
de autofagia: macroautofagia, en la que se forma una vesicula de doble membrana, el
autofagosoma, que secuestra a las proteinas u organulos celulares a eliminar para su
posterior fusion con el lisosoma y degradacion del contenido por las enzimas lisosomales;
microautofagia, en la que se producen invaginaciones en las membranas de los lisosomas
para secuestrar componentes citoplasmaticos; y autofagia mediada por chaperonas, en la
que la chaperona Hsp70 identifica las proteinas a degradar y las transporta
individualmente hasta la membrana de los lisosomas (Parzych & Klionsky, 2014). En el
proceso de macroautofagia la proteina LC3-I se conjuga con fosfatidiletanolamina dando
lugar a la forma madura LC3-II, que se localiza en la membrana de los autofagosomas, los
cuales engullen el sustrato a degradar. El principal adaptador autofagico, p62,
interacciona directamente con proteinas ubiquitinadas a través de su dominio de unién
UBA (del inglés C-terminal ubiquitin-associated domain) e interacciona a su vez con LC3-
[l através de sudominio LIR (del inglés LC3-interacting region) cerrando el autofagosoma
y permitiendo su fusién con el lisosoma (Liu et al,, 2016). El complejo formado tras la
fusion autofagosoma-lisosoma se denomina autolisosoma y en él se liberan y actdan las
enzimas hidroliticas que degradan el contenido a eliminar o reutilizar por la célula (Boya
etal, 2013, 2016; Pankiv et al., 2007).

La alteracién del flujo autofagico tiene consecuencias patolégicas en multitud de
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Huntington y la EA (Nixon, 2013). Todas estas enfermedades tienen en
comun la presencia de agregados proteicos en el cerebro, que podrian ser el resultado de
fallos en los procesos de eliminacion como la autofagia. El fallo en la eliminacién de estos
agregados proteicos y, por tanto, su acumulacion, puede resultar téxico para las células.
Multitud de estudios sefialan la importancia de un buen funcionamiento de la autofagia
para mantener el equilibrio entre la acumulacién y la eliminacién de proteinas
defectuosas en el sistema nervioso, por lo tanto, estas alteraciones pueden ser la base de
muchas enfermedades neurodegenerativas (Ghavamietal, 2014; Guo etal,, 2018; Levine

& Kroemer, 2019; Menzies et al., 2017). Por esta razon, se piensa que la desregulacion o
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fallos en este proceso podrian estar ligados a la formaciéon de placas de amiloide y
agregados de Tau caracteristicos dela EA (Lietal.,, 2017). En algunos estudios in vitro con
lalinea celular humana dopaminérgica de neuroblastoma, SH-SY5Y, se ha observado que,
tras el tratamiento con el péptido AB, se induce la formacién de vesiculas autofagicas de
tal manera que el proceso de autofagia actia como mecanismo neuroprotector ante la
toxicidad causada por A (Hung et al,, 2009; Ohta et al., 2010). Hamano y colaboradores
demostraron que la autofagia desempefia un papel importante en la eliminacién de la
proteina Tau, y que alteraciones en este proceso tienen como resultado la formacién de
agregados insolubles de Tau (Hamano et al., 2008). En el modelo animal murino de EA,
APP/PS1, portador de la mutacién sueca en el gen de APPy de una delecién en el exén 9
del gen PSEN1, se ha observado un bloqueo del inicio del proceso de autofagia, una
reduccion en la formaciéon de autofagosomas y, simultdneamente, actimulos de
autofagosomas, lo que pone de manifiesto la existencia de alteraciones en los procesos de
autofagia (Han et al., 2018; Moreiraetal., 2010; Zhao et al., 2018). Por ultimo, en cerebros
postmortem de pacientes con EA se han apreciado en diferentes estadios de la
enfermedad, acumulaciones de vesiculas autofagicas y alteraciones en los niveles de
proteinas implicadas en la autofagia como LC3-II, p62 o Beclin 1, entre otras (Bordi et al.,
2016; Pickford etal., 2008). Todas estas observaciones sugieren que la alteracion del flujo
autofagico puede contribuir a acumulacién de A y posiblemente al desarrollo de la

patologia de Alzheimer.

4.6. Alteraciones mitocondriales

En la EA se han encontrado evidencias de alteraciones mitocondriales que, como
se ha comentado anteriormente, en algunos casos pueden ser consecuencia de aumentos
del estrés oxidativo. Estas alteraciones en la homeostasis mitocondrial se han relacionado
con la acumulacién del péptido AB y, finalmente, con la muerte neuronal (Briston & Hicks,
2018). Las mitocondrias son organulos fundamentales de la célula porque desempefian
importantes funciones como la sintesis de ATP y el control de la muerte celular por
apoptosis y estan implicadas en procesos de supervivencia celular, en la sefializacion de
Ca?*y en el mantenimiento de la homeostasis celular (Kannurpatti, 2017; Tzameli, 2012).
Son organulos compuestos por una doble membrana, la mitocondrial externa (MME) y la

membrana mitocondrial interna (MMI) que encierran a la matriz mitocondrial. La MMI
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posee una estructura mas compleja, formando crestas mitocondriales para aumentar su
superficie y en ella se lleva a cabo el transporte de electrones en la cadena respiratoria y
la fosforilaciéon oxidativa (Mejia & Hatch, 2016; Schwarzlander & Fuchs, 2017). La
distribucién de las mitocondrias en el cuerpo celular atiende a los requerimientos
energéticos. En las neuronas, las mitocondrias juegan un papel relevante porque obtienen
la energia en forma de ATP, fundamentalmente a través de la fosforilaciéon oxidativa
(Galindo et al,, 2010). Ademas, las mitocondrias estan implicadas en el desarrollo de la
sinapsis, en el transporte axonal y en la regulacion del metabolismo del Ca%* (Reddy &
Reddy, 2017; Wang et al., 2009).

Las mitocondrias constituyen una red dinamica en la que todas ellas dentro de la
célula estan interconectadas y sometidas a un equilibrio dinamico (Hoppins, 2014). El
numero, la forma y el tamafio de las mitocondrias existentes en las células viene
determinado por el equilibrio entre un conjunto de procesos agrupados en el concepto
de dindmica mitocondrial que incluyen la biogénesis mitocondrial y el balance entre la
fusién y la fision mitocondrial (Guo et al.,, 2018; Meyer et al., 2017).

Los procesos de fusion y fision mitocondrial estan relacionados y finamente
regulados. La fusiéon mitocondrial es necesaria para el intercambio de material genético
y proteinas entre las mitocondrias (Franco et al, 2016), mientras que la fision
mitocondrial también permite a las mitocondrias separarse de la red mitocondrial y
transportarse a otras localizaciones celulares donde la demanda metabdlica sea alta
(Grohm et al., 2012). Las principales proteinas implicadas en la fusién mitocondrial son
las mitofusinas 1y 2 (Mfn1 y Mfn2) y el factor de atrofia 6ptica (Opal; del inglés Optic
atrophy typel). Las mitofusinas, proteinas con actividad GTPasa, son responsables de la
fusiéon de la MME (Koshiba et al., 2004) y Opal, también con actividad GTPasa, mantiene
la fusion entre mitocondrias a través de la MMI permitiendo formar una red mitocondrial
estable (Bertholetetal,, 2016; Del Dotto etal,, 2018). En la fision mitocondrial intervienen
la proteina relacionada con dinamina 1 (Drp1; del inglés Dynamin-related protein) y la
proteina de fisién mitocondrial 1 (Fis1; del inglés mitochondrial fission protein 1). Drpl
también tiene actividad GTPasay se encuentra distribuida por el citosol. Ante un estimulo
de fision, Drp1 es reclutada hacia la mitocondria, donde se queda anclada en la MME
uniéndose a Fis1 y, a través de la hidrolisis de GTP, es capaz de constrefiir y estrangular
alas mitocondrias dividiéndolas en dos (Pagliuso etal., 2018; Serasinghe & Chipuk, 2017)
(figura 2).
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Figura 2. Fusion y fision mitocondrial. A) Fusién mitocondrial. Mfnl y Mfn2 son proteinas
mitocondriales localizadas en la membrana mitocondrial externa (MME) mientras que Opal se encuentra
en la membrana mitocondrial interna. Las tres, Mfn1, Mfn2 y OPA1, regulan la fusién mitocondrial. B) Fision
mitocondrial. Fis1 se localiza de forma uniforme por toda la membrana mitocondrial externa mientras que
Drp1 se encuentra en el citosol. Ante un estimulo de fisién, Drp1 es reclutada en las mitocondrias para
comenzar el proceso de fisién. (Fuente: elaboracién propia).

Aparte de laregulaciéon del nimero, tamaiio y forma de las mitocondrias, los procesos
de fusion y fisidn estan relacionados con los procesos de control de calidad mitocondrial
en los que las mitocondrias dafiadas o defectuosas son eliminadas a través de mitofagia
(Mishra & Chan, 2016).

El sistema de mitofagia mas estudiado es el controlado por la serina/treonina kinasa
PINK1 (del inglés PTEN-induced kinase 1) y la E3 ubiquitina ligasa, también conocida
como Parkina. Cuando una mitocondria esta dafiada, se separa de la red mitocondrial
mediante el proceso de fision para ser eliminada por mitofagia. Cualquier estimulo que
disminuya de forma permanente el AWm como un aumento de ROS, dafos en el ADN
mitocondrial o presencia de proteinas mal plegadas sirve para iniciar el proceso de fision
mitocondrial. En condiciones normales, PINK1 es importada al espacio intermembrana
de la mitocondria para su rapida degradacién a través de diversas proteasas, pero ante
una disminucién permanente del AWm, se detiene la degradacion de PINKI,

acumulandose en la MME. Esta acumulacion de PINK1 en la MME provoca el

34



INTRODUCCION

reclutamiento de Parkina desde el citosol hacia la mitocondria (Lazarou et al., 2015).
Seguidamente, Parkina es fosforilada por PINK1 y activa su actividad E3 ubiquitina-ligasa
que permite ubiquitinar las proteinas de la MME, Mfn1 y Mfn2. La ubiquitinacién de las
mitofusinas induce su degradacion y, por tanto, el equilibrio de fusién-fisién mitocondrial
cede a favor de la fisién de la mitocondria dafiada. Ante la presencia de proteinas
disfuncionales ubiquitinadas, la proteina adaptadora p62 es capaz de unirse a ubiquitina
y a LC3-II, que esta ubicada en la membrana de los autofagosomas. El autofagosoma
encapsula a las mitocondrias dafiadas y a continuacién se produce la fusion del
autofagosoma con los lisosomas, que contienen en su interior enzimas hidroliticas que
degradaran la mitocondria finalizando el proceso de mitofagia (Hamacher-Brady &
Brady, 2016; Pickles et al., 2018) (figura 3). Aunque la mitofagia dependiente de Parkina
es la mas caracterizada hasta el momento, existen trabajos que muestran la existencia de
mitofagia independiente de Parkina (Kageyama et al, 2014; Lazarou et al, 2015;
Murakawa et al., 2015; Sterky et al.,, 2011). En ellos se indica bien un reclutamiento
directo de la maquinaria autofagica a través de la activaciéon de receptores de autofagia
en las mitocondrias dafiadas o bien la actuacion de otras E3 ubiquitina-ligasa distintas a

Parkina.
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Figura 3. Proceso de mitofagia dependiente de Parkina. El aumento de ROS, los dafios en el ADN
mitocondrial o la presencia de proteinas mal plegadas disminuyen el AW, provocando la acumulacién de
PINK1 en la membrana mitocondrial externa y el reclutamiento de Parkina desde el citosol. Parkina se
encarga de ubiquitinar (ub) proteinas mitocondriales como Mfn1. p62 actiia como adaptador de proteinas
ubiquitinadas y de LC3-II situado en la membrana de los autofagosomas. El autofagosoma se cierra sobre
si mismo engullendo a las mitocondrias dafiadas y, posteriormente, se fusiona con el lisosoma, permitiendo
la hidrolizacién de contenido del autolisosoma por las enzimas lisosomales. (Fuente: elaboracién propia).

Por otra parte, otro proceso que interviene en el mantenimiento de la cantidad de
mitocondrias en la célula es la biogénesis mitocondrial que permite la generaciéon de

nuevas mitocondrias a partir de las ya existentes. Su induccién puede venir motivada por
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diferentes causas como el ejercicio, la disponibilidad de nutrientes, niveles hormonales,
el ciclo circadiano o condiciones de hipoxia (Ventura-Clapier et al., 2008). A nivel
molecular, el principal regulador de la biogénesis mitocondrial es PGC-1a (del inglés
Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma Coactivator 1 alpha), cofactor que
regula genes implicados en el metabolismo, en la funcién y en la biogénesis mitocondrial
(Scarpulla, 2011). Posiblemente, la biogénesis mitocondrial se regule para compensar la
demanda energética celular ante situaciones de mayor demanda fisioldgica o de déficits
energéticos sobrevenidos de mitocondrias defectuosas y/o en proceso de eliminacién
(Lemecha et al., 2018; Meyer et al., 2017).

En particular en la EA, la proteina Tau hiperfosforilada y el péptido A, pueden ser
responsables de las alteraciones en la funcién y en la dindmica mitocondrial mediante la
interrupcion de la respiracién mitocondrial, el metabolismo energético y el equilibrio de
la dindmica mitocondrial, causando una disminucion de los niveles de ATP, aumentando
la liberacién de factores apoptoéticos, aumentando de la entrada de Ca2* al citosol,
aumentando la producciéon de ROS y disminuyendo el AWn (Kandimalla et al, 2016;

Virginie Rhein et al,, 2009; Yan et al., 2018) (figura 4).
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Figura 4. Interaccion de Af con las mitocondrias. El péptido A es capaz de alterar el metabolismo del
Ca2* en la membrana plasmatica, en el RE (reticulo endoplasmatico) y en las mitocondrias. La acumulacién
de AP en las mitocondrias aumenta la produccién de ROS, aumenta la liberacion de factores apoptdticos,
disminuye la produccién de ATP y disminuye el AWn. (Fuente: elaboracién propia).

Algunos estudios han descrito la existencia de vesiculas autofagicas con proteinas sin
digerir en la EA. Concretamente, en un estudio reciente se han encontrado aciumulos de

autofagosomas rodeando a mitocondrias no funcionales que no han sido eliminadas tanto
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en cultivos primarios de neuronas corticales de ratones modelo de EA como en cerebros
de pacientes con EA. Este mismo estudio, ademas puso de manifiesto en el cultivo
primario de neuronas y en los cerebros de pacientes con EA, que Parkina era reclutada
desde el citosol hacia las mitocondrias despolarizadas desencadenando el proceso de
mitofagia por la via PINK1/Parkina (Ye et al., 2015). Numerosos estudios reforzaron la
idea de que la acumulacién de mitocondrias aberrantes se debe a un deterioro en el
proceso de mitofagia y que en algunas enfermedades neurodegenerativas este deterioro
podria respaldar la patogénesis de las mismas (Berezhnov et al,, 2016; Du et al,, 2017;

Reddy & Oliver, 2019).

5. Factores de riesgo en la EA

Existen diversos factores de riesgo asociados a la EA siendo el principal de ellos la
edad (Prince et al., 2013). Sin embargo, en los dltimos afios se han identificado otros
factores de riesgo ambientales como el sexo (Pike, 2017), la hipertension arterial, la
diabetes, la capacidad cognitiva o el nivel educacional (Samadi et al,, 2019; Yegambaram
et al, 2015). Algunos de estos factores de riesgo son modificables y estan relacionados
con el estilo de vida, como el tabaquismo, (Durazzo et al., 2014), 1a dieta, el sedentarismo
o la exposicién a ciertos quimicos (Baglietto-Vargas et al.,, 2016). Ultimamente, también
estan cobrando importancia las infecciones cronicas bacterianas, virales y micoticas
como factor de riesgo en la EA. La presencia de estos agentes infecciosos en el SNC a lo
largo del tiempo, desencadena una inflamacién crénica progresiva y un deterioro del
sistema inmunoldégico que finalmente producen disfunciéon sindptica progresiva y
pérdida neuronal (Ashrafetal., 2019; Itzhaki et al., 2016).

Diferentes a estos factores, son los factores de riesgo genético como el genotipo APOE,
y la presencia de variantes en otros genes como TREMZ2, CLU, TETZ y SORL1, entre otros.

El genotipo APOE, es el factor de riesgo genético mas estudiado en la EA. El gen APOE
codifica para la apolipoproteina E (ApoE) cuya funcion principal es el transporte de
lipoproteinas de baja densidad (LDL; del inglés low-density lipoprotein) como es el
colesterol. Se trata de un gen polimorfico con tres variantes alélicas. Los tres alelos mas
comunes son €2, €3 y €4 que codifican para tres isoformas de la proteina ApoE llamadas
E2, E3 y E4, respectivamente (Xu etal.,, 2014). Laisoforma E3 es la isoforma de la proteina

mas comun, seguida por la isoforma E4. La isoforma E2 es la menos frecuente en la
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poblacién (Butterfield & Mattson, 2020). Ser portador de la isoforma E4 aumenta el
riesgo de desarrollar EA mientras que la isoforma E2 puede disminuir el riesgo. Las
personas portadoras de una copia de la isoforma E4 tienen un riesgo 3 veces mayor de
desarrollar EA que los no portadores, mientras que aquellos que heredan dos copias
tienen un riesgo de 8 a 12 veces mayor (Apostolova et al,, 2014; Hays et al., 2019). Las
diferencias entre estas isoformas las otorgan los aminoacidos presentes en determinadas
posiciones y afectan a la estructura de las isoformas de ApoE y a su capacidad para unir
lipidos, receptores y el péptido Af (Xu et al.,, 2014). Los mecanismos mediante los cuales
el genotipo APOE4 incrementa el riesgo de desarrollar la patologia son multiples. La
mayoria de ellos estan relacionados con el péptido A pues ApoE puede influir en la
regulaciéon de sus niveles, en su agregacién y toxicidad y en sus efectos sobre la
neuroinflamaciéon. Otros mecanismos afectados por el genotipo APOE4 y que incrementan
el riesgo de desarrollar la patologia estan relacionados con el metabolismo de la glucosa
o la excitabilidad neuronal (Liu et al.,, 2013; Tai et al., 2014).

En relacion con otros factores de riesgo genético, los estudios de genoma completo
han identificado numerosos genes candidatos que representan un riesgo de
susceptibilidad para la EA. El gen TREMZ se expresa en la microglia y tiene una funcion
protectora evitando el crecimiento de las placas de amiloide y la acumulacion de A3
(Wolfe et al., 2019). El gen CLU que codifica para la proteina clusterina, la cual esta
implicada en el aclaramiento de los péptidos amiloides (Almeida et al, 2018).
Recientemente, se ha identificado un nuevo gen candidato, el gen TETZ, que juega un
papel importante durante el envejecimiento, aprendizaje y memoria y que se ha descrito
como factor de riesgo en la EA ademas de en otras enfermedades neurodegenerativas
como la demencia frontotemporal y la esclerosis lateral amiotréfica (Cochran et al,
2020). En cuanto a SORL1, distintas mutaciones en este gen se asociaron con casos de EA
de inicio temprano y, en los dltimos afos, se ha visto que también actila como factor de
riesgo en la EA de inicio tardio (Holstege et al., 2017; Takatori et al., 2019; Verheijen et
al,, 2016; Young et al,, 2015).

6. Estrategias terapéuticas en la EA

En la actualidad, atin no puede hablarse de tratamiento etiopatogénico de la EA ya

que, si bien se conocen varios de sus determinantes, en su etiologia intervienen
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numerosos factores genéticos y ambientales y se desconoce la causa o causas primarias
de su origen. Hoy por hoy, no existe un tratamiento etiologico y, por lo tanto, curativo de
la EA. Ninguno de los tratamientos farmacolégicos disponibles consigue detener la
disfuncién y muerte neuronal causante de los sintomas y desarrollo de la EA. No obstante,
si se dispone de farmacos de utilidad y eficacia comprobada como agentes paliativos, que
mejoran los sintomas, pero de forma limitada y que actiian sobre diversos factores de los
que es bien conocida su participacién en el proceso patoldgico.

El tratamiento actual de la enfermedad, esencialmente sintomatico, se basa en tres
inhibidores de la enzima colinesterasa y la memantina, que interviene sobre el sistema
glutamatérgico (Birks et al., 2015; Birks & Harvey, 2018; Loy & Schneider, 2006; McShane
et al, 2006). Los inhibidores de colinesterasa incluyen 3 farmacos: donepezilo,
rivastigmina y galantamina, que bloquean la degradacion de acetilcolina en el cerebro
preservando la funcién sinaptica (Tan, 2014). Como consecuencia de esta accion, algunos
sintomas de la enfermedad pueden aliviarse o estabilizarse temporalmente (Matsunaga
etal, 2018). Por su parte, la memantina bloquea el receptor NMDA y actda regulando los
niveles de glutamato, que tienden a incrementarse durante la EA. De esta forma la
memantina protege a las células cerebrales del efecto téxico ejercido por un exceso de
glutamato (Hynd et al., 2004).

Desde el afio 2003, no se han aprobado nuevos medicamentos para el tratamiento de
la EA. No obstante, se ha producido una constante biisqueda de estrategias y alternativas
terapéuticas basadas en las hipoétesis que tratan de explicar el origen u origenes de la EA,
como la hipotesis de la cascada de amiloide, la hipoétesis colinérgica, la hipoétesis
dendritica, la hipdtesis de la cascada mitocondrial, la hipétesis metabdlica, la hipotesis
inflamatoria, etc. (Folch et al, 2016). Por tanto, estas estrategias terapéuticas
comprenden diversos enfoques basados en mecanismos como el aclaramiento del
péptido AP y/o de los depoésitos de proteina Tau, en la funcién de la apolipoproteina-E
(ApoE), en la neuroproteccion y neuroinflamacion, asi como enfoques no basados en
mecanismos que incluyen estimulacién cognitiva sintomatica, prevencion de la EA,
modificaciones del estilo de vida y manejo de factores de riesgo, incluyendo
intervenciones no farmacoldgicas (Home - ClinicalTrials.gov, n.d.).

En las ultimas dos décadas, la industria farmacéutica se ha centrado principalmente
en el enfoque del aclaramiento del péptido A, dedicando recursos extraordinarios para

desarrollar farmacos eficaces para la EA. Sin embargo, hasta la fecha, los ensayos clinicos
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han tenido una tasa de fracaso muy alta, a menudo debido a efectos adversos graves o
falta de eficacia terapéutica. Por ello, estos multiples fallos de los candidatos a farmacos
en los ensayos clinicos han llevado a los investigadores a cuestionar la viabilidad de esta
estrategia (Drachman, 2014).

La evidencia cientifica acumulada hasta la fecha sugiere que la neuropatologia de la
EA muestra una naturaleza multifactorial e involucra multiples vias bioldgicas. La
hipotesis de cascada amiloide ha dominado el campo durante mas de 30 afios, resultando
en un gran numero de estudios centrados en la inhibicién de su produccién y en la
eliminaciéon de su acumulacién y de las placas de Af. Desafortunadamente, los enfoques
amiloidogénicos no han demostrado mejoras en la cognicién en los pacientes. Por ello,
muchas de las farmacoterapias novedosas no deben limitarse a los postulados de la
hipotesis de la cascada de amiloide. Por eso se estan explorando otras diferentes

posibilidades, siempre basadas en los mecanismos etiopatolégicos de la EA.

6.1 Mitocondria como diana terapéutica

Las alteraciones mitocondriales se han identificado como un mecanismo central en
multiples enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA y, por lo tanto, los
procesos en los que intervienen las mitocondrias se han propuesto y explorado como una
potencial diana terapéutica (Chakravorty et al., 2019; Macdonald et al.,, 2018).

Hasta la fecha, las estrategias de tratamiento dirigidas a aspectos de la disfuncién
mitocondrial se han centrado en prevenir los procesos mitocondriales vinculados
principalmente al estrés oxidativo y la apoptosis. Por lo tanto, seria razonable suponer
que el tratamiento antioxidante debe resultar beneficioso para la EA. Sin embargo, hasta
la fecha los ensayos clinicos con antioxidantes testados en pacientes con EA no han
obtenido beneficios claros (Lloret et al.,, 2019; Miller et al., 2005). El uso de un posible
candidato antioxidante dirigido a la mitocondria, el mesilato de mitoquinona (mitoQ),
demostro la prevencidn contra la muerte celular y el estrés oxidativo inducidos por A3
en las neuronas corticales de un modelo animal (Mcmanus et al,, 2011). Mas alla de los
efectos antioxidantes, la administracién de mitoQ redujo con éxito la acumulacion de Af,
la astrogliosis y la pérdida sinaptica e indujo un mayor rendimiento cognitivo (Mcmanus
et al, 2011). Ante estos resultados, se disefi6 un ensayo clinico con mitoQ

(NCT03514875), del que todavia no han trascendido sus resultados. Ademas de mitoQ,
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se estan desarrollando otros ensayos clinicos con otras terapias antioxidantes
(R+pramipexol, Sunphenon epigallocatechin gallate (EGCg), DL-3-n-butylphthalide
(NBP), resveratrol) y una molécula potenciadora mitocondrial (S-equol) (Cascella et al,,
2017; Wilkins et al., 2017).

También existe gran cantidad de evidencias sugiriendo que la mejora directa de la
funcion mitocondrial puede suponer una mejoria en la patologia de la EA (Mattson &
Arumugam, 2018). Nuevos enfoques buscan reforzar la funciéon mitocondrial utilizando
intermediarios de vias bioenergéticas celulares para su potencial terapéutico, ya que
parecen mostrar beneficios en modelos de EA (Murray et al., 2016).

Las mitocondrias son capaces de regular la respuesta inflamatoria de la célula
mediante la activacion del inflamasoma, crucial en la patogénesis de la EA (Walsh et al,,
2014) y que se ha asociado con la disfunciéon mitocondrial (Iyer et al.,, 2013; Shimada et
al., 2012; Walsh et al.,, 2014; Wilkins et al.,, 2015; Zhou et al,, 2011). El inflamasoma es un
complejo multiproteico intracelular, que se forma por la accién de los receptores tipo
NOD (del inglés nucleotide-binding oligomerization domain) que, a su vez, se activan ante
diferentes amenazas para la célula. El inflamasoma controla la actividad de la caspasa-1,
formando parte del sistema inmune innato. Diversos estudios han descrito que tras la
administracion de inhibidores del inflamasoma en modelos animales de amiloidosis se
produce una mejoria sustancial en la neuropatologia que desarrollan esos ratones
(Dempsey etal., 2017; Yin et al., 2018).

El deterioro o la disfuncién mitocondrial se traduce, no s6lo en una mayor producciéon
de ROS sino también de respuestas inflamatorias, de ahi la pertinencia y necesidad de
identificar mecanismos criticos para mejorar la calidad mitocondrial, limitando la
producciéon de respuestas toxicas. Al mismo tiempo, también se identifican
oportunidades terapéuticas para preservar la viabilidad neuronal que permitan retrasar

o revertir manifestaciones patolégicas de la EA.

6.2 Fosfodiesterasas como dianas terapéuticas de la EA

Como se ha descrito en el apartado anterior, uno de los mecanismos mas
ampliamente estudiados en relaciéon con el proceso neurodegenerativo de la EA es la
neuroinflamacion. La activacién de la microglia se traduce en una primera respuesta

inflamatoria que informa y recluta a las células del sistema inmune. Sin embargo, cuando
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se produce una sobreactivacion de la microglia, tal y como ocurre en la EA, este proceso
inflamatorio se descontrola, adquiriendo caracter cronico y potenciando asi la
neurodegeneracion (Pearse et al., 2004). Diversos estudios sugieren que los niveles de
segundos mensajeros en las vias de sefializaciéon celular pueden tener un papel
importante en la neuroproteccién y en la respuesta neuroinflamatoria. Un ejemplo son
los nucleétidos ciclicos adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y guanosin monofosfato
ciclico (GMPc) (Lonze & Ginty, 2002; Volakakis et al, 2010). Estas moléculas
sefializadoras regulan gran cantidad de procesos como la neurogénesis, el
establecimiento de los circuitos neuronales, la apoptosis, la inflamacidn, la plasticidad o
la memoria (Kelly, 2018; Lonze & Ginty, 2002; Volakakis et al.,, 2010). En la EA, estos
procesos estan dafiados, lo que puede significar que estas vias de sefializacion estan
comprometidas en los pacientes. La regulacién mayoritaria de los nucle6tidos ciclicos en
las células no se consigue por su sintesis, sino por su degradacion, a través de las
fosfodiesterasas (PDEs, del inglés phosphodiesterases).

Las PDEs, pertenecientes a la familia de metaloproteinas, hidrolizan los nucleétidos
ciclicos dando lugar a sus correspondientes 5’-nucledsidos monofosfato en presencia de
cationes divalentes. Estas enzimas pueden ser especificas de AMPc, GMPc o bien, pueden
utilizar ambos sustratos. Por tanto, las PDEs son enzimas clave en la cascada de
sefializacion de AMPc y se han propuesto como diana farmacolégica ideal para controlar
los niveles intracelulares de este nucledtido (Maurice et al., 2014). Se clasifican en 11
grupos (PDE1-11) en base a su secuencia de aminoacidos, propiedades bioquimicas,
sensibilidad a inhibidores, mecanismos reguladores y por sus afinidades por el AMPc o el
GMPc (Conti & Beavo, 2007). Los cambios en los niveles de PDEs afectan al nivel de
nucleétidos ciclicos y, en consecuencia, a la neuroproteccién y la plasticidad celular
(Jancicetal, 2009). Es por esto por lo que la inhibicién de las PDEs se ha propuesto como
una herramienta terapéutica para el tratamiento de diversas enfermedades
neurodegenerativas (Menniti et al., 2006). De hecho, en base a los prometedores efectos
que se han descrito por parte de los inhibidores de PDEs en modelos animales de la EA,
se prevé cercana la puesta en marcha de ensayos clinicos (Prickaerts et al., 2017).

La via de senalizacion AMPc/PKA también participa en la regulacion de la fisiologia
mitocondrial (Carlucci et al., 2008; Rinaldi et al., 2018; Valsecchi et al., 2013) a través de
la fosforilacién dependiente de PKA de varias proteinas mitocondriales implicadas en la

mitofagia y los procesos de fusion y fision mitocondrial (Akabane et al., 2016; Cereghetti
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et al,, 2008; Cribbs & Strack, 2007). Se ha descrito que la activacién de esta via de
sefializacién contribuye a incrementar la transcripcién de PGC-1a (Knutti & Kralli, 2001;
Puigserver & Spiegelman, 2003; Scarpulla, 2011; Scarpulla et al., 2012; Ventura-Clapier
et al,, 2008). La administracion de inhibidores de PDEs como el resveratrol promueve la
biogénesis mitocondrial via PGC-1a (Park et al., 2012). Otros estudios demostraron que
inhibidores de PDE4 como el rolipram son capaces de restaurar los niveles de expresion
de PGC-1a en situaciones de fibrosis renal y proteger asi la funciéon mitocondrial (Ding et
al., 2018). En pacientes con EA esta descrita una menor actividad de la via de sefalizacion
AMPc/PKA (Liang et al., 2007). Por otro lado, diversos estudios mostraron cambios en la
expresion en los mRNAs de PDEs a nivel cerebral en pacientes con EA. En concreto, se
observo un aumento de la expresion de PDE4A, PDE4B y PDE7A en las primeras etapas
de la EA, mientras que las etapas clinicas mas severas se vieron asociadas con un aumento
de la expresion PDE8B, curiosamente en las regiones cerebrales asociadas a la memoria
como la corteza entorrinal (Pérez-Torres et al.,, 2003). En el mismo trabajo también se
describi6 la existencia de un aumento de los niveles del mRNA de la isoforma PDE7A en
el giro dentado del hipocampo en pacientes con EA respecto a cerebros de individuos

sanos (Pérez-Torres et al.,, 2003).

6.3 Inhibidores de fosfodiesterasa 7 en la EA

Como se ha comentado anteriormente, uno de los criterios de clasificacion de las 11
familias de las PDEs se basa en el grado de afinidad por sus inhibidores. La familia PDE7
esta constituida por dos isoformas, PDE7A y PDE7B y se distribuye por diversos tejidos
corporales incluyendo el SNC (Mir¢ et al, 2001; Pérez-Torres et al,, 2003). Estudios
previos de nuestro grupo de investigacidn testaron los efectos de un inhibidor selectivo
de PDE7, llamado S14, en un modelo experimental de EA (Perez-Gonzalez et al., 2013).
En este trabajo, utilizando ratones APP/PS1, se puso de manifiesto la capacidad de esta
molécula para atravesar la barrera hematoencefalica y, tras un tratamiento cronico de 5
semanas, se vio como el compuesto ejercia sus efectos neuroprotectores, incluyendo
disminuciéon de la acumulacién cerebral de AP, reduccion de la inflamaciéon glial y
prevencion de la muerte celular (Perez-Gonzalez et al., 2013).

El poder terapéutico de este inhibidor de PDE7, al que a partir de ahora nos

referiremos como S14, también ha sido demostrado en otras enfermedades
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neurodegenerativas como el Parkinson (Morales-Garcia et al, 2011, 2015, 2017). Sin
embargo, aunque los efectos neurotroéficos, neuroprotectores e inmunomoduladores de
S14 han sido constatados en estos modelos experimentales de neurodegeneracion,
todavia no se conoce el posible efecto que pueda ejercer sobre otros procesos
relacionados con la etiopatogenia de la EA como las alteraciones mitocondriales o el

proceso de autofagia.
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Las alteraciones en la homeostasis mitocondrial y la autofagia constituyen una
caracteristica en la patogénesis de la EA. En esta tesis partimos de la hipotesis de que las
alteraciones relacionadas con la dindmica mitocondrial y la autofagia en la EA pueden
ocurrir en etapas tempranas de la enfermedad incluso cuando no son detectables los
caracteristicos depositos de AP. Diversos estudios tanto in vivo, con muestras de
pacientes y de modelos animales, como in vitro han relacionado el deterioro en la
dinamica mitocondrial y en los procesos de autofagia con la acumulacién del péptido A3
(Davis et al., 2018; Manczak et al.,, 2011, 2018; Tonnies & Trushina, 2017). Estudios de
nuestro grupo y, en colaboracién con otros grupos, mostraron alteraciones relacionadas
con la funcién mitocondrial y con los procesos de autofagia en regiones cerebrales como
la corteza cerebral y los plexos coroideos en diferentes modelos experimentales de la EA
(Antequera et al., 2009; Bartolome et al., 2020; Carro et al., 2010; Petrov et al., 2015).
Estas alteraciones mitocondriales podrian explicar la degeneracién y disfuncién sindptica
observada en los pacientes con EA (Xu et al,, 2017; Yan et al., 2019). Pero, todavia existen
cuestiones sin resolver relacionadas con la aparicidn de las alteraciones mitocondriales
en la patologia de la EA y su asociacion con la acumulacion cerebral del péptido Af asiy
de ésta con los déficits en el metabolismo energético observados en los pacientes con EA.
Por este motivo, el objetivo general de esta tesis ha sido el estudio de la aparicion de
alteraciones mitocondriales y de los procesos de autofagia a lo largo del desarrollo de la
EA, utilizando para ello diferentes modelos in vivo e in vitro de la enfermedad. Este

objetivo general se divide en los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de la dindmica mitocondrial en el cerebro de ratones APP/PS1 como
modelo in vivo de EA.

2. Validacion de los resultados in vivo de dinamica mitocondrial en modelos in
vitro de amiloidosis: cultivos neuronales primarios, células SH-SY5Y y
células SK-APP.

3. Analisis del efecto del péptido AB en procesos autofagicos utilizando
diferentes modelos in vitro e in vivo de EA.

4. Estudio del efecto de un inhibidor de PDE7, S14, sobre las alteraciones

mitocondriales observadas en los modelos in vitro e in vivo de EA.
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5. Andlisis del efecto del inhibidor de PDE7, S14, sobre los procesos autofagicos

inducidos por la sobrecarga de A.
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1. Compuestos

El péptido B-amiloide de 42 aminoacidos (Af42) se adquirié en AnaSpec (AnaSpec,
California, EE.UU.) y se prepar6 un stock de 2 pg/ul disolviéndolo en acido acético
(CH3COOH) 0,1 M. Para los cultivos celulares, se afiadié el péptido AB42 en su forma
oligomerizada ya que la forma toxica que se ha encontrado en la EA tiene una
configuracion oligomérica. A partir del stock inicial de 2 pg/pl (monomérico), se
prepararon stocks de AB42 oligomerizado. El péptido se oligomeriz6 en medio DMEM (del
inglés, Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Life Technologies, California, EE. UU.) sin rojo
fenol durante 24 horas a 4 °C. La concentracion final de AB42 oligomerizado utilizada en
los cultivos fue de 1 uM.

Para los estudios de autofagia, el compuesto inhibidor de la autofagia, bafilomicina
A1, que impide la unién del autofagosoma al lisosoma, se adquirié en Sigma (Sigma-
Aldrich, Misuri, EE. UU.). Se preparé un stock 40 uM en dimetilsulf6xido (DMSO, Sigma-
Aldrich, Misuri, EE. UU.) que se dividi6 en diferentes alicuotas. La concentracion final que
se utiliz6 en los cultivos fue de 100 nM.

Para los estudios de mitofagia se usé el compuesto CCCP (carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona; Sigma-Aldrich, Misuri, EE. UU.), un agente desacoplante e inductor
de mitofagia. La concentracion final que se utiliz6 en los cultivos fue de 10 pM.

El inhibidor de PDE7, S14 fue sintetizado en el CIB-CSIC siguiendo los procedimientos
descritos anteriormente (Castafio et al,, 2009). El compuesto se diluyé en 0,5% w/v
celulosa carboxil metil sddica (Na-CMC) y 0,1% v/v Tween 80 en una suspensién de agua.
S14 fue disuelto en DMSO y después diluido en medio DMEM como se describid
previamente (Perez-Gonzalez et al., 2013). Paralos cultivos celulares, se afiadié S14 a una
concentracion de 15 pM. En los experimentos in vivo se administré a una concentracion

de 15 mg/kg.

2. Animales de experimentacion

Los estudios con animales se realizaron utilizando la cepa de ratones doble
transgénica APP/PS1 (APP-swe, PSEN1dE9; The Jackson Laboratory, Maine, EE. UU.),

como modelo animal de la enfermedad de Alzheimer. Estos ratones expresan la proteina
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APP humana, con la mutaciéon sueca (Mo/HuAPP695swe) y la proteina PS-1 humana
mutada con una delecién en el exén 9 (PSEN1- dE9) (Scheuner et al., 1996). Ambas
mutaciones estan dirigidas para expresarse en neuronas del sistema nervioso central. El
transgén humanizado Mo/HuAPP695 permite a los ratones secretar el péptido AP
humano de manera que estos animales presentan placas amiloides a partir de los 6 meses
de edad en la corteza cerebral y en el hipocampo, ademas de gliosis, neuritas distroficas
y pérdida de la memoria espacial (Minkeviciene et al.,, 2008). Como control del estudio,
se seleccionaron ratones de la misma edad que no presentaban las modificaciones
genéticas, es decir, ratones WT (del inglés, wild type) hermanos de la misma camada. Los
ratones se sacrificaron por inhalacién profunda de COz2 a las diferentes edades: 3,6y 12
meses de edad. Seguidamente, se procedié a la extraccion del cerebro, diseccionando
corteza e hipocampo, que inmediatamente se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

Para la obtencién de cultivos primarios neuronales se utilizaron ratas de la cepa
Wistar (Harlan, Indiana, EE. UU.).

La manipulacién y los procedimientos experimentales se realizaron siguiendo los
protocolos y legislacion vigente (RD 53/2013; Directiva 2010/63/EU) y las
recomendaciones ARRIVE. Todos los animales fueron mantenidos en condiciones
controladas de temperatura (23 * 2 °C) y humedad (55 - 60%), con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas y con acceso libre a comida y agua. Los ratones fueron alojados
en grupos de 5-6 animales por jaula. Todos los procedimientos fueron realizados en la
Unidad de Cirugia Experimental del Instituto de Investigacion Hospital 12 de Octubre y

fueron aprobados por el Comité de Bioética del mismo Instituto.
3. Genotipado de animales

Las camadas de ratones de cruces APP/PS1 se genotiparon a partir de muestras de
ADN de las colas para separar a los animales portadores del genotipo de los no

portadores, clasificados como WT. Para ello se sigui6 el siguiente protocolo:

a) Digestion de colas para obtenciéon de ADN:

La digestion del extremo distal (2-5 mm) de las colas de animales de 21 dias de edad
se realizo en el tampdn de lisis NID (del inglés, non-ionic detergent; KCl 1 M, Tris-HCl 1 M,
MgCl2 1 M, gelatina 10%, Nonidet P40 2,5%, Tween20 2,5% pH 8,3 y proteinasa-K 0,1
pg/ul) en agitacion (1.400 rpm) a 56 °C, durante 3 horas. Seguidamente, se mantuvieron

20 minutos a 500 rpm a 96 °C, usando el termobloque Thermomixer compact (Eppendorf,
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Madrid, Espafia). Finalmente, el producto de la digestion se centrifugé a 8.000 rpm a 4 °C,
durante 90 segundos. Tras la centrifugacién se conservd el sobrenadante en el que se
encontraba diluido en ADN (aproximadamente 50 pg).

b) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de APP y PSEN1:

Para la amplificacién del ADN se utilizaron las parejas de oligonucleé6tidos recogidas
en la tabla 1:

Tabla 1: Oligonucleotidos utilizados para las amplificaciones de APPy PSEN1

oIMR3610 AGGACTGACCACTCGACCAG Transgén APP
377pb
oIMR3611 CGGGGGTCTAGTTCTGCAT Transgén APP
oIMR8744 CAAATGTTGCTTGTCTGGTG Control positivo
interno 200pb
oIMR8745 GTCAGTCGAGTGCACAGTTT Control positivo
interno
oIMR1644 AATAGAGAACGGCAGGAGCA Transgén PSEN1
608pb
oIMR1645 GCCATGAGGGCACTAATCAT Transgén PSEN1
oIMR7318 CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT Control positivo
interno
324pb

oIMR7339 GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC Control positivo
interno

La PCR se realizé en el termociclador Advanced primus 96 (VWR International Ltd,

Pensilvania, EE. UU.), siguiendo el protocolo de ciclos indicado en la figura 5.
Amplificaciéon del ADN (x39 ciclos)

Desnaturalizacion

96 °C 3 min Desnaturalizacion

94°C90 seg Elongacién | Elongacion

72 °C90 seg 72 °C4 min
Hibridacion

60 °C1 min

Figura 5. Protocolo de ciclos de PCR para la amplificacion de APP y PSEN1. Comienza con
desnaturalizacidon del ADN a 96 °C durante 3 minutos, sigue con 39 ciclos de amplificaciéon del ADN diana
(desnaturalizacién a 94 °C durante 90 segundos, hibridacidn de los oligonucleétidos a 60 °C durante 1
minuto y elongacion a 72 °C durante 90 segundos) y finaliza con un ciclo de elongacién final a 72 °C durante
4 minutos.
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Los productos de la PCR se separaron en geles de agarosa al 1% en tamp6n TAE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 0,5M, CH3COOH, pH 8). En el caso del gen APP, en todos los ratones
(transgénicos y no transgénicos) se visualizd una banda de 200 pares de bases
correspondiente al segmento del gen endogeno. La presencia de una banda de 377 pares
de bases confirmé la presencia del transgén APP. En el caso del gen PSEN1 en todos los
ratones (transgénicos y no transgénicos) se visualizoé una banda de 324 pares de bases
correspondiente al segmento del gen enddgeno. La presencia de otra banda de 608 pares

de bases confirmd la presencia del transgén PSEN1 (figura 6).

PCR de APP

Transgen APP — —— gb
Control positivo interno —» il s Ban il - . ) =4 100 pb

— m— — —

PCR de PSEN1

-

Transgen PSEN1 —» —
Control positivo interno —

— — — — — —
— —

||I|III["
~J
[=]
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Figura 6. Productos de PCR de los transgenes APP (arriba) y PSEN1 (abajo) en geles de agarosa. Se
muestran las bandas control (200pb para APP y 324pb para PSEN1) y las de los transgenes incorporados
(377pb para APP y 608pb para PSENI). Los carriles que no presentan banda de los transgenes
corresponden a los animales WT. A la derecha de cada uno de los geles aparece el marcador de peso
molecular de 100 pares de bases.

4. Administracion oral de S14 en ratones APP/PS1

El inhibidor de PDE7, S14, fue administrado por via oral en ratones APP/PS1y WT
machos, de 6 meses de edad. El fairmaco fue diluido en 0,5% w/v celulosa carboxil metil
sodica (Na-CMC) y 0,1% v/v Tween 80 en una suspension de agua y administrado a una
concentracion de 15 mg/kg una vez al dia durante 5 semanas. El grupo control de
animales recibi6 el mismo volumen de medio de dilucion sin el farmaco S14 durante el
mismo tiempo de administracion.

Para la administracién oral se utilizé una aguja con el extremo romo acoplada a una
jeringa. Los ratones sin anestesiar fueron sujetados e inmovilizados realizando una pinza
en la zona del cuello con los dedos pulgar e indice y con el resto de la mano y dedos se

sujetd al animal de la porcion dorsal. Seguidamente, se fue introduciendo la aguja
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acoplada a la jeringa poco a poco, permitiendo al animal que expusiera la lengua y que,
por accidn refleja, favoreciera la completa introducciéon de la aguja. Una vez la aguja
estuvo introducida, se procedié a la administracién, presionando el émbolo, del
tratamiento correspondiente, a una velocidad moderada para evitar cualquier reaccion
adversa en el raton. Una vez terminada la administracidn, se retird la agujay se comprobé
la ausencia de signos o comportamientos anémalos. Esta pauta se repitié diariamente

durante 5 semanas no observandose incidencias significativas (figura 7).

Figura 7. Administracion oral del farmaco S14 o del vehiculo en ratones APP/PS1y WT.

5. Cultivos celulares

5.1 Cultivos primarios de neuronas de rata

Para el cultivo primario de neuronas corticales de embriones de rata se sacrificaron
entre 7-9 embriones de ratas Wistar para cada replica experimental, correspondientes a
los dias 16-18 de gestacion. Previamente, la rata gestante fue sacrificada con CO:z y
sometida a cesarea para la extraccion de los embriones. Seguidamente, se procedio a la
reseccidn de los cerebros de los embriones a los que se les retiraron las meninges para la
posterior diseccion de la corteza. Los trozos obtenidos se colocaron en 5 ml de PBS (del
inglés, phosphate buffered saline: NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, pH 7,4) a 4
°C y esterilizado. Pasados unos minutos, cuando los fragmentos de corteza habian
sedimentado en el fondo del tubo, se retir6 el PBS y se afiadié medio de cultivo especifico
de neuronas Neurobasal (Life Technologies, California, EE. UU.), que contenia 2% de
suplemento B27, 0,25% de L-glutamina 200mM y 1% penicilina/estreptomicina (todos
ellos adquiridos en Life Technologies, California, EE. UU.). Inmediatamente después, el

tejido se disgreg6 mecanicamente hasta conseguir homogeneizarlo. El homogenado se
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centrifugé a 900 rpm durante 5 minutos. Se retiré el sobrenadante y las células
sedimentadas se resuspendieron en medio de cultivo Neurobasal precalentado a 37 °C.
Las neuronas corticales se sembraron directamente en placas o cubreobjetos
previamente cubiertos con poli-D-lisina (1 mg/ml, Sigma-Aldrich, Misuri, EE. UU.) tras el
recuento de las células viables en la cAmara Neubauer por exclusién de azul de tripan
(Lonza, Basilea, Suiza). Segun el experimento a realizar, las células se sembraron en
diferentes soportes y a diferentes densidades y se incubaron a 37 °C con un 5% de CO..
Los experimentos se llevaron a cabo entre los dias 9 y 10 después de la realizacion del

cultivo, momento en que las neuronas alcanzaron la madurez.
5.2 Lineas celulares

En los procedimientos experimentales de esta tesis se han utilizado las siguientes

lineas celulares:

- Células SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266): linea celular humana dopaminérgica de
neuroblastoma, con fenotipo adrenérgico y expresion de marcadores
dopaminérgicos.

- (Células SK-N-MC (ATCC® HTB-10) (en adelante, SK-Control): linea de
neuroepitelioma humano, procedente de un tumor en la zona supraorbital.

- Células SK-N-MC-APP (en adelante, SK-APP): linea de neuroepitelioma humano,
procedente de un tumor en la zona supraorbital, modificada, por sobreexpresion
de forma estable de la isoforma de 695 aminoacidos de la proteina APP humana.
Esta linea celular fue amablemente cedida por el laboratorio de la Dra. Maria Jesus
Bullido (UAM, Madrid, Espaiia).

- Células FLAGParkin SH-SY5Y: Linea celular SH-SY5Y que sobreexpresa de manera
estable la proteina Parkina fusionada con el péptido FLAG. Esta linea celular fue
amablemente cedida por el laboratorio de la Dra. Hélene Plun-Favreau (UCL,

Londres, Reino Unido).

Los cultivos de lineas celulares se mantuvieron a 37 °Cy 5% CO2 en medio de cultivo
DMEM suplementado con 10% de FBS, 1% penicilina/estreptomicina. Todas las lineas
celulares se mantuvieron en posicién horizontal en botellas de 75 cm? a un 80-85% de
confluencia. Para sembrar las células para cada experimento, éstas se lavaron con PBS y

se despegaron del sustrato con tripsina-EDTA 0,05% (Life Technologies, California, EE.
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UU.). Tras su recuento en la cdmara de Neubauer, se sembraron a diferentes

concentraciones dependiendo de cada experimento.

6. Procedimientos in vivo con células

6.1 Ensayos MTT de viabilidad celular

Para la determinacién de la viabilidad celular se utiliz6 el ensayo de reduccion de
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) 2,5-difeniltetrazolio; Sigma-Aldrich, Misuri,
EE. UU.). El ensayo MTT se basa en la capacidad metabdlica de las células para convertir
el MTT en formazan, cuya cantidad generada es directamente proporcional al nimero
células vivas. Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 3,1
x 104 células/cm? y, exclusivamente las neuronas corticales, a una densidad de 4,7 x 104
células/cm?. Tras 24 horas, fueron sometidas a cada uno de los tratamientos y en el caso
de las neuronas corticales a los 9 dias, una vez alcanzada la madurez. La viabilidad celular
en las distintas condiciones experimentales se determiné incubando las células con MTT
a una concentracién de 1 mg/ml durante 2 horas. Pasado ese tiempo, se retiré el medio y
se afadieron 100 pl de DMSO para lisar las células y disolver los cristales de formazan. El
color de los cristales disueltos se analiz6 midiendo la absorbancia a 595nm en el

espectrofotometro EnSpire (Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.).
6.2 Potencial de membrana mitocondrial (MMP/AWm)

El potencial de membrana mitocondrial (MMP/AWn) se determiné utilizando el
compuesto tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM) (Molecular Probes Inc., Oregdn,
EE. UU.). El AWm es un claro indicador de la salud y funcionalidad mitocondrial y, por
tanto, algunas de las funciones mitocondriales como la respiracidén, la fosforilacion
oxidativa, la generacion de ROS, la homeostasis de Ca?* y la induccién de apoptosis, son
dependientes del mismo. El TMRM es un compuesto fluorescente que es captado por las
mitocondrias funcionalmente activas y su fluorescencia es directamente proporcional a
la polaridad de la membrana mitocondrial. Una disminuciéon de la fluorescencia del
TMRM supone una despolarizacion y, por tanto, dafio mitocondrial. Para su
determinacién, se sembraron 5,2 x 104 células/cm? en placas de 6 pocillos sobre
cubreobjetos de 25 mm de didametro. En el caso de los cultivos primarios de neuronas, los
cristales fueron tratados previamente con el adyuvante para la adherencia Poli-D-lisina.

Una vez alcanzada una confluencia del 80% (en el caso de los cultivos primarios de
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neuronas corticales alcanzada su madurez), se anadi6 TMRM 40 nM en medio HBSS (del
inglés Hanks’ balanced salt solution; con calcio y magnesio y suplementado con HEPES y
ajustado el pH a 7,4 con NaOH) durante 40 minutos antes de iniciar el experimento. En
los cultivos primarios de neuronas corticales ademas se afiadié Cell Trade Calcein-AM
(Calceina, Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.) que entra en el citosol de las células
y nos permitio verificar la pureza de la poblacién en cultivo. Una vez transcurrido este
tiempo, las imagenes se obtuvieron en el equipo de microscopia confocal Zeiss 510 VIS
CLSM equipado con el sistema de deteccion META con el objetivo 63x manteniendo el
TMRM en los cultivos. Las mediciones se hicieron mediante adquisiciones en “Z-stack” en
diferentes campos de cada cubreobjetos. Las imagenes se adquirieron con el software Zen
2009 (Zeiss, Oberkochen, Alemania) equipado con el médulo de fisiologia. Su posterior
analisis se llevd a cabo utilizando el software Volocity®3D Image Analysis (Quorum

Technologies, Ontario, Canada).

6.3 Masa mitocondrial

Para medir la masa mitocondrial por fluorescencia mediante live-cell imaging (% del
volumen mitocondrial dentro del citosol) se sembraron 5,2 x 104 células/cm?2 en placas
de 6 pocillos sobre cubreobjetos de 25 mm de didmetro (en el caso de los cultivos
primarios de neuronas los cristales fueron tratados previamente con el adyuvante para
la adherencia Poli-D-lisina). Una vez alcanzada una confluencia del 80% (en el caso de los
cultivos primarios de neuronas corticales alcanzada su madurez), 40 minutos antes del
experimento, las células se cargaron con TMRM, para visualizar las mitocondrias y con
Cell Trade Calcein-AM (Calceina), para visualizar el volumen celular. Se adquirieron
cortes en “Z-stack” en aproximadamente 15 células por condicién (células SH-SY5Ys) o0 5
campos diferentes (cultivos primarios de neuronas) en cada experimento. Las imagenes
se adquirieron con el equipo de microscopia confocal Zeiss 510 VIS CLSM con el objetivo
63x con excitacidon a 495 nm, y emision a partir de 516 nm para la Calceina y 560/580
nm para TMRM. Como el TMRM es dependiente del AWm, la configuracion para detectar
la fluorescencia roja se redujo para localizar las mitocondrias que atn no se habian
degradado. El andlisis de imagen se llevé a cabo utilizando el software Volocity®3D
Image Analysis. Para cuantificar los cambios en el volumen mitocondrial, se calculé el
porcentaje de colocalizacién de fluorescencia verde (citosol), y la fluorescencia roja

(mitocondria). Este cociente representa el volumen de la célula que estd ocupado por la
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red mitocondrial. Para permitir la comparacion entre diferentes condiciones del
experimento, la colocalizacién de estas sefiales se expres6 en porcentaje, siendo el 100%

el valor correspondiente a las células sin tratar.

7. Procedimientos con proteinas

7.1 Extraccién de proteinas

Para la extraccion de proteinas a partir de tejido se utilizdo aproximadamente un
fragmento de unos 20 mg de las muestras de corteza o de hipocampo, previamente
congeladas y almacenadas de los diferentes ratones. Se procedi6 a la digestion mecanica
con un homogeneizador de vidrio para tejido (ReadyPrep™ mini grinder de Bio-rad,
California, EE. UU.) en hielo en presencia de tampdn de lisis NP40 (NaCl 150 mM, Tris-
HCI 50 mM, EDTA 1 mM, y Nonidet P40 0,5%, en presencia de inhibidores de proteasas y
fosfatasas al 10% (Roche, Basilea, Suiza)). Seguidamente, el homogenado se centrifug6 a
14.000 rpm, durante 15 minutos y el sobrenadante se guardé a -80 °C, para la posterior
cuantificacion de la concentracién de proteinas.

La extraccion de proteinas de los cultivos celulares se realiz6 afiadiendo el tampdn de
lisis NP40 frio a los cultivos para lisar las células. Tras actuar unos minutos, se rasparon
las células de los pocillos recogiendo finalmente el contenido en tubos eppendorf. Los
lisados celulares se guardaron a -80 °C para asegurar una completa lisis celular hasta la
cuantificacion de la concentraciéon de proteinas.

La estimacién de la cantidad total de proteina de los lisados se llev6 a cabo con el
método del acido bicinconinico (BCA; Pierce™ BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific,
Massachusetts, EE. UU.), respecto a concentraciones conocidas de alblimina, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las medidas de absorbancia se realizaron en el

espectrofotémetro para placas de 96 pocillos Enspire, a 562 nm.

7.2 Western blot

Los niveles de cada proteina se analizaron mediante Western Blot. Se utilizaron 10
pg de proteina total de cada muestra, a excepcion de las muestras de hipocampo que se
utilizaron 20 pg, mezclados con tampon de carga reductor Laemmli 4X (Bio-Rad,
California, EE. UU.) con 10% de B-mercaptoetanol (Bio-Rad, California, EE. UU.). Las
proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de gradiente prefabricados SDS-

PAGE (del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) del 4% al 20%

59



MATERAL Y METODOS

Tris-Glicina (Bio-Rad, California, EE. UU.) o en geles SDS-PAGE al 10% o al 15% Tris-
Glicina (Bio-Rad, California, EE. UU.), dependiendo de la proteina a determinar en
condiciones desnaturalizantes. El avance de la electroforesis se monitorizé con un
marcador de pesos moleculares (Precision Plus Protein Dual Xtra Standards, Bio-Rad,
California, EE. UU.). Una vez separadas, las proteinas se transfirieron a una membrana de
Poly vinylidene fluoride (PVDF) (Immobilon-P, Bio-Rad, California, EE. UU.). Después de
la transferencia, las membranas se bloquearon con leche en polvo desnatada al 5%
diluida en TBS (del inglés Tris-buffered saline: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Tris-HCl 250
mM, pH 7,5 con 0,1% Tween-20) durante 1 hora, a temperatura ambiente. A
continuacién, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C con los anticuerpos
primarios especificos para cada proteina (tabla 2). La sefal del anticuerpo primario se
amplific6 mediante la incubacién con un anticuerpo secundario especie-especifico
conjugado con peroxidasa (tabla 2) a excepcién del anticuerpo primario Anti-f-actina que
lleva conjugada peroxidasa y su deteccion fue directa. Los niveles de cada proteina se
detectaron con el sistema de deteccién de sustrato quimioluminiscente ECL (del inglés
enhanced chemiluminescence; Clarity de Bio-Rad, California EE. UU.) con el equipo
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare, Illinois, EE. UU.).

Como control de carga, los niveles de cada proteina se refirieron respecto a la
proteina 3-actina. En todos los casos, los niveles de proteina se normalizaron respecto a
la media de los niveles de los casos establecidos como “control”. El analisis
densitométrico de las bandas se realiz6 utilizando el programa informatico Image Studio

Lite versién 5.2.
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en Western blot e inmunofluorescencia

Primario

Anti-PGC-1a pAb-Conejo 1:200 /  1:200 Santa Cruz Sc13067
Anti-ATPB mAb-Ratén Primario 11000 / 1:200 Abcam Ab14730
, Primari
Anti-Mfn1 mAb-Ratén rimarto 1:1000 / Abcam Ab57602
’ E—
Anti-Mfn2 mAb-Ratén rimarto 1:1000 / Abcam Ab56889
S
Anti-Drp1 mAb-Conejo rimarto 1:1000 / Cell signalling D6C7
Primart
Anti-Opal mAb-Ratdn rimario 1:1000 / Novus Biologicals NBP1-71656
E—
Anti-SQSTM1/p62 mAb-Conejo rimario 1:1000 /  1:200 Abcam Ab109012
E—
Anti-LC3 pAb-Conejo rimario 12000 / 1:200 Novus NB100-2220
Anti-Flag mAb-Raton Primario /  1:200 Merck F3165
E—
Anti-APP mAb-Conejo rimario 11000 / NBP2-62566
Anti-B-actina-HRP mAb-Conejo Primario 1:25000 / Abcam 49900
Anti-Conejo pAb-Cabra Secundario 1:5000 / Life technologies G21234
Anti-Raton pAb-Cabra Secundario 1:5000 / Abcam AbS7023
Anti-Conejo Alexa pAb-Cabra Secundario / 1:1000  Thermo Scientific A11034
fluor 488
Anti-Ratdn Alexa pAb-Cabra Secundario / 1:1000  Thermo Scientific A11004
Fluor 568

Whb: Western blot; ICC: Inmunofluorescencia; mAb: anticuerpo monoclonal; pAb: anticuerpo policlonal.

7.3 Inmunofluorescencia

Para los experimentos de inmunofluorescencia en lineas celulares, las células se
sembraron a una densidad de 6,6 x 10% células/cm?2 en placas de 24 pocillos sobre
cubreobjetos de 13 mm de diametro, previo recuento en cdmara de Neubauer. Cuando
los cultivos alcanzaron una confluencia del 80% se realizaron los experimentos. Al
finalizar los mismos, las células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%. Después, se
permeabilizaron con 0,1 % Tritén X-100 (Sigma-Aldrich, Misuri, EE. UU.) en PBS. Previo
a la incubacién con los anticuerpos primarios, las células se bloquearon con tampén de
bloqueo (suero de caballo 10%; Thermo Scientific, Massachusetts, EE. UU.; en PBS). La
incubacion con los correspondientes anticuerpos primarios (tabla 2) se realiz6 durante 1

hora a temperatura ambiente. Después, las células se incubaron con los anticuerpos
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secundarios correspondientes indicados en la tabla 2, conjugados con diferentes
fluoréforos para su deteccion. Los cubreobjetos con las células adheridas se montaron en
portas de cristal utilizando el medio de montaje Prolong™ Gold Antifade conjugado con
4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Life tecnologies, California, EE. UU.). Las
imagenes se tomaron con el objetivo de 63x usando el microscopio confocal Zeiss 510 VIS
CLSM (Zeiss, Oberkochen, Alemania) equipado con el sistema de deteccion META. El
procesamiento y analisis de las imagenes se realizé utilizando el programa Volocity®3D

Image Analysis.

7.4 Ensayos de ELISA

Los niveles de AB4o y AB42 fueron analizados mediante la técnica de ELISA (del inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Para el analisis de los niveles de AB40y AB42 en las
muestras de corteza e hipocampo de ratones de 3, 6 y 12 meses se utilizaron los Kits
comerciales Human A+ ELISA Kit (KHB3481, Invitrogen, California, EE. UU.) y Human
APz Ultrasensitive ELISA Kit (KHB3544, Invitrogen, California, EE. UU.). Para el analisis
de los niveles de AB40 y APB42 en las lineas celulares se utilizaron los kits comerciales
HUMAN BETA AMYLOID (1-40) KIT ELISA (298-64601, Wako, Tokio, Jap6n) y HUMAN
BETA AMYLOID (1-42) KIT ELISA (296-64401, Wako, Tokio, Jap6n). En todos los casos, se
siguieron las instrucciones de las casas comerciales.

En el caso de las muestras de tejido de raton, éstas se homogenizaron en la solucion
A (Guanidina-HCl 5 M, Tris HCl 50 mM pH 8) durante 3-4 horas a temperatura ambiente.
A continuacion, las muestras se diluyeron en la solucién B (KCI 0,2 g/1, KH2PO4 0,2 g/],
NaCl 8,0 g/1, NazHPOa4 1,15 g/1, BSA 5%, Tween20 0,03%) y se centrifugaron a 16.000 g
durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante resultante se utiliz6 para la realizacién del
inmunoensayo. El analisis de los niveles de AB4o y AB42 en células en cultivo se realiz6
tanto en los lisados celulares como en los sobrenadantes. Tras varios dias en cultivo hasta
que se alcanzd una confluencia del 90%, se recogi6 el sobrenadante (~1,5ml) que se
liofilizé y reconstituyo6 en 150 pl de PBS. Las células se lisaron con el tampdn de lisis NP40
en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas al 10%. Finalmente, se procedié al
desarrollo del ensayo siguiendo las indicaciones de las casas comerciales.

Los niveles de AMPc también fueron analizados mediante la técnica de ELISA. Se
analizaron los niveles de AMPc en las muestras de corteza e hipocampo de ratones

APP/PS1y WT de 6 meses tras el tratamiento oral con S14 o con la sustancia vehiculo, en
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el caso de los grupos control, utilizando el kit comercial Cyclic AMP Direct ELISA Kit
(K019-H1, Arbor Assay, Michigan, EE. UU.). En este caso, también se siguieron las

instrucciones de la casa comercial.

8. Analisis estadistico

Salvo que se especifique otra cosa, todos los datos presentados representan los
valores medios * el error estandar (SEM). Para los analisis estadisticos se utilizd el
programa GraphPad Prism versién 6 (GraphPad Software, California, EE.UU.). Para la
comparaciéon de medias entre dos variables con distribuciéon normal, se usé el test t de
Student y la comparacién de medias entre mas de dos grupos de variables se analiz6 por
ANOVA (del inglés Analysis of Variance) y posterior analisis “post hoc” (Fisher’s LSD test).
Las diferencias entre los niveles de proteinas en la corteza e hipocampo de ratones de 3,
6 y 12 meses se analizaron mediante two-way ANOVA (dos variables independientes:
edad y genotipo) y posterior analisis “post hoc” (Fisher’s LSD test). En todos los casos, las

diferencias se consideraron significativas a un nivel de p< 0,05.
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Numerosos estudios han propuesto que el péptido AP podria ser responsable de
alteraciones en la funcién mitocondrial en la EA reflejadas en cambios en el potencial de
membrana mitocondrial, en la respiracién mitocondrial, en la sintesis de ATP y en otros
procesos relacionados con el metabolismo energético, todos ellos controlados por la
mitocondria (Reddy et al., 2018; Zhao et al, 2019). El efecto inmediato de estas
alteraciones puede tener consecuencias en el equilibrio de la dindmica mitocondrial que,
finalmente, produce una eliminaciéon excesiva de mitocondrias funcionales y/o una
acumulacién de mitocondrias defectuosas, que se puede convertir en toxica. Estos
cambios pueden jugar un papel fundamental en el desarrollo de la patologia de la EA
(Manczak et al,, 2011, 2018). Esta tesis se ha centrado en estudiar la contribucion
especifica del péptido AB sobre la dindmica mitocondrial utilizando diversos modelos
experimentales.

Como modelo in vivo de la EA, se utilizé el modelo murino APP/PS1. Este modelo ha
sido ampliamente caracterizado desde sus origenes por otros grupos y en estudios
previos de nuestro laboratorio, donde se ha observado que muestra signos de
alteraciones patolégicas a edades tempranas (4 meses de edad), incluyendo acumulacién

de AB en la corteza cerebral e hipocampo y activacion astrocitaria (Anitua et al., 2014).

1. Alteraciones mitocondriales en un modelo in vivo de EA: ratones APP/PS1 de

3,6y 12 meses

1.1 Niveles de A en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT y APP/PS1

Segun lo descrito en trabajos previos, el modelo murino de amiloidosis APP/PS1 sufre
una acumulacién progresiva cerebral de AP conforme avanza la edad de los ratones
(Blanchard et al., 2003; Trinchese et al., 2004) que pensamos podria ser responsable de
alteraciones mitocondriales. Esta acumulacién progresiva de A con la edad se confirmé
analizando los niveles de AB4o0 y AB42 en diferentes regiones del cerebro de los ratones
APP/PS1 a las edades de 3, 6 y 12 meses y se compard con ratones de fenotipo salvaje
(WT). En cuanto al péptido AB4o, se observé un aumento significativo tanto en corteza

cerebral como en hipocampo en los animales APP/PS1 a la edad de 12 meses que no fue
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evidente en el mismo grupo de ratones a edades mas jovenes ni en los ratones WT (figura
8).
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Figura 8. Niveles cerebrales de AB40 en ratones APP/PS1y WT a diferentes edades. A) Niveles de Af40
en corteza cerebral de animales WT y APP/PS1 de 3, 6 y 12 meses de edad. B) Niveles de AB40 en hipocampo
de animales WT y APP/PS1 de 3, 6 y 12 meses de edad. Los datos estan expresados como porcentaje
respecto al grupo WT de 3 meses de edad y son la media + SEM de 6 animales por grupo. #### p<0,0001,
respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. $$$$ p<0,0001, respecto a ratones WT de la misma edad.
****¥p<0,0001, respecto a ratones APP/PS1 de 6 meses (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

En cuanto a los niveles de AB42, se pudo observar un aumento significativo tanto en
corteza como en hipocampo en los animales APP/PS1 a los 12 meses de edad respecto a
los mismos animales a la edad de 3 meses y que no fue evidente en los ratones WT (figura
9). Cabe destacar que a la edad de 6 meses ya se observaron diferencias significativas en

cuanto a los niveles de AP42 entre los ratones APP/PS1 y los ratones WT (figura 9A).
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Figura 9. Niveles cerebrales de A4z en ratones APP/PS1y WT a diferentes edades. A) Niveles de A4z
en corteza cerebral de animales WT y APP/PS1 de 3, 6 y 12 meses de edad. B) Niveles de AB42 en hipocampo
de animales WT y APP/PS1 de 3, 6 y 12 meses de edad. Los datos estan expresados como porcentaje
respecto al grupo WT de 3 meses de edad y son la media + SEM de 6 animales por grupo. ## p<0,01; ###
p<0,001, respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. $ p<0,05, $$$ p<0,001; $$$$ p<0,0001, respecto a ratones
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WT de la misma edad. * p<0,05, respecto a ratones APP/PS1 de 6 meses (ANOVA, analisis post-hoc LSD de
Fisher).

1.2 Estimacion de la cantidad de mitocondrias en corteza cerebral e hipocampo

de ratones WT y APP/PS1

La cantidad de mitocondrias en las células puede variar en funciéon de los
requerimientos energéticos y, puede reflejar alteraciones relacionadas con la biogénesis,
con los procesos de dinamica y con los procesos de degradaciéon mitocondrial, pudiendo
llegar a ser todos ellos patoldgicos. La cantidad de mitocondrias se puede estimar
analizando la masa mitocondrial mediante la utilizacién de anticuerpos especificos
contra proteinas mitocondriales estructurales. En nuestro modelo experimental in vivo
se analizé la masa mitocondrial midiendo los niveles de la subunidad 8 de la proteina ATP
sintasa o complejo V (CxVp), localizada en la membrana mitocondrial interna, mediante
western blot. En la corteza cerebral, se observo una disminucién significativa en los
niveles de esta proteina a los 6 meses de edad en los ratones APP/PS1 al compararse con
los niveles de la misma en ratones WT. A la edad de 12 meses, los niveles de esta proteina
se encontraron igualmente reducidos en los dos grupos de animales (figura 10A). La
reduccion de los niveles de esta proteina en el hipocampo fue evidente de forma
significativa a edades mas tempranas. Los ratones APP/PS1 a la edad de 3 meses
mostraron una reduccion significativa en los niveles de esta proteina que se mantuvo a lo
largo del envejecimiento de los animales. En los ratones WT, los niveles de esta proteina
en el hipocampo se vieron reducidos mas tarde, a la edad de 12 meses, comparado con

los animales transgénicos (figura 10B).
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Figura 10. Masa mitocondrial en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1 y ratones WT.
A) Niveles de CxVf3 en corteza cerebral de animales de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En la parte
inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. B) Niveles de CxV[3 en hipocampo de
animales de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En la parte inferior se muestra la imagen de un
western blot representativo. En todos los casos se utilizo la proteina 3-actina como control de carga. En los
histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por grupo
respecto a los ratones WT de 3 meses. * p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001, respecto a ratones WT de 3
meses. #### p<0,0001, respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

Estos cambios encontrados en la masa mitocondrial en corteza e hipocampo en el
modelo in vivo de EA indican que pueden existir alteraciones en la generacién de nuevas
mitocondrias necesarias para cualquier requerimiento energético extra de la célula, o
alteraciones en la degradacion mitocondrial, esto ultimo, en estrecha regulacién por los
procesos de fusion y fision mitocondrial. Por lo tanto, utilizando este modelo animal se
estudiaron los procesos de biogénesis y dinamica mitocondrial a las edades
anteriormente definidas, 3, 6 y 12 meses, con el fin de establecer una posible relacion
temporal entre la carga de AB y las posibles alteraciones en los procesos mencionados a
nivel cerebral y en comparacion con animales de fenotipo salvaje. Para ello se analizaron
los niveles de diferentes proteinas que pueden ser determinantes en el mantenimiento
de la biogénesis y la dinamica mitocondrial en muestras procedentes de la corteza

cerebral y de hipocampo de ratones APP/PS1y WT de los 3 grupos de edad.
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1.3 Biogénesis mitocondrial en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT y
APP/PS1

La biogénesis mitocondrial es un proceso mediante el cual se producen nuevas
mitocondrias a partir de las mitocondrias existentes. Se trata de un proceso complejo
orquestado por factores de transcripcion especificos que regulan la expresion de genes
nucleares que codifican proteinas mitocondriales. El principal factor regulador de la
biogénesis mitocondrial es PGC-1a. (PPARG coactivador 1 alpha del inglés Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) un cofactor transcripcional
que ademas regula la expresidn de genes implicados en el metabolismo y funcién celular.
Para analizar la biogénesis mitocondrial, se determinaron los niveles de PGC-1a en los
cerebros de los diferentes grupos de ratones a las edades sefialadas anteriormente. En
corteza cerebral de los ratones APP/PS1, los niveles de PGC-1a ya se vieron reducidos a
los 3 meses de edad y esta reduccidon se mantuvo a las siguientes edades estudiadas. En
los ratones WT, los niveles de PGC-1a no parecieron verse afectados a ninguna de las
edades (figura 11A). Al analizar los niveles de PGC-1a en el hipocampo, no se observaron

diferencias entre ninguno de los grupos de animales (figura 11B).
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Figura 11. Biogénesis mitocondrial en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT. A)
Niveles de PGC-1a en corteza cerebral de animales APP/PS1 y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel
superior). En la parte inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. B) Niveles de PGC-
1la en hipocampo de animales APP/PS1 y WT a las edades de 3, 6 y 12 meses (panel superior). Debajo se
muestra la imagen de un western blot representativo. En todos los casos se us6 [3-actina como control de
carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por
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grupo respecto a los ratones control de 3 meses. * p<0,05, respecto a ratones WT de 3 meses. $ p<0,05,
respecto a ratones WT de la misma edad (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

Estos resultados sugieren que la biogénesis mitocondrial Unicamente se ve afectada en
los ratones APP/PS1 y no en los ratones de fenotipo salvaje. Este deterioro solo ocurri6
en la corteza cerebral a edades tempranas y se mantuvo con el avance de la edad de los

animales.

1.4 Fusiony fision mitocondrial en corteza cerebral e hipocampo de ratones WT

y APP/PS1

Otra posible explicacién a una reduccion en la masa mitocondrial encontrada, como se
ha avanzado anteriormente, podria deberse a alteraciones en los procesos que controlan
la degradacion de mitocondrias no funcionales o dafiadas. Las mitocondrias se
encuentran unidas unas a otras por la membrana mitocondrial externa formando una red
y, esta unién entre mitocondrias es controlada principalmente por los procesos de fusiéon
y fision mitocondrial, que estan a su vez regulados por un conjunto de proteinas GTP-asas
de las membranas mitocondriales. Si las mitocondrias no estian danadas, se da un
equilibrio entre los niveles de las proteinas de fusion y las proteinas de fision. Cuando
alguna de las mitocondrias de la red esta dafiada y no desempefia correctamente sus
funciones, el efecto de las proteinas de fision mitocondrial prevalece y las proteinas de
fusion comienzan a degradarse favoreciendo la separacién de la mitocondria dafiada del
conjunto de la red. Algunas de las proteinas de fusién mitocondrial principales son las
mitofusinas 1 y 2 (Mfnl y Mfn2, respectivamente) y Opal mientras que una de las
principales proteinas pro-fision mitocondrial es Drp1. En el modelo in vivo APP/PS1, se
analizaron los niveles de cada una de estas proteinas a las diferentes edades (3, 6 y 12
meses) y se compararon con los niveles de las mismas en los animales WT a las mismas
edades. En primer lugar, se analizaron los niveles de las proteinas Mfnl y Mfn2
localizadas en la membrana mitocondrial externa (MME). En la corteza cerebral, los
niveles de Mfn1 se vieron significativamente reducidos con la edad, en ambos grupos de
animales, pero esta reduccién aparecié mas tempranamente en los ratones APP/PS1, a
los 3 meses (figura 12A). En el hipocampo esta disminucidn significativa s6lo se observd

en los ratones APP/PS1 ala edad de 12 meses (figura 12B).
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Figura 12. Niveles de Mfn1 en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT. A) Niveles de
Mfn1 en corteza cerebral de animales APP/PS1 y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En la
parte inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. B) Niveles de Mfn1 en el hipocampo
de animales APP/PS1 y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En la parte inferior se muestra la
imagen de un western blot representativo. En todos los casos se usé f3-actina como control de carga. En los
histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por grupo
respecto a los ratones control de 3 meses. * p<0,05; **** p<0,0001, respecto a ratones WT de 3 meses. #
p<0,05, respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. $ p<0,05; $$ p<0,01, respecto a ratones WT de la misma
edad. (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

En cuanto a los niveles de Mfn2, en la corteza cerebral también se observo una
disminucidén con la edad que fue estadisticamente significativa en los ratones APP/PS1 ya
ala edad de 6 meses y no en los ratones WT de su misma edad (figura 13A). Aunque a los
12 meses se vio una reduccion significativa en los dos grupos de ratones (figura 13A),
ésta fue mucho mayor en los animales transgénicos que mostraron una tendencia similar
a la observada previamente respecto a los niveles de Mfn1 en esta area cerebral (figura
12A). En el hipocampo, el descenso significativo en los niveles de Mfn2 ocurrié en ambos
grupos de ratones ya a la edad de 6 meses respecto a los animales mas jovenes de sus

mismos grupos (figura 13B).
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Figura 13. Niveles de Mfn2 en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT. A) Niveles de
Mfn2 en la corteza cerebral de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el
panel inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. B) Niveles de Mfn2 en el hipocampo
de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el panel inferior se muestra la
imagen de un western blot representativo. En todos los casos se us6 3-actina como control de carga. En los
histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por grupo
respecto a los ratones control de 3 meses. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, respecto a ratones WT de 3
meses. # p<0,05, ### p<0,001; #### p<0,0001 respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. $ p<0,05; $$
p<0,01, respecto a ratones WT de la misma edad (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

La fusién de la membrana mitocondrial interna (MMI) ocurre tras la fusion de la MME
y es llevada a cabo por Opal, que posee numerosas isoformas generadas por splicing
alternativo, de las cuales L-Opal (L, del inglés long) y S-Opal (S, del inglés short) parecen
desempefiar funciones mas relevantes (Del Dotto et al,, 2018). La forma L-Opal es
suficiente para la fusion de la MMI, mientras que los niveles excesivos de S-Opal inhiben
la actividad de fusion (Ge et al., 2020). Mayores niveles de L-Opal indican una fusién de
la MMI mas estrecha mientras que si aumentan los niveles de S-Opal se produce una
inclinacion hacia la fision de la MMI. En nuestros resultados se analizaron los niveles de
L-Opal que reportaron un descenso significativo en los ratones APP/PS1 a nivel cortical
ya a los 3 meses de edad manteniéndose reducidos a lo largo del envejecimiento de los
animales transgénicos (figura 14A). Sin embargo, no se observaron diferencias

significativas a nivel del hipocampo en ninguno de los grupos de animales (figura 14B).
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Figura 14. Niveles de Opal en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT. A) Niveles de
L-Opal en corteza cerebral de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el
panel inferior se muestra la imagen de un western blot representativo indicando las bandas
correspondientes a la isoforma pesada de la proteina Opal (L-Opal) y a la forma proteolizada mas ligera
(S-Opa1l).B) Niveles de L-Opal en hipocampo de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel
superior). En el panel inferior se muestra la imagen de un western blot representativo indicando las bandas
correspondientes a la forma L-Opal y a la forma S-Opal. Tanto en corteza como en hipocampo se
cuantificaron los niveles de L-Opal. En todos los casos se usé -actina como control de carga. En los
histogramas se expresa en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por grupo respecto
a los ratones control de 3 meses. * p<0,05, respecto a ratones WT de 3 meses. $ p<0,05, respecto a ratones
WT de la misma edad (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

Tras el analisis de las proteinas de fusién mitocondrial, se analizaron los niveles de
Drpl, cuyos niveles estdn aumentados respecto a las proteinas de fusién cuando se
favorece la fision mitocondrial. En la corteza cerebral, se observd que en los animales
APP/PS1 a las edades de 6 y de 12 meses los niveles de Drpl aumentaron
significativamente respecto al mismo grupo de animales de 3 meses de edad, indicando
una inclinacion favorable hacia la fision mitocondrial en estos animales (figura 15A). Sin

embargo, no se observaron diferencias en los niveles de Drp1 en hipocampo (figura 15B).
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Figura 15. Niveles de la proteina Drp1 en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT.
A) Niveles de Drpl en corteza cerebral de animales APP/PS1 y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel
superior). En el panel inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. B) Niveles de Drp1
en hipocampo de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el panel inferior
se muestra la imagen de un western blot representativo. En todos los casos se us6 [3-actina como control
de carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales
por grupo respecto a los ratones control de 3 meses. # p<0,05; ## p<0,01, respecto a ratones APP/PS1 de
3 meses. $ p<0,05, respecto a ratones WT de la misma edad (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

En conjunto, el estudio de los niveles de las proteinas de fusién y fisién mitocondrial
en los cerebros de los animales APP/PS1 sugirié una pérdida del equilibrio entre estas
proteinas de forma mas acentuada y temprana en la corteza cerebral de estos animales al
comparar este equilibrio con los ratones de fenotipo salvaje. La alteracion de este
equilibrio resulta favorable hacia una mayor fision mitocondrial y un deterioro del
mantenimiento de la fusién mitocondrial que podria venir desencadenada por una
interaccion del péptido Af en la fisiologia mitocondrial. Esta diferencia entre los grupos
de animales se mantuvo en el hipocampo, pero apareceria de forma mas tardia y menos

acentuada.
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2. Biogénesis y dinamica mitocondrial en diferentes modelos in vitro de

amiloidosis

Tras comprobar que en el modelo de amiloidosis in vivo se producian alteraciones
relacionadas con la biogénesis y la dindmica mitocondrial, se quiso confirmar si estas
alteraciones efectivamente se debian al efecto del péptido AB en varios modelos celulares
in vitro. Para ello se utilizaron cultivos primarios de neuronas corticales de rata y de la
linea dopaminérgica humana de neuroblastoma, SH-SY5Y, a los que se les afadio el
péptido AB42 oligomerizado durante 24 horas, asi como la linea SK-APP que sobreexpresa

la proteina APP.

2.1 Estimacion de la masa mitocondrial en los modelos in vitro

En primer lugar, se quiso comprobar si en los modelos in vitro a estudiar el péptido A3
ejercia algun efecto sobre la cantidad de mitocondrias presentes en las células. Para ello
nuevamente se analizaron mediante western blot los niveles de la proteina estructural
CxVp. Como se puede comprobar, tanto en los cultivos primarios de neuronas corticales
de rata como en la linea celular SH-SY5Y, la incubacién durante 24 horas con AB42 (1 pM)
produjo una disminucion significativa de los niveles de esta proteina, sugiriendo, por
tanto, una reduccién de la masa mitocondrial (figura 16 A y B). Sin embargo, esta
reduccion no resulto apreciable en la linea SK-APP al compararlo con los niveles de CxV[3

en las células control (SK-C) que no sobreexpresan la proteina APP (figura 16C).
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Figura 16. Masa mitocondrial en diferentes modelos celulares de amiloidosis. Niveles de CxVf3 en (A)
cultivo primario de neuronas y (B) células SH-SY5Y tratadas con ABs2 (1 pM) durante 24h (panel superior)
medidos mediante western blot. En el panel inferior se muestra la imagen de un western blot
representativo. C) Niveles de CxV[ en las lineas celulares SK-APP y SK-C, utilizada como células control
(panel superior) medidos mediante western blot. En el panel inferior se muestra la imagen de un western
blot representativo. En todos los casos se usd f-actina como control de carga. En los histogramas se
expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 3-5 experimentos independientes. * p<0,05; ***
p<0,001, respecto a las respectivas células control (Prueba t de Student).

2.2 Biogénesis mitocondrial en los modelos in vitro

Para estudiar la biogénesis mitocondrial, al igual que en el modelo animal, se
analizaron los niveles de la proteina PGC-1a en los diferentes modelos celulares. A las 24
horas de incubacion con A4z, se observé un descenso significativo en los niveles de PGC-
la tanto en los cultivos primarios neuronales como en la linea de neuroblastoma SH-SY5Y
respecto a las células sin tratamiento (figura 17 A, B y D). Sin embargo, en las células SK-
APP los niveles de PGC-1a no mostraron diferencias significativas respecto a las células

que no sobreexpresaban la proteina (células SK-C; figura 17C).
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Figura 17. Biogénesis mitocondrial en diferentes modelos celulares de amiloidosis. Niveles de la
proteina PGC-1a en (A) cultivo primario de neuronas y (B) células SH-SY5Y tratadas con A2 (1 uM)
durante 24h (panel superior) medidos mediante western blot. En el panel inferior se muestra la imagen de
un western blot representativo. C) Niveles de PGC-1a en las lineas celulares SK-APP y SK-C utilizada como
control (panel superior). Debajo se muestra la imagen de un western blot representativo. En todos los casos
se us6 B-actina como control de carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios *
SEM de entre 3-5 experimentos independientes. * p<0,05; *** p<0,001, respecto a las respectivas células
control (Prueba t de Student). D) Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia de la
proteina PGC-1a (verde) en células SH-SY5Ys tratadas con ABsz (1 pM) durante 24h (panel derecho). Los
nucleos se marcaron con DAPI (azul). Las células sin tratar o control se muestran en la imagen de la
izquierda. Barra de escala = 14 pm.

2.3 Fusiony fision mitocondrial in vitro utilizando diferentes modelos celulares

Al igual que en el modelo animal de amiloidosis, el estudio del equilibrio de los

procesos de fusién y fisiéon mitocondrial en los diferentes modelos celulares se llev6 a
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cabo determinando los niveles de las proteinas de fusiéon Mfn1y 2 y Opal y de los niveles
de la proteina de fisién mitocondrial, Drp1. Tanto en los cultivos primarios de neuronas
corticales como en las células SH-SY5Y se aprecié una disminucion significativa de los
niveles de las proteinas de fusién mitocondrial Mfn1, Mfn2 y L-Opal tras la incubacion
durante 24 horas con A4z (figura 18 A, B y C). Estos cambios en los niveles de las
proteinas de fusién mitocondrial no fueron apreciables en la linea celular SK-APP (figura
18 Ay D).

En cuanto a la proteina de fisidn mitocondrial, Drp1, sus niveles se encontraron
significativamente aumentados tanto en los cultivos primarios de neuronas corticales
como en las células SH-SY5Y tratadas con AP42 durante 24 horas (figura 18 A, By C). En
las células SK-APP los niveles de esta proteina tampoco mostraron cambios significativos
respecto las células SK-C (figura 18 Ay D).

En conjunto, estos resultados muestran que el tratamiento con Af42 produjo un
desequilibrio del balance de proteinas de fusion y fision mitocondrial tal como se muestra
en los cultivos primarios de neuronas corticales y en la linea SH-SY5Y. Este desbalance se
inclinaria hacia una mayor fision mitocondrial que podria preceder a la degradaciéon de
las mitocondrias dafiadas. En cuanto al modelo de sobreexpresion de APP, no se
observaron alteraciones en el balance de proteinas de fusidn y fision mitocondrial
posiblemente porque la carga de Af que pudiera proporcionar este modelo no fuera

suficiente o equiparable a la que ofrece la propia incubacion con el péptido.
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Figura 18. Niveles de proteinas de fusion y fision mitocondrial en diferentes modelos celulares de
amiloidosis. A) Western blot representativos mostrando los niveles de las proteinas de fusién (Mfn1, Mfn2
y Opal) y fisiéon (Drp1) mitocondrial en los diferentes cultivos celulares. Niveles de las proteinas Mfn1,
Mfn2, L-Opal y Drp1 en (B) cultivos primarios de neuronas y (C) células SH-SY5Y tratadas con Af42 (1 uM)
durante 24h medidos mediante western blot. D) Niveles de las proteinas Mfn1, Mfn2, L-Opal y Drp1 en las
lineas celulares SK-APP y SK-C medidos mediante western blot. En todos los casos se usé 3-actina como
control de carga. En los histogramas se expresa en porcentaje los valores medios + SEM de entre 3-5
experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01, **** p<0,0001, respecto a sus correspondientes células
control. (Prueba t de Student).
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2.4 La sobreexpresion de APP en las células SK-APP no produce una sobrecarga

de A significativa

Los resultados anteriores muestran que las alteraciones mitocondriales encontradas
en los cultivos primarios y de la linea celular SH-SY5Y tratados AB42 no son extensibles al
modelo celular de sobreexpresion de la proteina APP, SK-APP. Aunque esta linea si ha
sido util para el estudio de otros procesos celulares (Recuero et al,, 2004, 2009), es
posible que la sobreexpresion de APP en estas células no produjera una sobrecarga de
amiloide equiparable a la inducida en los otros modelos estudiados (in vitro e in vivo) y,
en consecuencia, las alteraciones esperadas no fueran lo suficientemente significativas.
Para descartar la pérdida de la sobreexpresion debida a diferentes ciclos de division
celular, se analizaron por western blot los niveles de APP en las células SK-APP y se
compararon con los de la linea celular SK-C. Como se observa en la figura 19, la linea SK-

APP mantenia la sobreexpresion de la proteina APP.
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Figura 19. Niveles de APP determinados por western blot en las lineas celulares SK-C y SK-APP.
Estimacién de los niveles de APP en la linea celular SK-C y SK-APP (izquierda). En el panel derecho se
muestra la imagen de un western blot representativo. En todos los casos se usé [3-actina como control de
carga. En el histograma se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de 3 experimentos
independientes. * p<0,05, respecto a las respectivas células SK-C (Prueba t de Student).

Seguidamente se analizaron los niveles de AP intracelulares y secretados en el medio
de cultivo en estas lineas celulares mediante ELISA, diferenciando entre el péptido AB4o
y el péptido AB42. Como se muestra en la figura 20, a nivel intracelular no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de AB40y AP42 entre las células SK-Cy las células
SK-APP (figura 20). Tampoco se apreciaron diferencias significativas en los niveles de

AB4oy AB42 secretados al medio extracelular (figura 20).
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Figura 20. Niveles de A0y ABsz en las lineas celulares SK-C y SK-APP. A) Niveles de Afs0 y B) Niveles
de A4z, en lisado celular (panel izquierdo) y en el medio extracelular (panel derecho). En los histogramas

se expresan los valores medios * SEM de 3 experimentos independientes respecto a las células SK-C
(Prueba t de Student).

En resumen, se podria pensar que al sobreexpresar la proteina APP en esta linea
celular no se obtuvo un aumento en los niveles de los péptidos amiloideos. Esto apunt6
mas hacia la acumulacién o sobrecarga de amiloide como la responsable de los
desequilibrios encontrados en la biogénesis mitocondrial y en los procesos de fusién y

fision mitocondrial, inapreciables en la linea SK-APP.

2.5 La sobreexpresion de APP en las células SK-APP induce un aumento de

autofagia

Puesto que los resultados de ELISA mostraron que los niveles de los péptidos AB4oy
AB42no variaban en estas células a pesar de que si mostraban una sobreexpresién de APP

respecto a las células SK-C, se pensd que esta ausencia de sobreproduccion de estos
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péptidos toxicos podria estar asociada con un mecanismo exacerbado de su eliminacion.
Algunos estudios indican que la eliminacién del péptido AP se puede producir por
mecanismos de autofagia y, como ya se adelant6 en la introduccién, la autofagia es un
proceso que permite la degradacién y reutilizacién de proteinas y organulos. Por lo tanto,
se quiso evaluar los niveles de autofagia en los cultivos celulares con sobreexpresion de
APP y compararlos con las células SK-C. Los marcadores autofagicos mas comunmente
utilizados son LC3-1], la forma lipidada de LC3-1y, p62, que son degradados en el lisosoma
junto con los componentes citoplasmaticos. El incremento en la cantidad de
autofagosomas puede deberse tanto a una mayor induccién de autofagia como a un mal
aclaramiento por parte del lisosoma. Para analizar la presencia autofagosomas se
analizan los niveles de LC3-II, presente en la membrana de estos organulos, asi como de
p62, cuyos niveles pueden disminuir cuando se produce una induccién prolongada del
proceso de autofagia. Se analizaron los niveles de p62 y LC3-II en estas células. Como se
muestra en la figura 21A, en las células SK-APP los niveles de p62 no mostraron
diferencias significativas en condiciones basales al compararlos con las células SK-C
(figura 21A). Sin embargo, los niveles del marcador de autofagia, LC3-1], si se encontraban
significativamente aumentados en condiciones basales (figura 21B). Para determinar si
estas diferencias se debian a una reduccién en la sintesis de cada una de las proteinas
marcadoras o a un mayor flujo autofagico, se utilizé bafilomicina, compuesto que inhibe
la fusion de los autofagosomas con los lisosomas y, por tanto, permite determinar el flujo
autofagico. Asi es posible detectar la acumulacién de p62 y de LC3-II, junto con la de otros
marcadores autofagicos, puesto que la bafilomicina inhibe su propia degradacion por el
lisosoma (Yoshii & Mizushima, 2017). Al aplicar a los cultivos bafilomicina, pudimos
comprobar céomo los niveles de p62 y de LC3-II aumentaban en las células con
sobreexpresién de APP mucho mas que en las células sin sobreexpresion de la proteina

(figura 21).
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Figura 21. Autofagia en las lineas celulares SK-APP y SK-C. Estimacion de los niveles del marcador
autofagico (A) p62 y (B) LC3-II en la linea celular SK-APP y SK-C (panel superior) en condiciones basales y
en presencia de bafilomicina (100 nM) para determinacién del flujo autofagico. En el panel inferior se
muestra la imagen de un western blot representativo. En todos los casos se usé -actina como control de
carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de 3 experimentos
independientes. ** p<0,01; **** p<0,0001, respecto a las células SK-C sin bafilomicina. ## p<0,01, ####
p<0,0001, respecto a las células SK-APP sin bafilomicina. $$ p<0,01; $$$ p<0,001, respecto a las células SK-
C con bafilomicina. (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

En resumen, estos resultados sugirieron que la autofagia estaria aumentada en las
células con sobreexpresién de la proteina APP. Esta podria ser la causa por la que no se
observ6 una mayor generacion de los péptidos AB40y AB42 en esta linea celular, al ser
posiblemente eliminados mediante autofagia. La no existencia de una sobrecarga de
amiloide en este modelo celular podria indicar que sélo la sobrecarga del péptido
amiloide seria causante de las alteraciones mitocondriales encontradas en los otros

modelos celulares utilizados, asi como en el modelo animal de EA.

2.6 Lasobrecarga de Af3 induce mitofagia

El desequilibrio entre los niveles de las proteinas de fusién y fision mitocondrial
favorable a la fisibn mitocondrial conduce a las mitocondrias dafiadas a ser eliminadas.

La eliminacion especifica de las mitocondrias dafiadas dentro de la red mitocondrial se
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produce por el proceso selectivo de autofagia mitocondrial, conocido como mitofagia. Los
resultados indican que la incubacion con el péptido AB42 podria aumentar la mitofagia.
Para confirmar este aumento de mitofagia tras la incubacién con A4z, se analizd
mediante inmunofluorescencia la colocalizacién de los marcadores especificos de
autofagia p62 y LC3, con el marcador estructural para las mitocondrias ATP sintasa
subunidad B (CxVp) tanto en condiciones de autofagia basal (ausencia y presencia de
AB42) como en presencia de bafilomicina para visualizar la acumulacién de
autofagosomas. Como se observa en la figura 22, la colocalizacion del marcador
autofagico p62 con las mitocondrias resulté mayor tras 24 horas de incubacion con AB42
(Manders: SH-SY5Y = 0,89; SH-SY5Y con Af42 = 0,97; figura 22 A y C). Resultados
equivalentes se observaron con el marcador LC3 (Manders: SH-SY5Y = 0,89; SH-SY5Y con
AB42= 0,95; figura 22 B y D). Al aplicar a los cultivos bafilomicina para comprobar la
acumulacién de autofagosomas, en las dos condiciones experimentales, se pudo
comprobar que la colocalizacién del marcador p62 con las mitocondrias aumento
significativamente, tanto en presencia como en ausencia de A4z, pero ésta colocalizacién
fue aun mayor en las células tratadas con AB42 comparada con las células sin tratamiento
con el péptido (Manders: SH-SY5Y + bafilomicina = 0,92; SH-SY5Y con AB42 + bafilomicina
=0,96; figura 22 Ay C). La colocalizacion del marcador LC3 con las mitocondrias también
aumento al aplicar bafilomicina, en ausencia y presencia de Af42, aunque no se encontré
mayor colocalizacién en presencia del péptido (Manders: SH-SY5Y + bafilomicina = 0,96;
SH-SY5Y con A4z + bafilomicina = 0,96; figura 22 B y D). Al analizar la cantidad de
mitocondrias en las imagenes de inmunofluorescencia se comprobd que la incubacion
con el péptido redujo significativamente la cantidad de mitocondrias (figura 22 A, By F)
en consonancia con los experimentos mostrados previamente (figura 16B). Al aplicar a
los cultivos bafilomicina, se observé un aumento de la fluorescencia correspondiente al
marcador mitocondrial CxVf3, pero este aumento fue mucho mayor en presencia de APz,
confirmando el incremento de la induccién de mitofagia por el péptido (figura 22 A, By

F).
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Figura 22. Mitofagia en las células SH-SY5Y en ausencia y presencia de AB4z. Inmunofluorescencia en
células SH-SY5Y en ausencia y presencia del péptido A4z (1 pM) durante 24 horas mostrando el marcador
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autofagico (A) p62 (verde) y (B) LC3 (verde) y el marcador mitocondrial ATP sintasa subunidad § (CxVf;
rojo). En los paneles marcados como “basal” se midieron los niveles de cada uno de los marcadores de
autofagia (p62 y LC3) en ausencia y presencia de ABsz. La adicién de bafilomicina (100 nM) se utiliz6 para
comprobar la acumulacién de autofagosomas. En los paneles sefialados como “merge” se muestran los
nucleos de las células marcados con DAPI (azul). Las flechas en blanco indican puntos de colocalizacion de
p62 (A) o LC3 (B), con el marcador mitocondrial CxVf. En todos los casos se muestran imagenes
representativas. Barra de escala= 9 pm. Cuantificacién de la colocalizacién por inmunofluorescencia del
marcador autofagico (C) p62 y (D) LC3 con el marcador mitocondrial CxVf3 en las diferentes condiciones
experimentales. F) Cuantificacién del marcador mitocondrial CxV3 mostrando la cantidad de mitocondrias
en las diferentes condiciones experimentales. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores
medios + SEM de 3 experimentos independientes en los cuales se tomaron entre 10-12 imagenes para cada
condicidn. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001; **** p<0,0001, respecto a las células SH-SY5Ys sin tratamiento.
## p<0,01; #### p<0,0001, respecto a las células tratadas con AB42. $ p<0,05; $$$$ p<0,0001, respecto a
las células SH-SY5Ys tratadas solo con bafilomicina. (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

En resumen, estos resultados sugirieron que la presencia del péptido A4, tras alterar
el balance de las proteinas de fusion y fision mitocondrial, favorable a la fisién, aument6
la mitofagia, lo que puede tener consecuencias fatales para las células, reduciendo el

suministro energético al inducir la eliminacién de mitocondrias.

2.7 La mitofagia inducida por AB es independiente del reclutamiento de

Parkina en la mitocondria.

Como se comprobd anteriormente, la sobrecarga del péptido Af3 reducia los niveles de
las proteinas de fusion localizadas en la membrana mitocondrial iniciando una cascada
de eventos que finalizan con la degradacidn de las mitocondrias dafiadas y su eliminacidn,
cuyo resultado final es la mitofagia. La reduccion de los niveles de las proteinas de fusion
mitocondrial se puede producir por su degradacion en el proteasoma para lo cual estas
proteinas son previamente ubiquitinadas. Dentro de las posibles vias de inicio de
mitofagia, la mas comun es la dependiente de la enzima E3 ubiquitina ligasa, Parkina, que
es reclutada en las mitocondrias ante el dafio mitocondrial para ubiquitinar a las
proteinas de fusion, sefial que las envia al proteasoma. Este hecho romperia el equilibrio
de fusién/fision mitocondrial favorable hacia la fision de las mitocondrias dafiadas. Para
comprobar si la mitofagia inducida por la incubacién con el péptido A es dependiente de
Parkina, se utilizé el modelo celular SH-SY5Y con sobreexpresién estable de la proteina
Parkina fusionada con el péptido FLAG (FLAGParkin SH-SY5Y). La sobreexpresion de

Parkina facilita su localizacién celular y la visualizacién de su reclutamiento en la
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mitocondria al inicio de la mitofagia. Las células se incubaron con el péptido AB42 y se
tomaron imagenes tras 1, 3, 5, 8 y 24 horas de incubacion, lo que permiti6 visualizar la
localizaciéon mitocondrial de Parkina. Como se observa en la figura 23A, no se observo
reclutamiento de Parkina en las mitocondrias a ninguno de los tiempos de incubacién con
el péptido AB42. Como control positivo de este reclutamiento, se incubaron las células con
el agente desacoplante e inductor de mitofagia carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona
(CCCP; 10 uM), a los mismos tiempos de incubacidn que con el péptido AB42 y, en este
caso, si se observo un reclutamiento de Parkina en las mitocondrias visible tras 1 hora de

incubacion con CCCP (figura 23B).
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Figura 23. Reclutamiento de Parkina en la mitocondria a lo largo del tiempo en células F-AGParkin
SH-SY5Y tras la incubacidon con AB4z y con CCCP. Inmunofluorescencia en células FLAGParkin SH-SY5Y
tras la incubacidon con (A) el péptido AB42 (1 uM) y (B) el compuesto CCCP (10 uM) durante 1, 3,5, 8 y 24
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horas. En todos los casos se muestra la proteina Parkina fusionada con el péptido FLAG (verde) y el
marcador mitocondrial ATP sintasa subunidad 8 (CxVf3; rojo). En los paneles sefialados como “merge” se
muestran los nucleos de las células marcados con DAPI (azul). Las imagenes superiores indican la
superposicion del marcaje de Parkina (verde) con las mitocondrias (rojo) y los nucleos tefiidos con DAPI
(azul) de un campo de células a escala mayor (barra de escala = 14 um). Las imagenes de las tres filas
inmediatamente debajo corresponden a areas seleccionadas de las imagenes superiores a menor escala
(barra de escala = 7 um) y muestran el marcaje de Parkina (verde), de las mitocondrias (rojo) y la
superposicion con el marcaje de los ntcleos tefiidos con DAPI (azul). Las flechas en blanco indican puntos
de colocalizacién de Parkina con las mitocondrias.

En resumen, estos resultados sugieren que la mitofagia inducida por la sobrecarga del
péptido AB42 es independiente del reclutamiento de Parkina en la mitocondria. Por tanto,
la reduccion de los niveles de las proteinas de fusién mitocondrial y la mitofagia inducida
por la sobrecarga del péptido A observada previamente, podria ser dependiente de otras
vias tal como se sefial6 anteriormente como Nix/Bnip3, FUNDC1, SMURF1 o el complejo

Hsp90-Cdc37 entre otras (Ding & Yin, 2012; Lemasters, 2014).

2.8 La sobrecarga de AP reduce la actividad metabodlica y despolariza las

mitocondrias.

Como hemos visto anteriormente, la sobrecarga del péptido APs2 puede ser
responsable de los desbalances en la biogénesis y en la dindmica mitocondrial iniciando
una cascada de eventos que desembocan en la degradacion mitocondrial por mitofagia.
Las mitocondrias controlan importantes funciones en la célula y cualquier agresion a las
mismas se refleja en una alteracion funcional de éstas que, si no se repara, sirve de inicio
a los procesos de fision mitocondrial que acaban en mitofagia. En los siguientes
experimentos se exploré si la incubacién con Af42 podria desencadenar dafios en la
funcién mitocondrial que finalmente contribuyeran a la degradacién de las mitocondrias.
Para ello se analizd, en primer lugar, el efecto de la incubacién de Af42 sobre los diferentes
cultivos celulares utilizando el ensayo de viabilidad celular MTT. Este ensayo evalua la
actividad metabdlica de las células incubadas con el compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que es reducido enzimaticamente dando
lugar al producto formazan que puede ser después disuelto y sus niveles medidos como

se explica en el apartado 6.1 de Material y Métodos. En la figura 24 se muestra cémo la
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incubacion de AB42 redujo significativamente la viabilidad celular indicando una menor

actividad metabolica para formar el producto formazan.
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Figura 24. Efecto del péptido AB4z sobre la viabilidad celular en cultivos celulares expuestos a Afiz.
Viabilidad celular en (A) cultivos primarios de neuronas y (B) la linea celular humana de neuroblastoma
SH-SY5Y tratadas con Af42 (1 pM) durante 24h. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores
medios + SEM de 4 experimentos independientes. **** p<0,0001 respecto a sus respectivas células sin
tratar con A4z (control) (Prueba t de Student).

Para confirmar que esta reduccion de la actividad metabdlica era sinénimo de una
reduccidon de la actividad mitocondrial, se evalué el efecto del péptido A sobre el
potencial de membrana mitocondrial (AWm). AWm es un indicador de la homeostasis y
funcién mitocondrial pues de él dependen procesos como la homeostasis de Ca?*, la
respiracion, la fosforilacion oxidativa y la formacion de ROS. Una reduccion del AWm
indica una despolarizacion mitocondrial que puede ser el desencadenante para que las
mitocondrias funcionalmente deterioradas se separen del resto de la red y se degraden
por mitofagia. El potencial de membrana mitocondrial se analiz6 mediante imagen de
células vivas por microscopia confocal analizando la fluorescencia del sensor catiénico
fluorescente TMRM. Este compuesto es secuestrado por las mitocondrias funcionalmente
activas y su fluorescencia es directamente proporcional al AWn. En la figura 25, se
muestra que la incubacion del péptido AB42 tanto en los cultivos primarios de neuronas
corticales como en las células SH-SY5Y produjo una despolarizacién mitocondrial

reduciendo el AWm en un 20% y un 30%, respectivamente.
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Figura 25. Potencial de membrana mitocondrial (AWmn) en modelos celulares de amiloidosis. E1 AW,
se analiz6 evaluando la fluorescencia del TMRM (rojo) mediante microscopia confocal in vivo. AWm en (A)
cultivos primarios de neuronas corticales de rata y (B) la linea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y
tratadas con AB42 (1 pM) durante 24h. En los cultivos primarios ademas se utiliz6 calceina (verde) para
verificar la pureza de los cultivos. Los datos estdn expresados como la media #+ SEM de entre 4-6
experimentos independientes **** p<0,0001 respecto a las células control (Prueba t de Student). Barra de
escala =22 pm

En conjunto estos resultados muestran que la incubacion con A redujo la actividad
metabolica y alterd la homeostasis y la funcién mitocondrial en los diferentes modelos
celulares. Este hecho sugeriria que el péptido Af, ejerciendo su efecto sobre la funcion
mitocondrial, podria provocar los desequilibrios en el balance de proteinas de fusion y
fision mitocondrial favorables a la fisién que, finalmente, conducirian a la degradacion de

las mitocondrias dafiadas por mitofagia.
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2.9 Lasobrecarga de Af incrementa el flujo autofagico.

Los experimentos de inmunofluorescencia encaminados a dilucidar si la sobrecarga
del péptido AB42 producia finalmente mitofagia, revelaron no s6lo que aumentaban los
marcadores autofagicos p62 y LC3 en las mitocondrias, sino también un aumento de estos
marcadores en general. Al cuantificar los niveles de fluorescencia de p62 y de LC3 en las
imagenes de células SH-SY5Ys en ausencia y presencia del péptido AB42 observamos un
aumento en los niveles de ambos marcadores autofagicos en presencia del péptido (figura

26).
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Figura 26. Marcadores autofagicos en inmunofluorescencia de células SH-SY5Y expuestas a Afsz.
Inmunofluorescencia en células SH-SY5Ys en ausencia y presencia del péptido AB42 (1 pM) durante 24
horas mostrando el marcador autofagico (A) p62 (verde) y (B) LC3 (verde). En los paneles marcados como
“basal” se midieron los niveles de cada uno de los marcadores de autofagia (p62 y LC3) en ausencia y
presencia de ABa42. La adicion de bafilomicina (100 nM) se utiliz6 para comprobar la acumulacién de
autofagosomas. En los paneles sefialados como “merge” se muestran los nucleos de las células marcados
con DAPI (azul). En todos los casos se muestran imagenes representativas. Barra de escala = 9 pm. C)
Cuantificacién de la fluorescencia del marcador autofagico (C) p62 y (D) LC3 en las diferentes condiciones
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experimentales. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de 5 experimentos
independientes en los cuales se tomaron entre 10-12 imagenes para cada condicién. **** p<0,0001,
respecto a las células SH-SY5Y sin tratamiento. $ p<0,05; $$$$ p<0,0001, respecto a las células tratadas con
ABa2. (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

La adicion de bafilomicina provoc6 un aumento en los niveles de fluorescencia de estos
marcadores tanto en ausencia como en presencia del péptido AB42 Este incremento fue
menos pronunciado en las células con sobrecarga de Af, posiblemente indicando que el
flujo autofagico seria mayor per se al compararlo con la misma condicion sin bafilomicina
(figura 26). Resultados similares se obtuvieron mediante western blot, tanto en cultivos
primarios de neuronas corticales como en células SH-SY5Ys en ausencia y presencia de

AB42 y bafilomicina (figura 27).
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Figura 27. Marcadores autofagicos en cultivos primarios y células SH-SY5Y expuestos a Af42. Niveles
de los marcadores autofagicos p62 y LC3-II en (A) cultivos primarios de neuronas y (B) células SH-SY5Y
tratadas con AB42 (1 pM) durante 24h y en presencia de bafilomicina (100 nM) (panel superior) medidos
mediante western blot. En los paneles inferiores se muestran las imagenes de western blot representativos.
En todos los casos se us6 -actina como control de carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los
valores medios + SEM de entre 3-5 experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****
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p<0,0001 respecto a las respectivas células SH-SY5Y sin tratamiento. $ p<0,05; $$$$ p<0,0001, respecto a
las células tratadas con AB42z (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

En resumen, estos resultados indican que la sobrecarga del péptido AB, ademas de
incrementar la mitofagia con consecuencias fatales para las células, aumentaria el flujo
autofagico en general. Es posible que este incremento en la autofagia pudiera estar
relacionado con el aumento del flujo autofagico descrito en pacientes con EA y que se ha
asociado con un mecanismo de eliminaciéon del exceso del peptido amiloide en estos
sujetos, en los estadios iniciales de la enfermedad. Para encontrar si existe esa posible
relacidn, finalmente, se evalud in vivo la evoluciéon del proceso autofagico en los ratones
APP/PS1, analizando los niveles de los marcadores p62 y LC3-Il y comparandolos con los
de los animales de fenotipo salvaje a las diferentes edades. La figura 28 A y B muestra
coémo los niveles de los marcadores autofagicos p62 y LC3-1I estaban incrementados tanto
en corteza como en hipocampo a la edad de 6 meses y, a excepcidn del marcador p62 en
la corteza, este aumento se mantuvo a la edad mas avanzada de 12 meses.

En conjunto estos resultados estan de acuerdo con los referidos a cultivos celulares en
los que se vio que la incubacion del péptido A} también fue inductora de autofagia.
Nuestros resultados sugieren que, en los animales, esta sobrecarga de Af induce
autofagia a edades tempranas (6 meses) y se mantuvo en edades posteriores, lo que
equivaldria a un aumento de autofagia en estadios tempranos de la enfermedad conforme

ocurre el proceso de amiloidosis.
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Figura 28. Autofagia en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1y WT. A) Niveles de p62y
LC3-II en la corteza cerebral de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el
panel inferior se muestran las imagenes de western blot representativos. B) Niveles de p62 y LC3-1I en el
hipocampo de animales APP/PS1y WT de 3, 6 y 12 meses de edad (panel superior). En el panel inferior se
muestran las imagenes de western blot representativos. En todos los casos se usé 3-actina como control de
carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 6 y 12 animales por
grupo respecto a los ratones control de 3 meses. ## p<0,01, respecto a ratones APP/PS1 de 3 meses. $
p<0,05, $$ p<0,01, $$$ p<0,001, respecto a ratones WT de la misma edad (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de
Fisher).
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3. Efecto del inhibidor de fosfodiesterasa 7, S14, sobre las alteraciones

mitocondriales inducidas por la sobrecarga de A

Tras comprobar, utilizando diversos modelos experimentales, que en la EA se producen
importantes alteraciones relacionadas con la biogénesis y la dindmica mitocondrial, as{
como con los procesos de autofagia, se quiso testar una posible aproximacion terapéutica
basada en la inhibicion de PDE, cuyos efectos neuroprotectores ya habian sido
previamente referidos en varias enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA
(Perez-Gonzalez et al.,, 2013). Ademas, se habia descrito que algunos inhibidores de PDEs
eran capaces de modular la funcién mitocondrial (Dingetal., 2018; Park etal,, 2012). Para
abordar este estudio, se analizaron los posibles efectos que el tratamiento con un
inhibidor de PDE7, el compuesto S14, podria tener sobre la dindmica mitocondrial

utilizando varios modelos in vivo e in vitro de EA.

3.1 El tratamiento con S14 activa la via de seiializacion del AMPc

Se sabe que la inhibicion de PDE7 activa la via de sefalizacion dependiente de AMPc,
(Perez-Gonzalez etal, 2013; Zhang et al., 2008). En primer lugar, se quiso comprobar que
esta via de sefializacion también se activaba cuando se administraba un inhibidor de
PDE7 por via oral. Para ello se determinaron los niveles de AMPc en el cerebro de ratones
APP/PS1 y WT de 6 meses de edad tras la administracidn oral S14 durante 4 semanas.
Basandonos en los resultados obtenidos previamente, elegimos el grupo de edad de 6
meses por ser la edad a la cual eran manifiestas y significativas las alteraciones
mitocondriales en los ratones APP/PS1. Se encontro6 que el tratamiento con S14, aumenté
los niveles de AMPc en los ratones APP/PS1, tanto en corteza (figura 29A) como en
hipocampo (figura 29B). En los ratones de fenotipo salvaje el incremento sélo fue
significativo en el hipocampo (figura 29B), si bien se observ una tendencia al aumento a
nivel cortical (figura 29A). Estos resultados indicaron que este compuesto administrado

por via oral alcanzaba con éxito el cerebro.
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Figura 29. Niveles cerebrales de AMPc en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1 y WT
de 6 meses de edad. A) Niveles de AMPc en corteza cerebral de animales WT y APP/PS1 de 6 meses de
edad tratados con S14 (15 mg/kg) o vehiculo. B) Niveles de AMPc en hipocampo de animales WT y APP/PS1
de 6 meses de edad tratados con S14 (15 mg/kg) o vehiculo. Los datos estan expresados como la media +
SEM de entre 6-7 animales por grupo respecto al grupo WT con vehiculo. * p<0,05, respecto a ratones WT
vehiculo. ## p<0,01, #### p<0,0001, respecto a ratones APP/PS1 vehiculo (ANOVA, andlisis post-hoc LSD
de Fisher).

3.2 El farmaco S14 incrementa la cantidad de mitocondrias en ratones APP/PS1

y en cultivos neuronales tratados con A4

Para determinar la cantidad de mitocondrias, se analizé la masa mitocondrial
midiendo los niveles de la CxV[3 mediante western blot. En la corteza cerebral, los
resultados mostraron que, tras el tratamiento oral con S14, se recuperaban parcialmente
los niveles de CxVf en los ratones APP/PS1, que eran significativamente menores a los
observados en los ratones WT (figura 30A). Sin embargo, no se observé ningtin efecto del
tratamiento con S14 sobre los ratones WT.

En el hipocampo, los niveles de esta proteina en los ratones APP/PS1 de 6 meses se
incrementaron con el tratamiento oral con S14 (figura 30B). De nuevo, no se encontraron
cambios en los niveles de esta proteina en los ratones de fenotipo salvaje tras el
tratamiento con S14 (figura 30B).

En los experimentos in vitro, utilizando la linea celular SH-SY5Y, la reduccién de los
niveles de CxV[3 por la sobrecarga de AB42 fueron revertidos por el tratamiento con S14

(figura 30C),
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Figura 30. Masa mitocondrial en corteza e hipocampo de ratones APP/PS1y WT de 6 meses de edad
y el modelo celular SH-SY5Y expuesto a AB4z. Niveles de CxV[3 en (A) corteza cerebral y (B) hipocampo
de animales de 6 meses de edad tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo (panel superior). En la parte
inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. En los histogramas se expresan en
porcentaje los valores medios + SEM de entre 3-7 animales por grupo respecto a los ratones WT con
vehiculo. ** p<0,01; *** p<0,001, respecto a ratones WT con vehiculo. ### p<0,001, respecto a ratones
APP/PS1 con vehiculo (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher). C) Niveles de CxV{ en las células SH-SY5Y
tratadas con AB42 (1 pM) y S14 (15 uM) durante 24h (panel superior). En el panel inferior se muestra la
imagen de un western blot representativo. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios
+ SEM de 4 experimentos independientes. En todos los casos se utilizé la proteina 3-actina como control de
carga. Veh=Vehiculo. **** p<0,0001, respecto a las células control sin tratamiento. #### p<0,0001,
respecto a las células tratadas con A (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).

Se llevo a cabo una evaluacion adicional del efecto de S14 sobre la masa mitocondrial
in vivo utilizando ademadas de la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y, neuronas
corticales primarias de rata. Las células estuvieron expuestas simultaneamente a AB42 (1
uM) y S14 (15 uM) durante 24 horas. La masa mitocondrial fue evaluada mediante
imagenes de inmunofluorescencia utilizando el marcaje con el compuesto TMRM y
calceina. El andlisis densitométrico de estas imagenes revel6 una cantidad reducida de
mitocondrias respecto al volumen celular total en células expuestas Af342 en comparacion
con las células tratadas con vehiculo, tanto en células SH-SY5Y (figura 31A) como en
cultivos neuronales primarios (figura 31B). El tratamiento con S14 evit6 este efecto
inducido por el AB42 en ambos modelos celulares ya que no se observé ningiin cambio en

la masa mitocondrial respecto a las células control no expuestas a A4z (figura 31).
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Figura 31. Masa mitocondrial en modelo celular SH-SY5Y y en cultivo primario de neuronas
expuestos a Af42. La biogénesis mitocondrial se evalué analizando los volumenes de células
independientes (fluorescencia citosolica correspondiente a Calceina) y los correspondientes volimenes
mitocondriales (fluorescencia de TMRM) en células SH-SY5Y y cultivo primario de neuronas. A) Imagenes
representativas de células SH-SY5Y incubadas con Calceina (verde) y TMRM (rojo). Las células SH-SY5Y
fueron tratadas con AB42 (1uM) y con el inhibidor S14 (15uM). Barra de escala = 9.00 um. B) Imagenes
representativas de cultivo primario de neuronas incubadas con Calceina y TMRM. Las neuronas fueron
tratadas con AB42 (1uM) y con el inhibidor S14 (15uM). Barra de escala = 14 pm. En los histogramas (panel
inferior) se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de los cocientes de volumen mitocondrial
respecto al volumen celular de 4 experimentos independientes. * p<0,05; **** p<0,0001, respecto a las

células control. # p<0,05; ## p<0,001, respecto a las células tratadas con A (ANOVA, analisis post-hoc LSD
de Fisher).

Estos resultados sugieren que el inhibidor de PDE7, S14, fue capaz de restituir la masa

mitocondrial que se vio reducida por efecto de la sobrecarga de Af.
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3.3 El tratamiento con S14 incrementa la biogénesis mitocondrial en ratones

APP/PS1y en la linea celular SH-SY5Y tratada con A342

Para analizar la biogénesis mitocondrial se determinaron los niveles de PGC-1a en los
cerebros de los diferentes grupos de ratones tras el tratamiento oral con S14. En corteza
cerebral de los ratones APP/PS1, se observo un ligero descenso en los niveles de PGC-1a
en comparacion con los detectados en los ratones WT (figura 32A). Tras el tratamiento
con S14, los niveles de esta proteina se incrementaron significativamente en los ratones
APP/PS1, pero no en los ratones WT (figura 324).

Al analizar los niveles de PGC-1a en el hipocampo, los resultados fueron similares,
incrementandose los niveles de PGC-1a tras la administracién de S14 tinicamente en los
ratones APP/PS1 (figura 32B).

Ademas, se determino el efecto de S14 sobre los niveles de PGC-1a en células SH-SY5Y
tratadas con AB42 oligomérico durante 24 horas. Los resultados mostraron que los niveles
de PGC-1a se encontraron reducidos en células expuestas a AB42 en comparacién con las
células no tratadas, mientras que la coadministracion con S14 abolié por completo el
efecto inducido por AB42 (figura 32C).
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Figura 32. Biogénesis mitocondrial en corteza e hipocampo de ratones APP/PS1 y WT de 6 meses
de edad y el modelo celular SH-SY5Y expuestos a AB4z. Niveles de PGC-1a en (A) corteza cerebral y (B)
hipocampo de animales de 6 meses de edad tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo (panel superior).
En la parte inferior se muestra la imagen de un western blot representativo. En los histogramas se expresan
en porcentaje los valores medios + SEM de entre 4-7 animales por grupo respecto a los ratones WT con
vehiculo. *p<0,05, respecto a ratones WT con vehiculo. # p<0,05, respecto a ratones APP/PS1 con vehiculo
(ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher). C) Niveles de PGC-1a en las células SH-SY5Y tratadas con Af42
(1 uM) y S14 (15 pM) durante 24h (panel superior). En el panel inferior se muestra laimagen de un western
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blot representativo En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios * SEM de 4
experimentos independientes. En todos los casos se utiliz6 la proteina (-actina como control de carga.
Veh=Vehiculo. ** p<0,01, respecto a las células control sin tratamiento. ### p<0,001, respecto a las células
tratadas con A3 (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

De acuerdo con los resultados obtenidos en ambos modelos experimentales, el
inhibidor PDE7, S14, restaur6 la biogénesis mitocondrial dafiada debido a la sobrecarga
de AB como se desprende de los datos resultantes en los ratones APP/PS1 y las células

SH-SY5Y.

3.4 El tratamiento con S14 modula los niveles de las proteinas de fusion y fision
mitocondrial en ratones APP/PS1 y en la linea celular SH-SY5Y tratada con

AB42

Como se vio que el tratamiento oral con S14 podia rescatar los niveles de masa y
biogénesis mitocondrial cuya reduccién se asocié a una acumulacién A en los ratones
APP/PS1, se plante6 sila inhibicién PDE7 también podria inducir cambios en los procesos
de fusidn y fision mitocondrial. En primer lugar, se analizaron los niveles de las proteinas
Mfn1l y Mfn2 en corteza e hipocampo de los diferentes grupos experimentales. Tras un
dafio mitocondrial, las proteinas mitofusinas son sustratos para la ubiquitinaciéon
aumentando la tasa de fisiéon mitocondrial. Por ello, analizamos la ubiquitinacién de Mfn1
y Mfn2 en las muestras cerebrales de estos animales. En la corteza cerebral observamos
una mayor ubiquitinacion de Mfnl y Mfn2 en las muestras procedentes de los ratones
APP/PS1 (figura 33A) y este patron de ubiquitinacion de mitofusinas se vio claramente
restablecido tras el tratamiento con S14 sdlo en ratones transgénicos, en comparacion
con ratones WT (figura 33A). En el hipocampo, los resultados fueron muy similares a los
observados a nivel cortical, detectando una mayor ubiquitinacion de Mfn1 y Mfn2 en las
muestras procedentes de los ratones APP/PS1 y una reduccion tras el tratamiento con
S14, solo en este grupo de animales (figura 33A).

El analisis de los niveles de la proteina de fusion L-Opal revel6 una recuperacion en
los niveles de esta proteina tras el tratamiento con S14 en la corteza cerebral (figura 33B)
de los ratones APP/PS1, no observandose ningtin efecto en los ratones de fenotipo salvaje
(figura 33B). A nivel del hipocampo, tras la administraciéon de S14 en los ratones APP/PS1

también se observ6 un aumento en los niveles de L-Opa1l (figura 33C).
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Después se analizaron los niveles de la proteina de fision Drp1. En la corteza cerebral,

se observo que, tras el tratamiento con S14, los niveles de esta proteina, que tendian a

estar incrementados en los ratones APP/PS1, revertian hasta valores similares a los

detectados en los ratones controles (figura 33B). En el hipocampo de estos animales, el

patrén de expresion de Drp1 fue similar al observado a nivel cortical y de nuevo, tras la

administracion cronica de S14, se recuperaron los niveles de Drp1 hasta valores iguales

a los observados en el grupo control, formado por ratones no transgénicos (figura 33C).
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Figura 33. Niveles de proteinas de fusion y fisidon mitocondrial en corteza e hipocampo de ratones
APP/PS1 y WT de 6 meses de edad. A) Western blot representativos mostrando los niveles de las
proteinas de fusion (Mfn1, Mfn2) asi como sus patrones de ubiquitinacion tanto en corteza cerebral como
en hipocampo en ausencia y presencia de S14. B) Niveles de las proteinas L-Opal y Drp1 en corteza cerebral
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de ratones APP/PS1 y WT de 6 meses tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo. Los paneles de la
izquierda muestran imagenes de western blot representativos. C) Niveles de las proteinas L-Opal y Drp1
en hipocampo de ratones APP/PS1 y WT de 6 meses tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo. Los
paneles de la izquierda muestran imagenes de western blot representativos. En todos los casos se us6 (3-
actina como control de carga. En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de
entre 3-7 animales por grupo respecto a los ratones WT con vehiculo. * p<0,05, respecto a ratones WT con
vehiculo. # p<0,05; ### p<0,001 respecto a ratones APP/PS1 con vehiculo (ANOVA, analisis post-hoc LSD
de Fisher). Veh=Vehiculo.

Paralelamente, se observé que el tratamiento con S14 en células SH-SY5Y expuestas al
péptido APs2 oligomérico rescaté los niveles reducidos de proteinas de fusion
mitocondrial (Mfn1, Mfn2 y L-Opa1l) llevandolos a niveles similares a los de las células no
tratadas (figura 34 B, C, D).

También, el tratamiento con S14 en células SH-SY5Y expuestas a Af42 rescato los
niveles de de la proteina de fision mitocondrial Drp1 a valores similares de las células no

tratadas (figura 34E).
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Figura 34. Niveles de proteinas de fusién y fision mitocondrial en diferentes modelos celulares
expuestas a AfB4z. A) Western blot representativos mostrando los niveles de las proteinas de fusién (Mfn1,
Mfn2 y L-Opal) y fisién (Drpl) mitocondrial en las células SH-SY5Y. Niveles de la proteina (B) Mfn1, (C)
Mfn2, (D) L-Opal y (E) Drp1l en las células SH-SY5Y tratadas con Afs2 1 pM y S14 15 pM durante 24h. En
los histogramas se expresa en porcentaje los valores medios + SEM de entre 5-7 experimentos
independientes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 respecto a las células control sin tratamiento. # p<0,05;
## p<0,01; ### p<0,001, respecto a las células tratadas con AR (ANOVA, analisis post-hoc LSD de Fisher).
En todos los casos se utilizd la proteina -actina como control de carga.
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3.5 El tratamiento con S14 modula la expresion de marcadores de autofagia en

APP/PS1y enla linea celular SH-SY5Y tratada con A4z

Tras comprobar el efecto del tratamiento con S14 en los grupos experimentales a nivel
de los procesos de biogénesis y dindmica mitocondrial, se quiso comprobar si la autofagia
también se veia modulada por efecto de S14 en estos modelos experimentales in vivo e in
vitro. Se analizaron los niveles de los principales marcadores de autofagia, p62 y LC3-IL

Se encontré que los niveles de p62 en la corteza de los ratones APP/PS1, que eran
significativamente mas altos que los observados en los ratones WT, se reducian de forma
drastica tras el tratamiento oral con S14 (figura 35A). En los ratones de fenotipo salvaje
también se observ6 un descenso en los niveles de p62 tras el tratamiento con S14, aunque
esta reduccion no resultd ser estadisticamente significativa (figura 35A).

En el hipocampo, los resultados obtenidos fueron muy similares a los observados a
nivel cortical. Los niveles de p62 ligeramente incrementados en los ratones APP/PS1
respecto a los ratones de fenotipo salvaje, se redujeron de forma muy evidente tras el
tratamiento con el inhibidor S14 (figura 35D).

Por otra parte, en la corteza cerebral de los ratones APP/PS1 se observo que, tras el
tratamiento con S14, los niveles de LC3-II que se encontraban elevados se restauraron
hasta valores similares a los detectados en el grupo control (figura 35B). En el grupo de
ratones WT no se observo ningun efecto del tratamiento con S14 sobre los niveles de LC3-
L

A nivel del hipocampo, el incremento de los niveles de LC3-II en los ratones APP/PS1
respecto a la observada en ratones WT, desaparecio6 tras el tratamiento con S14 (figura
35E). De nuevo no se encontraron cambios significativos en los niveles de este marcador

autofagico en los ratones de fenotipo salvaje tras el tratamiento con S14 (figura 35E).
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Figura 35. Niveles de marcadores de autofagia en corteza e hipocampo de ratones APP/PS1y WT de
6 meses de edad. Niveles de (A) p62 y (B) LC3-II en la corteza cerebral de animales APP/PS1 y WT de 6
meses de edad tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo. C) Imagenes de western blot representativos
de P62 y LC3-II en corteza cerebral. Niveles de (D) p62 y (E) LC3-II en hipocampo de animales APP/PS1y
WT de 6 meses de edad tratados con S14 (15 mg/kg) o con vehiculo. F) Imagenes de western blot
representativos de P62 y LC3-II en hipocampo. En todos los casos se usé -actina como control de carga.
En los histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de entre 3-7 animales por grupo
respecto a los ratones WT con vehiculo. * p<0,05; *** p<0,001, respecto a ratones WT con vehiculo. #
p<0,05; ### p<0,001; #### p<0,0001, respecto a ratones APP/PS1 con vehiculo (ANOVA, anélisis post-
hoc LSD de Fisher). Veh=Vehiculo.

También se exploro a nivel in vitro el efecto de la exposicion a AB42 oligomérico y S14
sobre los niveles de estos marcadores de autofagia p62 y LC3-II. En la linea celular SH-
SY5Y se observo como la incubacion con el compuesto S14, promovié una recuperaciéon
de los niveles de p62 (figura 36A) y de LC3-II (figura 36B) previamente aumentados por
efecto de la incubacion con Af42 durante 24 horas, hasta valores similares al grupo de

células sin tratamiento (figura 36).
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Figura 36. Marcadores autofagicos en células SH-SY5Ys expuestas a AB4z. Niveles de los marcadores
autofagicos (A) p62 y (B) LC3-1I en células SH-SY5Y con ABs2 (1 uM) durante 24h y en presencia de S14 (15
uM) (panel superior) medidos mediante western blot. En los paneles inferiores se muestran las imagenes
de western blot representativos. En todos los casos se us6 f3-actina como control de carga. En los
histogramas se expresan en porcentaje los valores medios + SEM de 6 experimentos independientes. **
p<0,01; ***p<0,001 respecto a las células control. # p<0,05; #### p<0,0001, respecto a las células tratadas
con AB (ANOVA, andlisis post-hoc LSD de Fisher).

En resumen, los resultados mostrados sugieren que a través de la modulacién de la
actividad AMPc, el tratamiento con el inhibidor de PDE7, S14, restaur6 los efectos
perjudiciales inducidos por A sobre la dinamica mitocondrial en ratones APP/PS1y en
células. Este trabajo sugiere que el tratamiento con S14 podria ser beneficioso como
herramienta terapéutica para la EA y otras enfermedades neurodegenerativas que tienen
entre sus caracteristicas patologicas alteraciones relacionadas con la dinamica

mitocondrial.
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La EA es una enfermedad neurodegenerativa causada por multiples factores
ambientales y genéticos (Masters et al, 2015). Las principales caracteristicas
neuropatolégicas de la EA son la muerte neuronal y la presencia de placas amiloides y
ovillos neurofibrilares en zonas selectivas del cerebro (Perl, 2010). Ademas, en los
cerebros de pacientes con EA se observa atrofia en el hipocampo y en la corteza cerebral,
una dilatacién de los ventriculos y una disminucién del peso y volumen cerebral (Poulakis
et al., 2018). Existen otras alteraciones en la EA entre las que se incluyen la presencia de
neuritas distréficas, la pérdida de funcién sindptica, la neuroinflamacion, el estrés
oxidativo y la disfuncién mitocondrial (Cai & Tammineni, 2017; Ganguly etal., 2017). Las
alteraciones en la homeostasis mitocondrial se han relacionado con la acumulacion del
péptido AP, con la proteina Tau hiperfosforilada y con la muerte neuronal (Briston &
Hicks, 2018; Kandimalla et al., 2018).

Como se ha descrito en la introduccién, el deterioro en la dindmica mitocondrial es una
caracteristica en la patogénesis de la EA. Numerosos estudios han demostrado la
existencia de cambios en los procesos de fusiéon y fision mitocondrial en corteza e
hipocampo de pacientes de EA, asi como en modelos murinos de EA (Davis et al,, 2018;
Manczak et al,, 2011, 2018; Tonnies & Trushina, 2017). Las alteraciones en la funcion y
en los procesos de dindmica mitocondrial asi como la fragmentacién mitocondrial,
podrian explicar los fallos en el transporte axonal y la degeneracion sinaptica encontrada
en los pacientes con EA (Xu et al, 2017; Yan et al,, 2019). A pesar de estos antecedentes,
todavia existen cuestiones sin resolver relacionadas con las alteraciones mitocondriales
en la patologia de la EA y su relacion con la acumulacion cerebral del péptido AB. Por este
motivo, esta tesis doctoral ha pretendido estudiar las alteraciones en el equilibrio de la
dindmica mitocondrial en la EA y en los procesos de autofagia y sus consecuencias en el

desarrollo de la patologia.

1. Lasobrecarga de Af3 produce alteraciones mitocondriales

Para profundizar en el estudio del desarrollo de alteraciones mitocondriales se han
utilizado diferentes modelos de EA, tanto in vivo como in vitro. Los primeros analisis se
llevaron a cabo con los ratones APP/PS1, que sobreexpresan variantes de los genes

humanos APPy Presenilina 1 que causan la patologia, lo cual provoca la acumulacién de
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AP a partir de 4 a 6 meses de edad (Stuart et al., 2019). Centramos nuestros estudios en
el andlisis de la corteza cerebral y el hipocampo, por ser las principales areas del cerebro
afectadas en esta enfermedad a lo largo del desarrollo de la misma, por lo que utilizamos
ratones WT y APP/PS1 de 3, 6 y 12 meses de edad. Con estos grupos experimentales
confirmamos la acumulacion progresiva de los péptidos AB40y AB42tanto a nivel cortical
como del hipocampo a partir de los 6 meses de edad, validando este modelo animal de EA
como herramienta ideal para abordar los objetivos fijados en esta tesis doctoral (Anitua
etal, 2014).

En cuanto a los modelos in vitro, se incluyeron cultivos primarios de neuronas
corticales de rata y células dopaminérgicas humanas SH-SY5Y, a los que se les afiadié el
péptido AB42 oligomerizado, cuya presencia in vivo se sabe que ocurre anterior a la
acumulacién patolégica de dicho péptido, asi como la linea SK-APP, que sobreexpresa la
proteina APP. Centrados en el estudio de las alteraciones mitocondriales en estos ratones
APP/PS1, observamos en primer lugar, una disminucién en la masa mitocondrial en los
ratones transgénicos a edades tempranas, incluso a partir de los 3 meses de edad en el
hipocampo. En los ratones de fenotipo salvaje, dicha reduccién no se observé hasta los
12 meses de edad, asociada a un envejecimiento fisiologico del animal. Estos datos
confirman la asociacidn entre la acumulacion del péptido AP y alteraciones
mitocondriales, reflejadas en una reduccién de la cantidad de mitocondrias. En los
modelos in vitro se confirmé que la sobrecarga del péptido AB42 oligomerizado disminuy6
la masa mitocondrial tanto en los cultivos primarios de neuronas como en la linea SH-
SY5Y. Sin embargo, las células SK-APP no mostraron diferencias significativas en la masa
mitocondrial. Estos resultados estan de acuerdo con otros descritos previamente, donde
se mostré una reduccién de la masa mitocondrial al observar una reduccién en la
cantidad de mitocondrias y fragmentacion de la red mitocondrial debido a la sobrecarga
o exposicion al AB (Calkins & Reddy, 2011). En cultivos primarios neuronales
procedentes de ratones transgénicos sobreexpresando la forma humana de APP mutante
(APPswe) observaron que tanto el nimero como el tamafio de las mitocondrias se
encontraban reducidos (Calkins & Reddy, 2011). Equivalentes resultados se encontraron
en también en cerebros de pacientes con EA donde se detecté6 una reducciéon en la
cantidad de mitocondrias en secciones del hipocampo o en lisados de cerebros de

pacientes (Wang et al., 2009; Young-Collier et al,, 2012).
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La disminucién de la masa mitocondrial que hemos encontrado tanto en corteza como
en hipocampo en el modelo in vivo de EA y en los modelos in vitro podria estar relacionada
con la disminuciéon en la generacién de nuevas mitocondrias o con una mayor
degradacién mitocondrial o mitofagia, precedida de alteraciones en los procesos de
fusion y fision mitocondrial. La biogénesis mitocondrial es un proceso por el cual las
células generan nuevas mitocondrias a partir de mitocondrias ya existentes. Se trata de
un proceso complejo modulado por diversos factores de transcripcion especificos. PGC-
la estd considerado como el principal factor regulador de la biogénesis mitocondrial
(Scarpulla, 2011). Nuestros resultados muestran que los niveles de PGC-1a y, por tanto,
la biogénesis mitocondrial, se ven reducidos en los animales APP/PS1 desde edades muy
tempranas, pero solo a nivel de la corteza cerebral. Se ha demostrado en varios trabajos
una reduccion tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteina de PGC-1a en cerebros de
modelos murinos de EA (Folch, 2016; Pedros et al., 2014; Shaerzadeh et al., 2014). En
cerebros de pacientes con EA ya se habian descrito niveles reducidos de PGC-1aq,
indicando una alteracién en la biogénesis mitocondrial asociada a esta enfermedad
neurodegenerativa (Qin et al, 2009; Sheng et al, 2012). En el hipocampo no se
observaron cambios significativos en la biogénesis mitocondrial, de lo cual se deduce que
el descenso en la masa mitocondrial descrita previamente en los ratones APP/PS1 en esta
region del cerebro no seria debida a una disminucion de la biogénesis mitocondrial, sino
que podria estar asociada a otras posibles causas relacionadas con la degradacién
mitocondrial. También el tratamiento con el péptido AB42 oligomerizado disminuyd los
niveles de PGC-1a tanto en los cultivos primarios de neuronas como en la linea SH-SY5Y
y por tanto redujo la biogénesis mitocondrial (Gan et al., 2014; Kandimalla et al., 2018;
Manczak et al., 2018). En las células SK-APP no se encontraron diferencias significativas
en cuanto a los niveles de PGC-1a al compararse con las células sin sobreexpresién de
APP.

Como se ha mencionado anteriormente, existen otras posibles causas que pueden
reducir de forma patoldgica la cantidad de mitocondrias y que estan relacionadas con la
degradacion mitocondrial, precedida por alteraciones en los procesos de fusion y fusion
mitocondrial. Por ello, decidimos analizar las principales proteinas implicadas en la
fusion, Mfn1, Mfn2 y Opaly, en la fisidn mitocondrial, Drp1, en los diferentes modelos de
EA. Nuestros datos mostraron un descenso generalizado en los niveles de las proteinas

Mfn1, Mfn2 y L-Opal en los animales APP/PS1 con aparicion ya a edades tempranas, 3
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meses de edad en algunas regiones cerebrales. Por el contrario, los niveles de la proteina
de fisiéon Drpl se incrementaron en los ratones APP/PS1 a edades un poco mas
avanzadas, asociado con una mayor acumulaciéon de AB. Con estos resultados podemos
concluir que existe un desequilibrio evidente en los procesos de fusiéon y fisién
mitocondrial en este modelo animal de amiloidosis y, por lo tanto, asociado a la patologia
de la EA que seria favorable a la fision mitocondrial, paso previo a su degradacién por
mitofagia. Similares resultados se obtuvieron en los modelos celulares donde se
comprobé que la sobrecarga del péptido AB42 afectaba a los procesos de dinamica
mitocondrial. Nuestros datos revelaron que los niveles de las proteinas implicadas en la
fusion mitocondrial (Mfn1, Mfn2 y Opal) se veian reducidos, mientras que los niveles de
Drp1, implicada en el proceso de fisidn, se incrementaban tras la exposicion al péptido
ApB, tanto en los cultivos primarios de neuronas como en la linea SH-SY5Y. Nuevamente
en la linea celular con sobreexpresién de APP, SK-APP no encontramos diferencias en
cuanto a los niveles de las proteinas de fusion y fision mitocondrial. Al igual que en el
modelo in vivo, los resultados in vitro indicaron que el balance de estas proteinas tras la
incubacién con el péptido AP resulto favorable hacia la fision mitocondrial, conduciendo
a las mitocondrias dafiadas hacia su degradacion. Estudios previos utilizando otros
modelos celulares de EA habian descrito efectos similares sobre los eventos de fision y
fusiéon mitocondrial, en los que neuronas primarias tratadas con formas difusas del
péptido AB presentaban una disminucién en los niveles de proteinas de fusion
mitocondrial (Mfn1, Mfn2 y Opal) (Ahmed et al, 2019; Wang et al., 2009) y un aumento
en los niveles de proteinas de fisién mitocondrial (Drp1) (Joshi et al., 2018). Si bien estas
evidencias parecen demostrar que el péptido AP seria el responsable directo de las
alteraciones en los procesos de fusiéon y fisibn mitocondrial, no esta claro si las
mitocondrias neuronales todavia son capaces de fusionarse y dividirse, pero a un ritmo
mas lento, o como este desequilibrio puede afectar sobre la funciéon mitocondrial y, por
tanto, ocasionar disfuncién neuronal en la EA.

Algunos estudios con animales han demostrado cambios en el balance en los procesos
de dindmica mitocondrial, observandose una disminucién de las proteinas de fusién
(Mfn1, Mfn2 y Opal) y un aumento de los niveles de las proteinas de fision (Drp1 y Fis1),
evidenciando que en los animales transgénicos existe un predominio de los procesos de
fision respecto a los procesos de fusion mitocondrial (Trushina etal., 2012; Xuetal., 2017;

Xu et al., 2018). Se ha visto que, en neuronas procedentes de algunos modelos animales
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de EA, las mitocondrias exhibian un aumento de la fisién y una disminucién de la fusién
mitocondrial, tanto en términos de ARN como en niveles de proteinas (Calkins & Reddy,
2011). Como consecuencia de estas alteraciones, las mitocondrias mostraban una
morfologia fragmentada caracterizada por mitocondrias pequefias y redondeadas, lo que
indicaba una clara alteracién de la funcién mitocondrial. Anteriormente se habia
propuesto el desequilibrio en la fision mitocondrial y la fusién como un evento temprano
en la progresion de la EA (Reddy et al, 2009; Wang et al,, 2009). Se han observado
aumentos en las proteinas de fision mitocondrial con las correspondientes disminuciones
en las proteinas de fusién en los tejidos cerebrales de los pacientes con EA (Manczak et
al, 2011; Wang et al., 2009).

Nuestros resultados obtenidos utilizando ratones APP/PS1 apoyan evidencias
publicadas y demuestran una reducciéon en la masa mitocondrial y alteraciones en el
patrén de expresion de proteinas implicadas en la biogénesis y dindmica mitocondrial en
la corteza cerebral y el hipocampo de este modelo animal de EA. De manera significativa
estos cambios aparecieron de forma muy temprana, tanto a nivel cortical como en el
hipocampo, en los ratones APP/PS1 de 3 meses de edad. Este hecho sugiere que los
cambios observados en la dindmica mitocondrial se producirian de forma previa a la
acumulacion cerebral de AB42 que se produce a partir de los 6 meses de edad en corteza
cerebral y en hipocampo. Esta conclusion pone de manifiesto que la disfunciéon
mitocondrial es una caracteristica temprana en esta enfermedad, asociada a la
amiloidosis, pero en sus etapas mas iniciales, previa a la formaciéon de depdsitos de
amiloide o placas seniles.

Sorprendentemente, como se ha mencionado con anterioridad, la linea celular SK-APP
siguié un patréon diferente respecto al contenido de mitocondrias y la biogénesis
mitocondrial, patrén que se mantuvo en cuanto a la dinamica mitocondrial al no
observarse diferencias respecto a las células SK-C. En las células SK-APP no se apreciaron
cambios significativos en la masa mitocondrial ni en los niveles de PGC-1a respecto a las
células control que no sobreexpresaban la proteina. Tampoco las proteinas de fusion y
fision mitocondrial se vieron alteradas en las células que sobreexpresan la proteina APP
comparadas con las células control. Ante estos resultados decidimos comprobar si la
sobreexpresion de APP en esta linea celular estaba realmente asociada a un aumento en
los niveles de péptidos AP. Si bien la linea SK-APP mantiene la sobreexpresion de APP a

nivel intracelular, a pesar de lo esperado, no se encontraron diferencias significativas en
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los niveles de AB4o0 y AB42 entre las células control SK-C y las células SK-APP, tanto a nivel
intracelular como secretado al medio de cultivo. Un trabajo previo en el que se generaron
diferentes clones de sobreexpresion de APP en esta misma linea celular ya mostré
resultados contradictorios en cuanto a los niveles de AP generados por estos clones
(Recuero et al, 2004). Por eso pensamos que seria posible que la esperada
sobreproduccién de estos péptidos a su vez activara un mecanismo para su eliminacion
en las células con sobreexpresion de APP. Se sabe que la eliminacién fisiologica del exceso
de AB puede producirse por autofagia a través de los lisosomas y de igual manera su
acumulacion asi como la formacién de placas seniles en la EA responde a defectos en la
autofagia (Yan et al., 2019). Efectivamente comprobamos que los niveles de autofagia
estaban aumentados en las células SK-APP de forma basal y que el flujo autofagico es
mayor en estas células tal como revelaron los experimentos con bafilomicina. Al no
producir una sobrecarga de los péptidos amiloides como ya se habia apuntado
anteriormente (Martin et al, 1995), pues éstos podrian ser eliminados por autofagia,
pensamos que solamente la sobrecarga y acumulacién de AP seria la responsable de
desencadenar los cambios en los procesos de biogénesis y dinamica mitocondrial
encontrados en el modelo animal de amiloidosis y en los otros modelos in vitro. Aunque
esta linea celular constituye un buen modelo experimental para el estudio de procesos de
estrés celular, ya que la sobreexpresion de APP provoca un mayor estrés oxidativo,
alteraciones en el metabolismo de Ca2* y reduccién de la viabilidad celular, entre otros
procesos (Chafekaretal, 2008; Ma etal, 2012; Wang et al.,, 2006), la sola sobreexpresion
de la proteina APP no seria capaz de provocar alteraciones en los procesos
mitocondriales anteriormente discutidos. En linea con esta observacién, en un trabajo
publicado hace afios, Zhang y colaboradores sugirieron que la sobreexpresion de la forma
WT de APP no tendria excesiva toxicidad en las células y en consecuencia los autores
recomendaron la sobreexpresion de APP con la mutacién sueca humana causante de EA
como un modelo mas adecuado (Zhang et al., 2006).

Como se ha visto anteriormente, los resultados obtenidos tanto con los animales
APP/PS1 como con los cultivos celulares mostraron que la sobrecarga de AP
desencadenaba un desbalance de las proteinas de fusion y fision mitocondrial favorable
hacia la fision. La fision de las mitocondrias dafiadas, separandose del resto de la red
mitocondrial, las conduce a su degradacién por mitofagia (Mishra & Chan, 2016). El

aumento de mitofagia se comprobé en nuestro modelo in vitro de células SH-SY5Ys tras
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la incubacién con AP, pues se observo un aumento en la colocalizacién de los marcadores
de autofagia p62 y LC3 con las mitocondrias, a la vez que una acumulacién de
mitocondrias tras aplicar bafilomicina. Por tanto, la sobrecarga de A3 desencaden¢ el
reclutamiento de p62 y LC3 en las mitocondrias presuntamente dafadas, favoreciendo
su eliminaciéon mediante el proceso de mitofagia. Algunos trabajos estan de acuerdo con
nuestras observaciones indicando igualmente que el péptido AP puede ser
desencadenante de mitofagia. Asi lo sugirieron estudios hace afios y otros mas recientes
en los que se mostro en cultivos primarios de neuronas corticales de ratén que la
exposicién a oligdmeros del péptido AB42 inducia desbalances en la transcripcién de
genes codificantes de proteinas de fusion y fisidn mitocondrial incrementando la fision
de mitocondrias y aumentando la autofagia (Han et al, 2017; Moreira et al,, 2007).
También, se demostré que el proceso de mitofagia dependiente de la via Parkina esta
exacerbado analizando cerebros humanos de pacientes con EA (Ye et al., 2015).

La mitofagia es precedida por desbalances de las proteinas de fusion y fisién
mitocondrial favorables a la fisién debido a una disminucién de los niveles absolutos de
proteinas de fusion y aumento de los niveles de las proteinas de fisidn. Esta disminucion
de las proteinas de fusion se produce tras su ubiquitinacion y posterior degradacion en
el proteasoma. La via mas estudiada de ubiquitinacion previa al proceso de mitofagia es
la del reclutamiento de la proteina Parkina en la mitocondria, que es una E3-ubiquitina
ligasa que se encuentra en el citosol (Tanaka, 2010; Yoo & Jung, 2018). Cuando se produce
un dafio mitocondrial, las proteinas de la membrana mitocondrial externa retienen a otra
proteina, PINK1, también protagonista en esta via, que se encuentra en condiciones
normales en constante recambio en la mitocondria, pero su retenciéon hace que se
acumule en la membrana mitocondrial externa sirviendo de sefial para el reclutamiento
de Parkina. Nuestros resultados muestran que la mitofagia observada tras la sobrecarga
de AB no es dependiente de la via PINK1/Parkina pues no se detecté reclutamiento de
Parkina en la mitocondria tras la incubacién con el péptido. Aunque algunos autores han
mostrado que la sobrecarga de AP si podria inducir mitofagia dependiente de la via
PINK1/Parkina (Han etal, 2017; Wangetal, 2018; Ye et al., 2015), existen otras posibles
vias de iniciacion de mitofagia que no son dependientes de esta via “candnica” (revisado
en Onishi et al, 2021). Como se coment6 en la introduccidn, aparte de existir otras vias
de activacion de autofagia no dependientes de la ubiquitinacion y eliminaciéon de las

proteinas de fusion de la membrana mitocondrial externa (Kageyama et al, 2014;
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Lazarou et al.,, 2015; Murakawa et al., 2015; Sterky et al., 2011), también se han descrito
otras enzimas E3 ubiquitina ligasa que pueden actuar ubiquitinando las proteinas
estabilizadoras de la dindmica mitocondrial independientemente de Parkina. Una de ellas
es la via sinfilina-1/SIAH (del inglés, seven in absentia homolog) que actda junto con
PINK1 pero no requiere de la fosforilacion de sinfilina por parte de PINK1, como si ocurre
con Parkina (Szargel et al., 2016). También actuando en conjunciéon con PINK1 se ha
descrito la participacion de ARIH1 (del inglés ariadne RBR E3 ubiquitin protein ligase 1)
que en este caso si necesita ser fosforilada por PINK1 para actuar e iniciar la cascada de
ubiquitinacion de las proteinas mitocondriales de fusién (Ambivero et al,, 2014). Otra de
estas enzimas E3 ubiquitin ligasa es Mulanl (del inglés mitocondrial ubiquitin ligase
activator of NF-kB1) que tiene multitud de sustratos mitocondriales en comdn con
Parkina incluyendo Drpl y Mfnl y Mfn2 (Yun et al, 2014). Esta ultima actta
independientemente de la acumulaciéon de Pink1 en la mitocondria. Es posible que en
nuestros modelos experimentales en los que hemos observado la disminucién de los
niveles de proteinas de fusion mitocondrial y un aumento de los niveles de Drp1 tras la
sobrecarga de A, el inicio de mitofagia se pueda haber producido por la actuacién de
alguna de estas otras vias independientes de Parkina, ya que la incubaciéon con A no
mostroé la acumulacién de ésta en las mitocondrias, ofreciendo la posibilidad de
investigaciones futuras.

En nuestros resultados observamos que la incubacién con el péptido A tanto en las
células SH-SY5Ys como en los cultivos primarios, produce una disminucién de la actividad
metabdlica y una despolarizaciéon mitocondrial, siendo posiblemente estos hechos los
desencadenantes iniciales de la cascada de eventos que conducen a la mitofagia. El efecto
del péptido AB comprometiendo la viabilidad celular en ambas lineas ha sido
ampliamente demostrado por otros autores (Ahmed etal.,, 2019; Hu & Li, 2016; Xue et al,,
2016). En sus trabajos mostraron que la sobrecarga de Af3 disminuy0 la viabilidad celular
y finalmente desencadeno la muerte de las células por apoptosis. La disminucion del AWn
por efecto del péptido AP podria ser consecuencia de un efecto negativo de inhibicion de
la respiracion y, como consecuencia, desencadenando el proceso de mitofagia en las
mitocondrias despolarizadas. En condiciones fisiolégicas, las células mantienen el AWn
con la respiracion, llevada a cabo por los complejos I a IV de la cadena de transporte
electronico. Este proceso estd acoplado a la fosforilacién oxidativa que utiliza el gradiente

de protones generado por la respiracién para sintetizar ATP (Maurer et al., 2000). La
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reduccion que encontramos en el potencial de membrana mitocondrial inducida por la
exposicion a AB4z en cultivos primarios de neuronasy en lalinea SH-SY5Y esta de acuerdo
con los resultados presentados por otros estudios en diversos modelos celulares en los
que se da cuenta del efecto perjudicial del péptido amiloide sobre la funcién mitocondrial
(Abramov et al., 2004; Alberdi et al., 2010; Cieslik et al., 2020; Eckert et al., 2008; Keil et
al., 2004; Sompol et al,, 2008; Zhao et al,, 2019). En el afio 2018, Yao y colaboradores
demostraron que el péptido amiloide puede entrar en la mitocondria, interaccionando
con la cadena transportadora de electrones y, como consecuencia, provocar una caida del
AWn resultando finalmente en una reduccién de la produccién de ATP mitocondrial, con
consecuencias fatales para las células que acaban muriendo por apoptosis (Yao et al,
2018). También, en trabajos previos con el modelo animal de amiloidosis APP/PS1 se
mostré que la sobrecarga de Af en los animales de 3 y 6 meses podria estar relacionada
con alteraciones funcionales mitocondriales, pues se mostr6 una reduccion en los niveles
de los complejos mitocondriales OXPHOS en el hipocampo de los animales transgénicos,
con consecuencias negativas en el metabolismo energético en el cerebro de los animales
(Pedrés et al., 2014; Petrov et al., 2015).

En esta tesis se presenta el efecto del péptido A sobre las mitocondrias enlazando la
despolarizacion mitocondrial con los desbalances de las proteinas de fusion y fision
mitocondrial que finalmente conducen a la eliminacién de las mitocondrias. En paralelo,
observamos muchos de estos efectos en el modelo animal de amiloidosis, los ratones
APP/PS1, a diferentes edades y, comprobamos que la apariciéon de las alteraciones
mitocondriales, tanto en corteza cerebral como en hipocampo, son un evento temprano
en la patologia.

Los desequilibrios entre las proteinas de fusion y fision mitocondrial que preceden a
la mitofagia pueden ser a su vez causa o consecuencia de dafios en el ADN mitocondrial,
de mayor produccién de ROS y de disminucién del AWn y todo ello puede resultar en una
reduccion del consumo de oxigeno y de la produccién de ATP, dos procesos vitales para
la célula. El mantenimiento de la homeostasis y el control de calidad mitocondrial es
especialmente relevante para las neuronas pues confian en las mitocondrias su
produccion energética. Es por eso que la disfuncién mitocondrial da lugar a una
disminucidn en la produccion de ATP, a un aumento del estrés oxidativo y a una limitacion
de la capacidad de auto-reparaciéon de las neuronas que conduce a una apoptosis

neuronal excesiva que culmina en trastornos neurodegenerativos como la enfermedad
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de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la EA (Grimm & Eckert, 2017; Rhein et al,,
2009; Sas et al., 2007; Wang et al., 2020).

2. Aparte de mitofagia, la sobrecarga de Af3 induce autofagia

Nuestros resultados muestran un efecto dual de la sobrecarga del péptido AB. Por una
parte, A ejerce un efecto perjudicial sobre las mitocondrias posiblemente
comprometiendo las funciones y los procesos que éstas controlan, como la homeostasis
de calcio, la generacion de ATP y la muerte celular por apoptosis. Por otra parte, la
sobrecarga de AP incrementa el flujo autofagico, como hemos comprobado en los
experimentos in vitro, que podemos trasladar a los experimentos con animales, en los que
se observé un aumento de los marcadores autofagicos p62 y LC3-II en los ratones
APP/PS1 ya a los 6 meses de edad y que no se detect6 en los ratones de fenotipo salvaje.
La proteina p62 se encuentra distribuida por el citosol y, tras el tratamiento con Af, se
puede apreciar un aumento en sus niveles. Existe cierta controversia en cuanto a la
interpretacion de los niveles de este marcador autofagico. Algunos autores han mostrado
una disminucién en los niveles de p62 en cerebros de pacientes con EA (Caccamo et al,,
2017; Ma et al, 2019) mientras que otros trabajos reportaron un aumento (Vaillant-
Beuchot et al., 2020; Zhao et al,, 2020). Es posible que estas variaciones dentro de las
mismas condiciones patolégicas en los niveles de p62 se deban a que los niveles de este
marcador autofdgico puedan estar influidos por su participacién en otros procesos
celulares, capacidad conferida por los diferentes motivos funcionales de la proteina o por
variacion experimental al analizar los niveles de esta proteina en cada uno de estos
trabajos (Gémez-Sanchez et al., 2015; Klionsky et al., 2016).

En cuanto a LC3-II, esta proteina se encuentra también distribuida por el cuerpo
celular en condiciones basales. Hemos visto que al aumentar el flujo autofagico por la
presencia de AB42 en las células SH-SYS5Ys, los niveles de este marcador autofagico
aumentan y comienza a formar agregados. La administracion de bafilomicina en los
cultivos celulares hizo que aumentaran los niveles tanto de p62 como de LC3-II, mas
significativamente en presencia de AP42. Alteraciones en la autofagia se han visto en
modelos in vitro de EA, en animales y tras el andlisis de cerebros postmortem de pacientes
con la enfermedad (Khandelwal et al, 2011). Se han encontrado niveles de LC3-II

aumentados en corteza cerebral e hipocampo de ratones APP/PS1 a diferentes edades,
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poniendo de manifiesto que la presencia de autofagosomas es una particularidad en la EA
(Joshietal,, 2015; Wang et al., 2015; Zhao et al.,, 2018). Ademas de los niveles de proteina
(Benito-Cuesta et al., 2020), otros autores han demostrado que los niveles de mRNA de
LC3-11 y p62 también aumentaron tras el tratamiento con A in vitro (Singh et al,, 2017).

En conjunto, nuestros resultados muestran que el péptido A produce un efecto dual
tal como hemos mostrado en los experimentos in vitro. Este efecto dual puede ser
extrapolado a los experimentos in vivo en los que se ha visto que el proceso de autofagia
esta exacerbado en edades tempranas y que también en estas etapas se producen
desbalances en los procesos de dindmica mitocondrial. Aunque no se ha corroborado a
nivel mitocondrial, es posible que estos desequilibrios en las proteinas de fusion y fision
mitocondrial acaben desencadenando la eliminacién de las mitocondrias dafiadas y, por
tanto, ratificando el doble efecto del péptido AB en nuestro modelo in vivo. Cabe destacar
que, a edades mas avanzadas, a pesar del incremento en autofagia, se observa una mayor
acumulaciéon del péptido AR, sugiriendo que, a pesar de poder ser eliminado por
autofagia, la producciéon de AP superaria los niveles de eliminacion. Esto ofrece la
posibilidad de estudiar en pacientes como el efecto dual de AP puede contribuir tanto a
la acumulacién del mismo como a una reduccién de la producciéon energética, ambos

hechos caracteristicos de la patologia de Alzheimer.

3. Efecto del inhibidor de fosfodiesterasa 7, S14, sobre las alteraciones

mitocondriales y la autofagia inducidas por Ap.

En estudios de nuestro laboratorio se observdo como la molécula inhibidora de
fosfodiesterasa 7, S14, potenciaba la neurogénesis adulta en los ratones APP/PS1 a través
de la activacion de CREB (Bartolome, et al.,, 2018). Resultados equivalentes con este
compuesto se encontraron en otros modelos celulares (Morales-Garcia et al,, 2017) y de
enfermedad de Parkinson (Morales-Garcia et al., 2011, 2015), confirmando el efecto
potenciador de la neurogenesis adulta en el hipocampo Las mitocondrias son esenciales
para el correcto funcionamiento celular y la principal fuente de energia para la
remodelacion del citoesqueleto, el alargamiento de los procesos neuronales y para la

actividad sindptica que ocurren durante la neurogénesis (Steib et al,, 2014).
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En esta parte de la tesis se han estudiado los efectos del tratamiento con la molécula
S14 sobre la biogénesis y dindmica mitocondrial in vivo e in vitro. Estos efectos en los
estudios in vivo se han analizado en la corteza cerebral y el hipocampo de ratones WT y
APP/PS1 de 6 meses de edad tras el tratamiento con S14 y, para los estudios in vitro, se
ha utilizado la linea celular SH-SY5Y.

La primera aproximacion fue analizar los niveles de AMPc en corteza cerebral e
hipocampo de los animales. Como ya se explico en la introduccion, las PDEs son proteinas
implicadas en la regulacion de la cascada de sefializacion del AMPc y se han propuesto
como diana farmacolégica para controlar los niveles intracelulares de este nucleé6tido
(Maurice et al., 2014). Tras la administracion por via oral del compuesto inhibidor de
PDE7, S14, se midieron los niveles de AMPc. Los resultados indican que el S14 ejercié su
efecto inhibidor sobre PDE7 aumentando los niveles de AMPc, tanto en corteza como en

hipocampo en los animales con el tratamiento.

Tal y como se adelant6 en la introduccion, la via de sefalizacion AMPc/PKA, ademas
de otras funciones, también participa en la regulacién de la fisiologia mitocondrial
(Carlucci et al., 2008; Rinaldi et al., 2018) a través de la fosforilacion por parte de la
quinasa PKA de varias proteinas mitocondriales implicadas en la mitofagia y los procesos
de fusidn y fision mitocondrial (Akabane et al, 2016; Cereghetti et al., 2008; Cribbs &
Strack, 2007). Los resultados muestran que tras la administracion del inhibidor de PDE7,
S14, se recupero6 la masa mitocondrial tanto en los animales APP/PS1y en la linea celular
SH-SYSY en presencia de AB42 oligomerizado. Como ya se adelantaba previamente, la
reduccion en la masa mitocondrial puede deberse tanto a un deterioro en la biogénesis
mitocondrial como a un aumento de la actividad mitofagica. Previamente, en el
laboratorio se observéd que el compuesto S14 es capaz de activar la via AMPc/CREB, lo
que provoca la fosforilacion de CREB (pCREB) (Bartolome, et al., 2018). pCREB
contribuye al aumento de la actividad del regulador de biogénesis mitocondrial, PGC-1a.
Los datos mostraron una clara recuperacion de los niveles de PGC-1a en los animales
transgénicos APP/PS1 de 6 meses y en las células SH-SY5Y tras el tratamiento con A.
Estos resultados ponen de manifiesto que la recuperaciéon de los niveles de PGC-1a
reviertieron la disminucion de la masa mitocondrial observada en el modelo in vivo de EA
y por la sobrecarga de A3 en el modelo in vitro.

Los resultados muestran que, tras la administracion del péptido amiloide, se produjo

una alteracién de la dinamica mitocondrial, predominando los procesos de fision
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mitocondrial. El tratamiento con S14 restauré los niveles reducidos de las proteinas de
fusion Mfn1, Mfn2 y L-Opal en la linea celular tras el tratamiento con AB y el patrén de
ubiquitinaciéon de las proteinas Mfn1l y Mfn2, asi como los niveles de L-Opal, en los
animales transgénicos APP/PS1. Ademas, el inhibidor de la PDE7 redujo los niveles de la
proteina de fision Drpl que se encontraban aumentados respecto a los controles en
ambos modelos. El balance mitocondrial entre las proteinas de fision y fusion es esencial
para mantener el correcto funcionamiento mitocondrial (Mishra & Chan, 2016). De esta
manera, S14 fue capaz de restaurar los desbalances observados en la dinamica
mitocondrial inducidos por el péptido amiloide. Si bien la certeza de restauracion de la
mitofagia inducida por el péptido amiloide no fue demostrada en presencia de S14
mediante el analisis de los marcadores autofdgicos en mitocondrias, estos resultados
apuntan a que el efecto de S14 podria incidir reduciendo el exceso de mitofagia inducido
por A al restaurar los niveles y status de las proteinas de dindmica mitocondrial cuyo
desequilibrio precede la mitofagia.

Nuestros resultados mostraron que el péptido amiloide ademas de interferir
aumentando la mitofagia, también mostroé efectos de incremento del flujo autofagico. Esta
observacion, junto con estudios previos que mostraron una reducciéon de la actividad
autofagica a través de la inhibicion de diferentes PDEs (Chen et al,, 2013; Hosokawa et al,,
2013; Zhou et al., 2017), nos llevo a analizar en esta ultima parte de la tesis, el efecto de
S14 sobre el proceso de autofagia analizando los niveles de los marcadores autofagicos
en presencia de S14. El compuesto fue capaz de inhibir el proceso de autofagia
desencadenado por la sobrecarga de Af tanto en los animales APP/PS1 como en la linea
celular SH-SY5Y. S14 redujo los niveles de los dos marcadores autofagicos LC3-11 y p62.

Es posible que los efectos de S14 sobre las proteinas marcadoras de autofagia también
respondan a una restauracién de la autofagia especifica de mitocondrias pues como se ha
dicho anteriormente el inhibidor de PDE7 restauré los niveles de las proteinas
reguladoras del equilibrio de la dinamica mitocondrial. Tal y como se explicé en la
introduccidn, la ubiquitinacién de las mitofusinas provoca su eliminacién por parte del
proteasoma reduciendo asi los niveles de estas proteinas de fusion (Lazarou et al,, 2015;
Pickles et al., 2018). Ademas, la reduccion de los niveles de L-Opal y el aumento de los
niveles de Drp1 desencadenan la separacion de las mitocondrias de la red mitocondrial.
Estas mitocondrias ubiquitinadas son engullidas por los autofagosomas, mostrando un

aumento de los niveles de LC3-II (Hamacher-Brady & Brady, 2016).
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En el afio 2013, se public6 que el tratamiento con S14 podria ser beneficioso para la
EA (Perez-Gonzalez et al., 2013) y para otras enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson (Morales-Garcia et al., 2011, 2015) Con estas evidencias y los
resultados mostrados, se puede concluir que el inhibidor S14 es capaz de regular la
homeostasis mitocondrial a través del aumento de los niveles de AMPc y activacion de
CREB (Perez-Gonzalez et al., 2013). La disfuncion mitocondrial es una caracteristica
temprana compartida por numerosas enfermedades neurodegenerativas. En esta tesis se
propone que inhibidor de PDE7, S14 ralentiza algunos de los efectos patologicos
observados en el proceso neurodegenerativo de la EA sugiriendo que S14 podria ser un

farmaco prometedor y util para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
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La masa mitocondrial se vio disminuida en los cerebros de los ratones APP/PS1 a
edades mas tempranas que en los ratones no transgénicos y esta reducciéon
aparecio antes en el hipocampo que en la corteza cerebral.

Esta reduccién de la masa mitocondrial pudo deberse a una menor biogénesis
mitocondrial en la corteza cerebral de los ratones APP/PS1 que ocurrié a edades
tempranas y no se observé en los ratones de fenotipo salvaje.

La dindmica mitocondrial controlada por los procesos de fusi6on y fisién
mitocondrial estaba alterada en los cerebros de los ratones APP/PS1 comparada
con los ratones de fenotipo salvaje. La disminucion de los niveles de las proteinas
de fusion, Mfn1, Mfn2 y L-Opal y, el aumento de los de la proteina de fision, Drp1,
posiblemente dio lugar a un desequilibrio favorable hacia la fision mitocondrial
que ocurrié de forma mas acentuada y temprana en la corteza cerebral de los
animales transgénicos. Esta diferencia entre los grupos de animales se mantuvo
igualmente en el hipocampo, pero apareci6 de forma mas tardia.

En modelos in vitro, utilizando cultivos primarios de neuronas y la linea de
neuroblastoma SH-SY5Y, comprobamos que las alteraciones encontradas en la
masa y la dinamica mitocondrial, incluyendo la biogénesis y la fusion y fision
mitocondrial, estaban producidas por la exposicion a AB. Sin embargo, en las
células con sobreexpresion de APP, no se observaron estos cambios.

A pesar de la sobreexpresion de APP, en estas células SK-APP no se observé una
mayor generacion de los péptidos AfBs0 y AP42. A su vez, nuestros resultados
muestran que el flujo autofagico estaba incrementado en estas células. La ausencia
de cambios en los niveles de estos péptidos podria ser explicada por su
eliminacién autofagica. La no existencia de una sobrecarga de amiloide en este
modelo celular podria indicar que sélo la acumulacion del péptido A3 fue causante
de las alteraciones mitocondriales encontradas en los otros modelos celulares
utilizados, asi como en el modelo animal de EA.

El desequilibrio en las proteinas de fusion y fision mitocondrial inducido por el
péptido AP incrementé la eliminacién de mitocondrias por mitofagia. Este proceso

de mitofagia fue independiente de la acumulacién de Parkina en la mitocondria.
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7. Nuestros resultados sugieren que el desbalance de las proteinas de fusion y fision
mitocondrial desencadenante de un aumento de mitofagia estaria producido por
la despolarizacién mitocondrial y otras alteraciones metabélicas causadas por el
péptido AB42.

8. Ademas de mitofagia, la sobrecarga de AB provocd un aumento de la autofagia.
Nuestros experimentos in vitro sugieren que la exposicion al péptido incrementé
el flujo autofagico. A pesar del posible mayor flujo autofagico, a partir de los 6
meses este mecanismo no fue capaz de eliminar la acumulacién de A que siguio
aumentando con la edad.

9. El inhibidor de PDE7, S14 restablecio6 la cantidad de mitocondrias en los ratones
APP/PS1 y en las células SH-SY5Y tras el tratamiento con AB. Este efecto se
produjo por dos posibles causas:

- restauracion de los niveles de la proteina reguladora de la biogénesis
mitocondrial, PGC1a,

- recuperacion de los niveles de las proteinas implicadas en los procesos de
fusion y fision mitocondrial desencadenantes de mitofagia.

10. Las alteraciones mitocondriales producidas por el péptido AP en el cerebro
constituyen un evento temprano en la patologia de la EA. Estas alteraciones
comprometen funciones vitales para las neuronas como la produccion energética
desencadenando la muerte celular. La viabilidad neuronal también se ve
comprometida por fallos en los procesos de autofagia inducidos por la
acumulacion del péptido AB. El inhibidor de PDE7, S14, a través de la modulacién
de las alteraciones mitocondriales y de los procesos de autofagia producidas por

el péptido AB, podria ser una potencial herramienta terapéutica para la EA.
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Abstract

Background: The phosphodiesterase (PDE) 7 inhibitor S14 is a cell-permeable small heterocyclic molecule that is
able to cross the blood—brain barrier. We previously found that intraperitoneal treatment with S14 exerted
neuroprotection in an Alzheimer's disease (AD) model (in APP/PST mice). The objective of this study was to
investigate the neurogenic and cellular effects of oral administration of S14 on amyloid 3 (AR) overload.

Methods: We orally administered the PDE7 inhibitor S14 (15 mg/kg/day) or vehicle in 6-month-old APP/PST mice.
After 5 weeks of S14 treatment, we evaluated cognitive functions and brain tissues. We also assessed the effects of
S14 on the AB-treated human neuroblastome SH-SY5Y cell line.

Results: Targeting the cyclic adenosine monophosphate (CAMP)/cAMP-response element binding protein (CREB)
pathway, S14 rescued cognitive decline by improving hippocampal neurogenesis in APP/PST transgenic mice.
Additionally, S14 treatment reverted the AB-induced reduction in mitochondrial mass in APP/PST mice and in the
human neuroblastoma SH-SY5Y cells co-exposed to AB. The restoration of the mitochondrial mass was found to be
a dual effect of S14: a rescue of the mitochondrial biogenesis formerly slowed down by AB overload, and a
reduction in the AB-increased mitochondrial clearance mechanism of mitophagy.

Conclusions: Here, we show new therapeutic effects of the PDE7 inhibitor, confirming S14 as a potential

therapeutic drug for AD.

Keywords: Phosphodiesterase, Alzheimer’s disease, Transgenic mice, Oral administration, Memory, Hippocampus,

Neurogenesis, Mitochondria, Mitophagy

Background

Alzheimer’s disease (AD) is the most common cause of
dementia and accelerates with advancing age. The most
prominent symptoms of the disease are the progressive
decline in cognitive functions and memory. AD is char-
acterized by three major neuropathological hallmarks:
senile plaques composed of amyloid B (AP) peptides,
intracellular neurofibrillary tangles, and neuronal loss.
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The loss of neurons and synapses spreads to the hippo-
campus, entorhinal cortex, and frontal cortex, all of
which play important roles in reference and working
memory [1, 2]. In particular, the hippocampus is critical
for learning and memory as well as mood regulation,
and adult neurogenesis is necessary for its normal func-
tion [3, 4]. Adult hippocampal neurogenesis is known to
contribute to the processing and the storage of new
information [5, 6]. In AD brains the pathophysiological
environment could have adverse effects on neurogenesis
[7]. While memory deficits observed in AD could be
linked to alterations in hippocampal neurogenesis [8, 9]
we still need to actively investigate how neurogenesis is
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linked to cognitive function and whether stimulating re-
generative mechanisms in the brain could restore or pre-
vent further deterioration of cognition during the
disease process. During the process of synaptic strength-
ening and memory formation a variety of molecular
mechanisms are activated. The cyclic adenosine mono-
phosphate (cAMP)/cAMP-response element binding
protein (CREB) pathway may regulate the transcription
of genes controlling these processes. Many neurodegen-
erative diseases are associated with aberrant cyclic
nucleotide signalling related to phosphodiesterase (PDE)
expression. PDEs are key enzymes in the cAMP signal-
ling cascade. In AD brains, changes in cAMP-specific
PDE mRNA expression were detected [10, 11]. PDE7
inhibition has been implicated in inflammation and neu-
rodegenerative disorders [12, 13]. Peripheral administra-
tion of S14, a small heterocyclic molecule able to inhibit
the cAMP-specific PDE7, produced anxiolytic-like ef-
fects, restored visual short-term memory, and decreased
different pathological hallmarks in brains of APP/PS1
mice [14]. S14 treatment also induced in vitro and in
vivo proliferation of neural stem cells, promoting their
differentiation toward a dopaminergic phenotype in the
substantia nigra of hemiparkinsonian rats [15]. More re-
cently, the PDE7 inhibitor showed a significant increase
in newly generated neurons in the olfactory bulb and the
hippocampus of adult rats [16]. While PDE inhibitors
have demonstrated neurotrophic, neuroprotective, and
immunomodulatory potencies in AD models, little is
known about the role of PDE7 in hippocampal neuro-
genesis in AD and its effects on learning and memory.

Through activation of peroxisome proliferator-activated
receptor y co-activator a (PGC-la) and regulating p62
degradation, the cAMP/CREB pathway may also con-
trol mitochondrial dynamics and autophagy, respect-
ively [17-21]. Mitochondria are important organelles
in cells and more so in neurons since these demand
high amounts of energy for almost all cellular processes
including cell survival and death, calcium homeostasis
regulation, synaptic plasticity, and neurotransmitter synthe-
sis [22]. Mitochondrial dysfunction has been further dem-
onstrated in the pathogenesis of neurodegenerative
disorders [23—25] but not much is known about the inter-
action of PDE inhibition and mitochondrial dynamics in
neurodegeneration.

In this study, we evaluated the effects of oral ad-
ministration of S14 in APP/PS1 mice. Our results
demonstrated that S14 rescued memory deficits and in-
creased hippocampal neurogenesis mediated by upregula-
tion of the pCREB signalling pathway. Additionally, we
reported that S14 treatment restored the Ap-induced
impairments in mitochondrial dynamics in APP/PS1 mice
and in the human neuroblastoma SH-SY5Y cells co-
exposed to AP.

Page 2 of 15

Methods

PDE inhibitor S14

S14 was synthesized in CIB-CSIC following previously de-
scribed procedures [26]. The compound was diluted in
0.5% w/v sodium carboxyl methyl cellulose (Na-CMC) and
0.1% v/v Tween 80 in water suspension. Pharmacokinetic
data for S14 showing a brain to plasma ratio oral bioavail-
ability of 0.2 and the effective dose for experiments of this
compound after oral administration calculated through
evaluation of brain and plasma levels of S14 have been pre-
viously reported [14].

Animal experiments

Male double transgenic APP/PS1 mice (6 months old), a
cross between Tg2576 (overexpressing human APP695)
and mutant PS1 (M146 L), were used from our inbred
colony (Instituto de Investigacion Hospital 12 de Octu-
bre). Age-matched mice not expressing the transgene
were used as wild-type controls. The PDE7 inhibitor S14
was orally administered in a 0.5% w/v sodium carboxyl
methyl cellulose (Na-CMC) and 0.1% v/v Tween 80 in
water suspension. For testing the effects of oral chronic
treatment on memory and neurogenesis, S14 (15 mg/kg)
or vehicle was given once per day for 5 weeks. At the
end of treatment, animals were deeply anaesthetised and
perfused transcardially either with saline for biochemical
analysis, or 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phos-
phate buffer (PB), pH 7.4, for immunohistochemical ana-
lysis. All animals were handled and cared for according to
the Council Directive 2010/63/UE of 22 September 2010.

Measurement of learning and memory

Behavioural tests were performed 28 days after oral drug
administration following protocol A (Fig. 1a). An object
recognition test was performed as described previously
[27]. During this trial mice were placed individually in
the open field in the presence of a familiar object, and
the time spent exploring this object was measured.
During a 10-min retention trial (second trial), which was
performed 3 h later, a novel object was placed together
with the familiar object in the open field. The time the
animal spent exploring the two objects was recorded.
The recognition index, defined as the ratio of the time
spent exploring the novel object over the time spent
exploring both objects, was used to measure non-spatial
memory. Trials were recorded and tracked using the
Smart Video Tracking System (Panlab). Spatial memory
was tested using a Morris water maze for 4 consecutive
days, carrying out four trials of memory training each
day. Mice were allowed 60 s to reach the platform on
the opposite side of the channel. Mice were allowed to
stay on the platform for 15 s before being removed from
the water. The latencies were determined by measuring
the time to reach the platform. Twenty-four hours after
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Fig. 1 Behavioural performance of APP/PST and wild-type (wt) mice after oral treatment with S14. a Protocol A: treatment schedule for memory testing.
Behavioural tests (BT) were carried out on days 28-35. S14 or vehicle (0.5% w/ Na-CMC and 0.1% v/ Tween 80 in water suspension) were orally adminis-
tered once per day for 5 weeks until the end of the tests (day 35) when the animals were sacrificed (SAC). Protocol B: treatment schedule for neurogenesis
testing. 5-Bromo-2-deoxyuridine (BrdU) or saline was injected intraperitoneally (i.p.) on days 7-14. S14 or vehicle was orally administered once per day for
5 weeks until the end of the treatment (day 35) when the animals were sacrificed (SAQ). b In the novel-object recognition test, APP/PST mice showed a
significant decline in performance. In APP/PST mice orally treated with S14 for 5 weeks, the ratio exploring the novel object was enhanced. Data are
expressed as mean + SEM; n = 9-13 mice/group; *p < 0.05. ¢ APP/PS1 mice exhibited impaired spatial memory in the Morris water maze test. d Latency
to reach the platform on the last day of training was higher in APP/PST mice. S14 treatment restored the spatial memory in APP/PS1 mice since latency to
reach the platform was similar to wild-type mice. Data are expressed as mean + SEM; n = 9-13 mice/group; *p < 0.05. Statistical significance was assessed
by two-way ANOVA followed by Fisher's post-hoc test for multiple comparisons. Veh vehicle

the final trial, the platform was removed, and the mice
were given probe trials to test their memory of the hid-
den platform. Trials were recorded and tracked using
the Smart Video Tracking System (Panlab).

Evaluation of neurogenesis

Neurogenic effects of orally administered S14 were eval-
uated after 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU; 50 mg/kg)
intraperitoneal injection once a day for 7 days, following
protocol B (Fig. 1a). On day 35, 21 days after the last
BrdU injection, the mice were anaesthetized with isofor-
ane and perfused transcardially with 4% PFA. Fixed
brains were cut on a vibratome (Leica Microsystems) at
40 mm, and tissue sections were collected in cold PB 0.1
M, and incubated overnight with primary antibodies at 4
°C. All primary antibodies were diluted in PB 0.1 M
containing 0.5% bovine serum albumin and 0.5% Triton
X-100. The following primary antibodies were used: rat
monoclonal anti-BrdU (1:20,000; Hybridoma Bank), goat
polyclonal anti-doublecortin (DCX; 1:500; Santa Cruz

Biotechnology), and mouse monoclonal anti-neuronal
nuclei (NeuN; 1:500; Millipore). After overnight incuba-
tion, primary antibody staining was revealed using the
avidin-biotin complex method (VECTASTAIN Elite
ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) or
fluorescence-conjugated secondary antibodies from Mo-
lecular Probes. To estimate the total number of BrdU*
cells in the brain, we performed 3,3’-diaminobenzidine
(DAB) staining for BrdU on every sixth brain section.
The number of BrdU" cells in the granule cell of the
dentate gyrus was counted using fluorescence micros-
copy (Zeiss microscope) at a magnification of 40x to es-
timate the total number of BrdU" cells in the entire
dentate gyrus. Based on a modified stereological method
[28], BrdU" were counted in one of every six sections
from rostral (2 mm from the bregma) to caudal (-4.3
mm from the bregma). To determine the fate of div-
iding cells, 100-150 BrdU" cells across 4—6 sections
per mouse were analysed by fluorescence microscopy
co-localizing with NeuN (NeuN"). The number of
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double-positive cells was expressed as a percentage of
BrdU™ cells.

cAMP assay

Measurement of cAMP levels was determined by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Arbor Assays)
in brain tissue samples from APP/PS1 and wild-type
mice.

Immunoblot analysis

Proteins were isolated from brain tissue or cell cultures
by standard methods. Briefly, brain tissues or cell lysates
were homogenized in lysis buffer NP-40 (50 mM Tris-
base, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM
EDTA) containing a mixture of protease and phosphat-
ase inhibitors (Roche Applied Science) and centrifuged
for 15 min at 10,000 rpm at 4 °C. The supernatants were
collected, and the total protein concentrations were
measured by BCA assay (Pierce BCA Protein Assay Kit,
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA); proteins from
each sample were loaded in a precast 4-20% Tris-
Glycine gels (Novex) and transferred to polyvinylidene
fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad). Primary anti-
bodies used were: rabbit polyclonal anti-pCREB (1:500,
Millipore), rabbit polyclonal anti-CREB (1:1000, Cell Sig-
nalling Technology), mouse anti-ATPasa} (1:1000,
Abcam), rabbit anti-PGC-1a (1:200, Santa Cruz), mouse
anti-Mitofusinl (Mfnl; 1:1000, Abcam), mouse anti-
Mitofusin2 (Mfn2; 1:1000, Abcam), mouse anti-f actin
horseradish peroxidase (HRP; 1:25,000, Abcam), mouse
anti-mitochondrial dynamin-like GTPase (OPA1; 1:1000,
Novus Biological), rabbit anti-Dynamin-related protein 1
(Drpl; 1:1000, Cell Signalling Technology), rabbit anti-
p62/SQSTM1 (1:20,000, Abcam), and rabbit anti-light
chain 3 (LC3; 1:1000, Novus Biological). Secondary
HRP-conjugated goat anti-mouse (1:5000, Sigma) and
goat anti-rabbit (1:5000, Life Technologies) were used.
Immunoreactive bands were visualized by enhanced
chemiluminescence (ECL; Pierce) and scanned on an
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

Cell cultures

Human neuroblastoma (SH-SY5Y) cells were purchased
from the European Collection of Cell Cultures (Health
Protection Agency, Salisbury, UK) and maintained as
previously described [29]. Unless otherwise stated, SH-
SY5Y cells were seeded at a density of 4 x 10* cells/cm?
and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS) and 2 mM L-glutamine at 37 °C and 5%
CO,. Cultures were incubated in fresh medium with or
without S14 (15 pM), and alone or in combination with
ABgy (1 pM). S14 was previously dissolved in dimethyl
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sulfoxide (DMSO) and then diluted in a sterile culture
medium, as reported previously [30]. APy stock was
previously dissolved in acetic acid 0.1 M. Oligomeric
Ap4, was prepared by incubating a volume of stock solu-
tion in DMEM at 4 °C for 24 h prior to addition to the
cell cultures as previously described [31].

Primary cortical neuronal cultures

Pregnant Wistar rats (3—5 months) were obtained from
the inbred colony of the Research Institute, Hospital
Doce de Octubre, Madrid, Spain. Primary cortical neur-
onal cultures were prepared from rat embryos (E15-16)
based on methods previously described [32], and 4 x 10°
cells per well were plated on poly-L-lysine-coated cover-
slips in six-well plates. Cells were maintained at 37 °C in a
5% CO, humidified atmosphere in Neurobasal A medium
(Gibco) containing 2 mM L-glutamine, and 10% B27
Supplement (Invitrogen). Nine days after cell culture prep-
aration, cortical neurons were treated with or without S14
(15 pM), alone or in combination with oligomerised A,
(1 uM). All live cell imaging experiments were performed
between days 10 and 14 in culture. All animals were han-
dled and cared for according to the Council Directive
2010/63/UE of 22 September 2010.

Mitochondrial mass assessment

To measure mitochondrial mass (mitochondrial vol-
ume as a percentage of cell volume in living cells) 40
min before the experiment, SH-SY5Y cells were
loaded with Cell Trace Calcein-AM (Invitrogen) to
visualise the whole cell volume and tetramethyl-
rhodamine methylester (TMRM) to visualise the mito-
chondria inside each cell. High-resolution Z-stacks
were acquired for approximately 15 cells per group
using a confocal Zeiss 510 microscope equipped with
a META detection system and a 63x oil immersion
objective with an excitation/emission of 495/515 nm
for calcein and 560/580 nm for TMRM. As TMRM is
mitochondrial membrane potential dependent, the
setting to detect red fluorescence was reduced to lo-
calise mitochondria still not degraded. Image analysis
was carried out using Volocity software (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) to measure the mitochondrial
and cytosolic volume.

Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard error of the mean
(SEM). Statistical analyses were performed using a two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s post-hoc
test for multiple comparisons. All calculations were made
using GraphPad Prism6 software. Statistical significance
was set at p < 0.05.
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Results

Oral S14 treatment restored memory disturbances in
APP/PS1 mice

Memory functioning was assessed in 6-month-old trans-
genic APP/PS1 and wild-type mice using two different be-
havioural tests. In the object recognition test, recognition
index was significantly impaired in APP/PS1 mice com-
pared to wild-type mice (p < 0.05; Fig. 1b). S14-treated
APP/PS1 mice showed restoration of the impaired cogni-
tion similar to the wild-type group. Note that S14 admin-
istration in wild-type mice did not significantly alter
behaviour. In the Morris water maze paradigm, APP/PS1
mice displayed significant spatial learning impairment
compared with their littermate controls (p < 0.05; Fig. 1c),
while S14-treated APP/PS1 mice were completely rescued
from this impairment. Mice treated with this drug
candidate displayed reductions in the latency to
reach the hidden platform that was similar to those
of wild-type controls during the probe test, suggest-
ing that S14 induced an improvement in spatial
memory (Fig. 1c). To further elucidate these differ-
ences, an additional analysis was conducted, compar-
ing the latencies to reach the platform on the last
day of training (Fig. 1d), demonstrating a significant
overall difference among the groups (p < 0.05), with
complete reversal of the memory impairment in S14-
treated APP/PS1 mice (compared to wild-type mice).

Oral S14 treatment enhanced hippocampal cell
proliferation and neurogenesis in APP/PS1 mice

The association between cognitive deterioration and de-
cline in neurogenesis during aging, coupled with disrup-
tion in neurogenesis and cognitive dysfunction in AD
mouse models, suggests that enhancing neurogenesis may
be a feasible therapeutic approach. Thus, we explored the
effects of S14 on hippocampal neurogenesis in mice sacri-
ficed 21 days after the last BrdU injection. Positive BrdU
cells (BrdU") were predominantly localised in the sub-gra-
nular cell layer and, to a less extent, in the hilus (Fig. 2a).
S14 treatment for 5 weeks significantly increased the num-
ber of BrdU" cells in the dentate gyrus in APP/PS1 mice
when compared with vehicle-treated mice (p < 0.01; Fig. 2b).
Then the specific rate of new-born neurons in adult mice
was evaluated in brain sections from S14- and vehicle-
treated wild-type and APP/PS1 mice processed for dual-
labelling immunohistochemistry with antibodies against
BrdU and the neuronal-specific marker NeuN (Fig. 2¢, d).
Co-localisation analysis revealed that the number of BrdU"
neurons was significantly higher in both groups of S14-
treated mice. Although the neurogenesis rate was found to
be increased even in the wild-type group (p < 0.05), the
neurogenesis was much higher in the APP/PS1-treated mice
(p < 0.01; Fig. 2d).
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S14 treatment activates the hippocampal cAMP/pCREB
pathway

It is known PDE?7 inhibitors activate the cAMP-dependent
pathway [14, 33]; therefore, we examined the levels of
cAMP and CREB activation (phospho-CREB, or pCREB) in
the hippocampus from the different mice groups to probe
the target engagement of S14 and the link with the ob-
served higher rate of neurogenesis. We found that S14
treatment increased cCAMP accumulation in both wild-type
(p < 0.05; Fig. 3a) and APP/PS1 mice (p < 0.01; Fig. 3a), in-
dicating that this compound reached both the target and
the brain. A significant decrease in the phosphorylation sta-
tus of CREB was found in the hippocampus of APP/PS1
mice compared to the wild-type group, showing no changes
in the total CREB protein levels (p < 0.05; Fig. 3b, ¢).
Conversely, S14 treatment increased the phosphorylation
status of CREB in the hippocampus of both groups com-
pared to vehicle-treated mice (Fig. 3b, c¢) showing no
changes in the total CREB protein levels. As pCREB may
be considered a surrogate biomarker of cCAMP increasing,
the enhancement of pCREB in the treated animals confirms
that oral administration of S14 targets the cAMP-specific
PDE?7 pathway in the hippocampus.

S$14 treatment increases the PGC-1a levels and the
mitochondrial biogenesis in the hippocampus of APP/PS1
mice and in AB-treated SH-SY5Y cells

PGC-1a is a downstream effector of CREB activation. The
levels of PGC-1a in the hippocampus of APP/PS1 mice
tended to be reduced when compared to wild-type mice,
but the difference was not statistically significant (Fig. 4a).
S14 treatment, however, induced an increase in PGC-1a
levels in APP/PS1 mice (Fig. 4a). PGC-1la is a master
regulator of mitochondrial biogenesis and dynamics;
therefore, we investigated the effect of S14 treatment on
the mitochondrial biogenesis in wild-type and APP/PS1
mice in the hippocampus. To verify whether PGC-la
down- and upregulation by AP and S14, respectively,
could cause changes in mitochondrial mass, we estimated
the amount of total mitochondrial mass by analysing the
levels of the representative mitochondrial protein complex
V B subunit (CxVP) using immunoblotting (Fig. 4b).
Quantified Western blots revealed a significantly reduced
amount of mitochondrial mass in APP/PS1 mice
compared to the wild-type group (p < 0.05; Fig. 4b). S14
treatment restored the mitochondrial mass in APP/PS1
mice with no effects on wild-type mice (p < 0.05; Fig. 4b).
Further evaluation of the effect of S14 on the mitochon-
drial mass was carried out in live cells using the human
neuroblastoma SH-SY5Y cell line and rat primary cortical
neurons. Cells were simultaneously exposed to 1 uM olig-
omeric APy, for 24 h and mitochondrial mass was evalu-
ated by confocal imaging (Fig. 4c, d, and Additional file 1:
Figure S1). Imaging analysis revealed a reduced amount of
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was assessed by two-way ANOVA followed by Fisher's post-hoc test for multiple comparisons

mitochondrial volume from the whole cell volume in Ay,-
exposed cells compared to untreated cells (p < 0.01; Fig. 4d)
in both SH-SY5Y cells and primary neuronal cultures. S14
treatment on Af4,-exposed cells avoided this effect, show-
ing no changes on those cells not exposed (p < 0.05; Fig. 4d
and Additional file 1: Figure S1). Immunoblotting experi-
ments on SH-SY5Y cells confirmed a reduced number of
mitochondria, estimated by analysis of CxVp levels, in SH-
SY5Y cells exposed to oligomeric A4, compared to
untreated cells, and this effect was restored upon S14 treat-
ment (p < 0.0001; Fig. 4e). Additionally, PGC-1« levels were
found to be reduced in cells exposed to Af,, compared to
untreated cells (p < 0.01), whereas co-administration
with S14 completely abolished the AP4,-induced effect
(p < 0.001; Fig. 4f). In agreement with the above re-
sults, the PDE7 inhibitor S14 restored the damaged

mitochondrial biogenesis due to AP overload as dem-
onstrated in the APP/PS1 mice and SH-SY5Y cells.

S14 treatment modulates AB-induced effects on
mitochondrial fusion and fission processes

A combination of mitochondrial biogenesis, mitochon-
drial fusion/fission, and mitochondrial degradation is
reflected in the amount and distribution of mitochondria
in cells. As we have demonstrated, S14 can rescue the dis-
rupted rate of mitochondrial biogenesis by Ap overload
we also answered whether PDE7 inhibition could induce
changes in the fusion/fission mitochondrial quality control
processes. Mitofusins 1 and 2 (Mfnl and Mfn2, respect-
ively) in the outer mitochondrial membrane and optic
atrophy 1 (Opal) in the inner mitochondrial membrane
regulate the fusion process, and the dynamin-related
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protein 1 (Drpl) regulates the mitochondrial fission.
A reduction in Mfnl, Mfn2, and Opal levels, as well
as increased levels in Drpl, could indicate an
increased rate of mitochondrial fission degradation.
SH-SY5Y cells exposed to oligomeric APy, showed re-
duced mitochondrial fusion proteins levels (Mfnl,
Mifn2, and Opal) and increased levels of the mito-
chondrial fission protein Drpl (Fig. 5a, b). S14 treat-
ment on SH-SY5Y cells exposed to Ay, rescued the
levels of these proteins to values similar to those of
the untreated cells (Fig. 5a, b). Upon mitochondrial
damage, the outer mitochondrial membrane mitofu-
sins are substrates for ubiquitination, increasing the
mitochondrial fission rate. We therefore used the ubi-
quitination of Mfnl and Mfn2 as a readout for activa-
tion of mitophagy in the hippocampus of the APP/
PS1 mice. The ubiquitination pattern of mitofusins in
transgenic mice was enhanced compared to wild-type
mice (Fig. 5¢). Accordingly, the levels of Opal were
reduced and the Drpl protein levels were found to be
increased in APP/PS1 mice (p < 0.05; Fig. 5d, e). S14
treatment reduced the ubiquitination of Mfnl and
Mfn2 and significantly restored the Opal and Drpl pro-
tein levels restoring them to wild-type values (p < 0.05;
Fig. 5c—e). In summary, the PDE7 inhibitor S14 could res-
cue the mitochondrial fusion/fission balance previously
impaired upon AP overload exposure.

S14 treatment modulates AB-induced effects on
mitophagy

Ubiquitination of mitochondrial profusion proteins
and increased levels of mitochondrial profission pro-
teins may result in autophagic clearance of damaged
mitochondria. Since the PDE7 inhibitor S14 rescued
the Ap-induced mitochondrial fusion/fission imbal-
ance, we further investigate its effect on subsequent
mitophagy. During induction of autophagy, LC3-I is
lipidated on its mature form, LC3-II, which localizes
to the autophagosome as it engulfs the substrate for
degradation [34]. Immunoblotting revealed that A4,
exposure resulted in elevated LC3-II levels compared
to untreated cells (p < 0.01; Fig. 6a, b). A similar ef-
fect was observed in APP/PS1 mice compared to the
wild-type group (p < 0.05; Fig. 6¢, d). S14 treatment
in cells and APP/PS1 mice restored the LC3-II levels
to similar values to untreated cells (p < 0.0001), and
wild-type mice (p < 0.001), respectively. Another pro-
tein, p62, anchors both the exposed LC3-II in the
phagophore (preformed autophagosome) and the
damaged mitochondria prompted to be degraded;
therefore, increased levels of p62 are also distinctive
of autophagy. Immunoblotting carried out in SH-
SY5Y cells showed that AP,, exposure induced a sig-
nificant increase in p62 levels compared to untreated
cells (p < 0.001; Fig. 6a, b), and a similar effect was
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) expression in the hippocampus

found in the APP/PS1 mice compared to wild-type mice
(p < 0.05; Fig. 6¢, d). S14 treated cells co-exposed to APy,
exhibited similar levels of p62 to those from untreated

cells (p < 0.001; Fig. 6a, b). PDE7 inhibitor treatment in
mice induced a high reduction in the p62 levels in both
wild-type and APP/PS1 mice, but the reduction in this
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was much higher in APP/PS1 mice whose p62 levels
in the hippocampus were found to be 1.5-fold higher
than in wild-type mice. This could be related to the
increased cAMP observed in both wild-type and APP/
PS1 mice since cAMP could upregulate p62 degrad-
ation (p < 0.001; Fig. 6c, d). In summary, the above
results could indicate that S14 treatment abolished
the AB-induced mitophagy by reducing the p62 levels
and LC3 lipidation.

PDE?7 inhibition upregulates mitochondrial biogenesis
and mitophagy in the cerebral cortex from APP/PS1 mice
Recognition memory control is typically attributed to the
hippocampus, but the cerebral cortex is also controlling
this process. Therefore, we investigated if S14 could inter-
fere in mitochondrial dynamic alterations in the same way
as it is interfering in the hippocampus. We confirmed that
S14 also induced a twofold increase in cAMP levels in cor-
tical samples from APP/PS1 (untreated APP/PS1 = 0.61
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pmol/ml; APP/PS1 + S14 = 1.13 pmol/ml; n = 4 mice/
group). The analysis of CxVp protein levels revealed re-
duced mitochondrial mass in cortical lysates from APP/
PS1 mice compared to wild-type mice (Fig. 7a). The re-
duction in the mitochondrial mass in APP/PS1 mice was
subsequently related to a reduction in the mitochondrial
biogenesis reflected in reduced PGC-1a levels compared
to the wild-type group (p < 0.05; Fig. 7b) and imbalances
in the mitochondrial fusion/fission events as demon-
strated by increased ubiquitination of Mfn1l and Mfn2, re-
duced levels of Opal (p < 0.01), and increased levels of
Drpl (p < 0.05) in APP/PS1 mice compared to wild-type
mice (Fig. 7c—e). S14 treatment did not significantly res-
cue the reduced mitochondrial mass in the cerebral cortex
from APP/PS1 mice; however, the PGC-1a levels, the ubi-
quitination pattern of Mfnl and Mfn2, and the Opal and
Drpl levels in APP/PS1 mice were significantly restored
to equivalent values to the wild-type group (Fig. 7a—e).
Equivalent to the effect observed in hippocampus,
S14 treatment significantly reduced the p62 levels in
both wild-type and APP/PS1 mice but this reduction
was much more significant in APP/PS1 mice whose
p62 levels in the cortex were found to be 1.8-fold
higher than wild-type mice (Fig. 7f). The LC3-I lipi-
dation to LC3-II was found to be increased in the
cortex from APP/PS1 mice (p < 0.05) compared to
wild-type mice, and S14 treatment attenuated this

effect in APP/PS1 mice (Fig. 7g). The above results
may indicate that the PDE7 inhibitor S14 could
ameliorate the behavioural impairments induced by
AP overload in the cerebral cortex of the APP/PS1
mice by interfering in the mitochondrial dynamics.

Discussion

n this study, we investigated the effects of oral ad-
ministration of the small heterocyclic molecule S14
on the neuronal and cognitive features of AD. We
report here that inhibition of PDE7 reversed hippo-
campal and cortical AB-induced memory impairments,
restored CREB phosphorylation via increasing intra-
cellular cAMP levels, and increased the hippocampal
neurogenesis in transgenic APP/PS1 mice. We also
find that co-administration of S14 abolished the Ap-
induced mitochondrial dynamic impairments.

Our results showed that S14 was able to restore
learning and memory deficits in APP/PS1 mice as
shown by a reduced latency to reach the hidden plat-
form in the Morris water maze. Consistent with our
previous studies using intraperitoneal administration
[14], oral treatment with S14 also improved non-
spatial visual recognition memory measured in the
object recognition test. Inhibitors of PDE7 have
proven to be effective experimental drugs for explor-
ing cognitive and motor recovery [14, 35-37].



Bartolome et al. Alzheimer's Research & Therapy (2018) 10:24 Page 11 of 15

A wt APP/PS1 B wt APP/PS1 C wt APP/PS1
CXVP| s st s s 150 kD@ PGC-1of == e e e -
W 75 kDa = ! \ d
50 kDa
B-aCHN| ——— [B-aCHN|  —— e — 50 kDa
- — N —
Veh 4+ I - Veh + - + - Mfn1 = = =0
s14 -+ S14 -+ -+
200
5 s S Srae
8 $ 150 - >
< B
2 $ Min2| a - ——
g g " 75 kDa
< £1 ) 50 kDa
K] 8 B-actin| —— — — —
e s
2 = 50 Veh + - o+ -
> o
3 0 S
L — - 0 e
wt APP/PS1 APP/PS1
O Veh; B S14 O Veh; @ S14
D E 200 .
= o
=150 =
wt APP/PS1 ° s
] § 150
5100 5
Drp1| s w v w e ® £ 100
: L75 kDa ¢ £
3
Bractin] e e e w2002 G 50 L
B =
Veh 4+ - + - T 5
St4 -+ -+ S ol o
wt APP/PS1
m S14
250 T _ 250 * -
Wt _APPIPS1 g g
—_— €200 £ 200
8
pe2| el D b g
50kDa S 150 < 150
& s
LC3-l L5 Da o <
LCail - £ 100 100
A = 50kDa  § 3
B-actin| we R S g 5 2w
9 @
Veh + - + - Q g
sS4 -+ - 4 o o
wt APP/PS1 wt APP/PS1
OVeh; B S14

Fig. 7 514 treatment restores mitochondrial protein levels in the cerebral cortex in APP/PS1 mice. a Representative immunoblots (upper panels)
and protein level quantification detected by Western blot (lower panel) showing a significant reduction in the complex V 3 subunit (CxV(3) levels
in the cerebral cortex from APP/PS1 mice compared to the wild-type (wt) group. When transgenic mice were treated with S14, CxXV(3 levels were
slightly but not significantly recovered (n = 3-5 mice per group; *p < 0.05). b Representative Western blot bands (upper panel), and quantified
levels detected by Western blot (bottom panel) showing a significant reduction in Peroxisome proliferator-activated receptor y co-activator a
(PGC-1a) levels in the cerebral cortex from APP/PST mice compared with the wild-type group. When transgenic mice were treated with S14,
PGC-1a levels were recovered. Data are expressed as mean + SEM (n = 4-5 mice per group; *p < 0.05; ***p < 0.001). ¢ Ubiquitination pattern of
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We provide several new insights into the mechanisms  decreased or increased in the context of AD [39-42].
of Sl4-enhanced hippocampal neurogenesis and mem- Here, we show that neurogenesis was not significantly
ory in APP/PS1 mice. The hippocampus is a key brain  different in the dentate gyrus of 6-month-old APP/PS1
structure for learning and memory and one of the main  mice compared to the wild-type group as assessed by
brain regions to be affected in AD, which arises on the BrdU'/NeuN" staining. However, S14 treatment was
pathological background of AP burden, neurofibrillary = found to upregulate neurogenesis in the dentate gyrus of
tangles, and synaptic and neuronal loss [38]. Although these animals; this was much more increased in the
decreased neurogenesis is generally thought to be re- transgenic mice. The observed memory improvements
sponsible for learning and memory impairments in AD, in APP/PS1 mice may be related to the subsequent in-
it is somewhat controversial whether neurogenesis is crease in intracellular cAMP and pCREB levels that we
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found in the cortex and hippocampus after PDE7 inhib-
ition using S14. CREB is a key regulator of differenti-
ation and maturation in adult neurogenesis [43] and its
activation by phosphorylation leads to transcription of
memory-associated genes as a hub of pathways and
mechanisms activated during the processes of synaptic
strengthening and memory formation [44]. Disruption of
these mechanisms in AD results in reduced CREB acti-
vation and memory impairments [45]. Decreased activa-
tion of CREB in our APP/PS1 mice and its re-
establishment after chronic oral treatment with S14 in
the cortex and hippocampus suggest that the cAMP/
CREB cascade may be involved in the protective role of
S14 on synaptic strengthening and memory improve-
ment/enhancement/long-term potentiation (LTP) mem-
ory, in agreement with new therapeutic strategies based
on the use of drugs enhancing CREB activation [46].

Our findings show that S14 treatment rescued the re-
duced mitochondrial mass in both Ap-treated SH-SY5Y
cells and APP/PS1 mice. Reduced mitochondrial mass has
already been found in brains from AD patients compared
to healthy controls in a mouse model of AD and in AD
cellular models [47-49]. A reduction in the number of
mitochondria could be a consequence of impairments in the
mitochondrial biogenesis or enhanced mitochondrial-specific
autophagy clearance known as mitophagy. Activation of the
cAMP/CREB pathway resulting in the phosphorylation of
CREB contributes to enhance the transcription of the PGC-
la promoter, a key regulator of mitochondrial biogenesis
[19, 20]. Our data showed that S14 treatment increased
PGC-1a levels, reversing the Ap-mediated reduction in
mitochondrial biogenesis. AB-induced decreased mitochon-
drial biogenesis has been found previously by other authors
[50, 51]. Additional studies show that mitochondrial DNA
copy number and the expression levels of PGC-1a were sig-
nificantly reduced in brains from AD patients and transgenic
mouse models of AD, suggesting impaired mitochondrial
biogenesis [23, 52-55]. Mitochondria are essential in adult
neurogenesis, including having a modulatory function over
maturation of adult-born hippocampal neurons [56]. Tran-
scriptional pathways may not only control the expression of
neuron-specific genes but may also target mitochondrial bio-
genesis. In this regard, the transcription factor CREB may
fulfil coordinative functions given that its target, PGC-1q,
has been linked with the control of cell maturation in hippo-
campal neurons [57]. It is reasonable that S14 treatment, by
improving neurogenesis in APP/PS1 mice, simultaneously
induces mitochondrial biogenesis since mitochondria are the
power houses of neurons, providing energy for cytoskeletal
remodelling, outgrowth of neuronal processes, growth cone
activity, and synaptic activity. The number of mitochondria
may also be controlled by mitophagy, a tightly regulated
process in which damaged or non-functional mitochondria
are separated from the mitochondrial network and prompted
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for degradation. We showed that AP treatment shifted
the fusion/fission balance towards increased fission.
The PDE7 inhibitor S14 restored the AP-reduced
levels of the mitochondrial profusion proteins Mfnl,
Mfn2, and Opal, and, conversely, it rescued the
Ap-increased levels of the fission protein Drpl. AP
treatment shifted the fusion/fission balance towards
increased fission. A balance between the mitochon-
drial levels of these fusion/fission proteins is essential
to maintain a functional mitochondrial network in the
cells. This has been further demonstrated in brains
from AD patients and mouse and cellular models of
AD related to AP deposition [58, 59]. Based on the
AP accumulation effect, our results link PDE7 inhib-
ition and downstream signalling with a restoration of
the fusion/fission protein levels. Additionally, Mfn2,
whose expression is induced by PGC-la, regulates
not only the mitochondrial fusion but also mitochon-
drial biogenesis and mitochondrial function through
changes in mitochondrial membrane potential and the
expression of OXPHOS subunits [60].

Finally, we have demonstrated PDE7 inhibition abol-
ished the AB-induced mitophagy by reduction in LC3-II
and p62 levels previously increased as a consequence of
misbalances on mitochondrial fusion/fission events after
AP exposure/overload. Mitofusin ubiquitination induces
their proteasomal degradation and subsequently reduces
the mitofusin levels. This, along with reduced Opal and
increased Drpl levels, triggers the split of damaged
mitochondria from the mitochondrial network. At the
same time, ubiquitination of mitochondrial proteins tar-
gets the mitochondria to be engulfed by autophagosome
membranes showing increased lipidated LC3 (LC3-II)
levels. p62 protein anchors the targeted mitochondria to
the autophagosome membranes. Previous work has
shown reduced autophagy rates in several disease
models by PDE inhibition. In particular, p62 degradation
has been found to be increased in several works analys-
ing the effects of antioxidants on autophagy [17, 21]. In
these studies, authors reported increased levels of cAMP
regulating the increased degradation of p62, thus redu-
cing p62 levels. In 2015, Boland et al. simultaneously
inhibited most PDE isoforms targeting the cAMP/CREB
pathway by using classical inhibitors of autophagy [61].
They observed that this treatment increased the cAMP
in pancreatic cells, increasing the insulin production that
was formerly deteriorated [61]. In other work, Hosokawa
et al. reported that PDE5 inhibition restored the
increased autophagy rates in a muscle weakness mouse
model [62]. We can conclude that S14 treatment reduces
the previously AP-increased mitophagy rates. It is known
that A induces mitophagy, as has been demonstrated in re-
cent studies [58, 59]. We can speculate that PDE7 inhibition
through S14 can regulate the mitochondrial homeostasis by
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increasing the cAMP levels, as has been recently reviewed
by Di Benedetto et al. [63]. Since mitochondrial dysfunction
is involved in many neurodegenerative diseases and aging
[64], S14 may slow down pathological events in the neurode-
generative process.

Conclusions

In conclusion, our data provide evidence that PDE7 in-
hibition improved hippocampal neurogenesis and mem-
ory by modulating cAMP/pCREB activity and that these
effects may be associated with mitochondrial dynamics
regulation. Considering that S14 treatment has been re-
ported to be beneficial for AD [14] and other neurode-
generative disorders such as Parkinson’s disease [15, 30,
37], this study suggests that S14 is a very promising
disease-modifying drug candidate for the future treat-
ment of neurodegenerative disorders.

Additional file

Additional file 1 Figure S1. AB-induced reduction in mitochondrial
biogenesis in neurons is restored after S14 treatment. Mitochondrial mass
was carried out in live rat neuronal primary cultures simultaneously
exposed to 1 uM oligomeric AR, for 24 h and evaluated by confocal
imaging. Representative images showing the mitochondria and the
whole cell body with the range of treatments are presented in the left
panels. Imaging analysis revealed a reduced amount of mitochondrial
volume from the whole cell volume in AB4-exposed cells compared to
untreated cells. Treatment with 15 uM S14 on AB4,-exposed cells
obliterated this effect, showing no changes in the unexposed cells.
Statistical significance was assessed by two-way ANOVA followed by
Fisher's post-hoc test for multiple comparisons. Data are expressed as
mean + SEM; n = 4; **p < 0.01; ***p < 0.0001. JPEG 1623 kb)
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Mutations in valosin-containing protein (VCP) decrease ADP/
ATP translocation across the mitochondrial membrane
and impair energy metabolism in human neurons
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Mutations in the gene encoding valosin-containing protein
(VCP) lead to multisystem proteinopathies including fronto-
temporal dementia. We have previously shown that patient-
derived VCP mutant fibroblasts exhibit lower mitochondrial
membrane potential, uncoupled respiration, and reduced ATP
levels. This study addresses the underlying basis for mitochon-
drial uncoupling using VCP knockdown neuroblastoma cell
lines, induced pluripotent stem cells (iPSCs), and iPSC-derived
cortical neurons from patients with pathogenic mutations in
VCP. Using fluorescentlive cellimaging and respiration analysis
we demonstrate a VCP mutation/knockdown-induced dysregu-
lation in the adenine nucleotide translocase, which results in a
slower rate of ADP or ATP translocation across the mitochon-
drial membranes. This deregulation can explain the mitochon-
drial uncoupling and lower ATP levels in VCP mutation-bearing
neurons via reduced ADP availability for ATP synthesis. This
study provides evidence for a role of adenine nucleotide trans-
locase in the mechanism underlying altered mitochondrial
function in VCP-related degeneration, and this new insight may
inform efforts to better understand and manage neurodegen-
erative disease and other proteinopathies.

Valosin-containing protein (VCP)? (alias p97/TERA) is a
ubiquitously expressed member of the type [l AAA™ ATPase
family. Mutations in VCP have been found in patients with
inclusion body myopathy with early-onset Paget disease and
frontotemporal dementia as well as familial amyotrophic lateral
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sclerosis (ALS). VCP has been linked to a variety of cellular
functions including ubiquitin-proteasome system, protein deg-
radation at the outer mitochondrial membrane, and autophagy
but the underlying molecular mechanism in disease is yet to be
fully understood.

Clues to the molecular mechanism associated with VCP
mutations have come from model organisms that possess high
inter-species homologies in the VCP protein. In particular,
mutant mouse knock-in models mirror age-depandant motor-
neuron dysfunction (1, 2). Abnormalities have been found
in mitochondria cristae structures suggesting mitochondrial
pathology in VCP mutation bearing cells (3). Our recent work
has provided an insight into the observed mitochondrial
pathologies through the utilization of a human dopaminergic
neuroblastoma VCP knockdown cell line (SH-SY5Y), fibro-
blasts from patients carrying pathogenic mutations in the VCP
gene and VCP knockdown mouse neurons, where we revealed
an uncoupling of respiration from oxidative phosphorylation.
Furthermore, it was shown that uncoupling leads to a lower
mitochondrial membrane potential (indicator of cell health),
higher respiration, and lower ATP levels in these cells (4). We
hypothesized that the VCP mutation-induced uncoupling
event may occur due to one of two reasons: 1) uncoupling pro-
teins (UCPs) may alter the mitochondrial proton gradient, thus
uncoupling respiration from oxidative phosphorylation. 2)
Dysfunctional adenine nucleotide translocase (ANT1, SLC25A4),
which is responsible for the simultaneous ADP import and ATP
export across the mitochondrial inner membrane, leading to
reduced ADP substrate for oxidative phosphorylation.

Other studies have investigated the effects of VCP on cellular
health in patient fibroblasts, SH-SY5Y, as well as myoblasts (5)
and this present study is the first to employ a disease-relevant
neuronal model. In this current study, we set out to generate a
human neuronal model of VCP mutations to explain the under-
lying mechanism of mitochondrial uncoupling in VCP mutant
cells. To produce a human neuronal cell model, expressing
mutant VCP at physiological levels, we generated iPSCs from
patient fibroblasts and subsequently differentiated the cells
to cortical neurons to study mitochondrial function. Live cell
imaging techniques and a combination of VCP knockdown
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Figure 1. A, RCR is the ratio of state 3 respiration (ADP stimulated) to state 4 respiration (no ADP present), and is considered an indication of the degree of
coupling of mitochondrial respiratory chain activity to oxidative phosphorylation. RCR of mitochondria in permeabilized SHY5Y control and VCP knockdown
cells (KD#1, KD#2, KD#3) in the presence of vehicle control, uncoupling protein inhibitors (GDP; Genipin), or ANT inhibitors (CATR; BKA). B, SHY5Y SCR and KD
cells were probed for VCP, ANT1, UCP2, and B-actin by Western blotting (cropped). C, quantification of Vg,.i/Vyjigomycin in Permeabilized SHY5Y control and VCP
knockdown cells as an alternative indicator of coupling of mitochondrial respiratory chain activity to oxidative phosphorylation. D, full-length representative
Western blot analysis of whole cell lysates from stable SCR SH-SY5Y cells and stable VCP knockdown SH-SY5Y cells probing for mitochondrial complexes and

B-actin.*, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.

SH-SY5Y cell lines as well as iPSCs and iPSC-derived neurons
enabled us to establish that a reduced activity of ANT1 leads to
the uncoupling of mitochondria in VCP mutation bearing cells.

Results

Uncoupling of VCP mutation bearing cells is not caused by
UCPs

Our previous study provided evidence of lower ATP levels as
well as uncoupled mitochondria (4). To investigate this further,
we assessed mitochondrial coupling in stable VCP knockdown
(KD) and scrambled (SCR) SH-SY5Y neuroblastoma cell lines.
The VCP KD mimics the dominant-negative effect displayed
by pathogenic loss-of-function VCP mutations. As previously
shown by Bartolome et al. (4), VCP KD cells (clones KD#1,
KD#2 and KD#3) displayed a significantly lower respiratory
control rate (RCR; an indicator of coupling of oxidative phos-
phorylation and respiration) when compared with SCR cells
(Fig. 1 A; n = 3 experiments; p < 0.01). To assess whether the
mitochondrial uncoupling in SH-SY5Y VCP KD cells is caused
by UCPs, permeabilized cells were pre-exposed for 1 min to the
UCP inhibitors GDP (100 um) or Genipin (50 uMm) and the cou-
pling of oxidative phosphorylation and respiration was assessed
(Fig. 1A). Application of GDP and Genipin did not alter the
RCR of SCR or VCP KD cells indicating that UCPs are not the
underlying reason for the mitochondrial uncoupling in VCP
mutants (7 = 3 experiments). In support of this finding, West-
ern blotting for UCP2 showed equal levels in control and VCP
KD cells (Fig. 1B). Protein levels of mitochondrial electron
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transport chain (ETC) complexes were also found to be
unchanged in VCP KD cells when compared with control sug-
gesting that the mitochondrial phenotype is not caused by an
alteration in ETC complex expression (Fig. 1D).

Lack of ATP synthase substrate in VCP KD cells

Due to the difference in charge between ATP and ADP,
changes in ANT activity can affect mitochondrial membrane
potential and respiration. To test whether this is the underlying
cause of the uncoupling event observed in VCP knockdown
cells, we exposed SCR control and VCP KD cells to ANT inhib-
itors carboxyatractyloside (CATR; 5 um) or bongkrekic acid
(BKA) (5 wm) and RCR was assessed. Inhibition of ANT
resulted in a significantly reduced RCR in SCR cells, which mir-
rors the RCR observed in SH-SY5Y VCP KD cells (Fig. 14; p <
0.01; n = 3 experiments). Furthermore, the lower RCR in the
ANT inhibitor-treated SCR cell suggests that inhibition of ANT
alone is able to uncouple mitochondria. There was no addi-
tional reduction in RCR in VCP KD cells exposed to ANT inhib-
itors suggesting that ANT is already inhibited and substrate
(ADP) supply is reduced (Fig. 1A). To exclude a reduced ANT1
expression being the underlying reason, a Western blot analysis
probing for ANT1 was undertaken. No changes in total ANT1
protein expression were found in VCP KD cells (Fig. 1B).

A proton leak through the ATP synthase could be the under-
lying reason for uncoupled mitochondria in VCP KD cells (6).
Therefore, the irreversible ATP synthase inhibitor oligomycin
(2 pg/ml) was applied (Fig. 1C). Oligomycin induced much
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smaller inhibition of respiration in VCP KD cells providing evi-
dence that the uncoupling of these mitochondria is not caused
by a proton leak in these cells. These results suggest that sub-
strate supply in the form of ADP is limited in VCP KD cells
leading to mitochondrial uncoupling.

Generation of VCP mutant iPSCs and cortical neurons

To further our understanding of mutant-VCP disease mech-
anism, we employed a more physiologically relevant model in
the form of patient-derived iPSCs and iPSC-derived neurons.

Fibroblasts from two patients carrying the R155C (most
prevalent VCP mutation) and R191Q mutations were repro-
grammed to iPSCs using episomal reprogramming factors (7).
These patients both exhibited autosomal dominant inclusion
body myopathy and frontotemporal dementia (FTD). The
resultant iPSC clones exhibited similar expression of pluripo-
tency markers to control hESCs at the protein (Fig. 24) and
RNA level (Fig. 2B). Reprogrammed cells exhibited a stable
karyotype with unaltered g-banding (data not shown) and DNA
sequencing confirmed that these stem cell lines retained the
VCP mutation (Fig. 2D). The potential of the cells to differen-
tiate into three germ layers was confirmed (Fig. 2E). Two clones
from each patient were taken forward for further experiments
and compared with two control iPSC lines and one control
hESC line.

iPSCs were differentiated into cortical neurons, which are
affected in VCP-linked FTD, as described previously (8). After
80 days of neurogenesis, control and VCP mutant lines gener-
ated similar proportions of deep (TBR1), middle (CTIP2), and
upper (SATB2) cortical neurons (Fig. 2, A, ii, and F). The faith-
ful silencing of pluripotency marker gene expression reinforces
the footprint free reprogramming method (Fig. 2C). SOX2
expression remains high; representing the neural stem cells that
persist within the culture (9). The fact that VCP mutant iPSCs
can generate cortical neurons at a similar efficiency to control
lines hints at a normal capacity of VCP mutant cells for neuro-
genic differentiation and supports disease associated to aging
rather than developmental abnormalities. The glutamatergic
identity was confirmed by loading neurons with the cytosolic
calcium indicator Fura-2 and application of a physiological
concentration of glutamate (1 um), which resulted in a transient
intracellular calcium signal (Fig. 2G). Furthermore, a mature
glutamatergic neuronal phenotype was validated via punctate
vGLUTT1 staining and expression of the post-synaptic marker
PSD95 (Fig. 2H). Together, these results demonstrate an effec-
tive ability of the cells to differentiate into cortical neurons and
represent an appropriate model to study VCP mutations in the
cell type affected in FTD.

VCP and ANT expression is not affected in patient-derived
neurons

To further investigate the restricted ATP synthase substrate
supply through ANT, we employed patient-derived iPSCs and
cortical neurons bearing VCP mutations. First, we assessed
ANT1/2 gene expression on the mRNA level in iPSCs and iPSC-
derived neurons where no significant changes could be found in
R155C or R191Q mutation-bearing cells (Fig. 3, A and B). Pro-
tein expression levels of VCP and ANT in the iPSC-derived
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mutant neurons were also not changed when compared with
control neurons (Fig. 3, C and D); reinforcing the dominant-
negative theory that VCP mutations interfere with VCP hex-
amer function without affecting expression levels (10).

Mitochondrial swelling in iPSC-derived neurons bearing a VCP
mutation

Mitochondrial morphology was assessed in iPSC-derived
neurons by EM (representative images in Fig. 44, i). We
observed that the number of swollen mitochondria in VCP
mutant R115C neurons and R191Q was significantly higher
(p < 0.001) when compared with control neurons (Fig. 44, ii).
This was confirmed in three independent neuronal inductions
and not seen in three parallel control cultures. Additionally,
swollen mitochondria displayed cristae that were disordered
and interdigitation was disrupted (Fig 4A4, i, white arrows).
These observations in mitochondrial morphology further sup-
port that mitochondrial health is likely to be affected in VCP
mutant iPSC-derived neurons. It should be noted that abnor-
mal mitochondrial morphology has been witnessed in other
VCP mutant models, such as R155H homozygous and
heterozygous mice (3, 11).

Lower ATP synthase activity in VCP mutation bearing cells

Oxygen consumption measurements are an indirect assess-
ment of ATP synthase efficiency rather than ATP levels. To
measure mitochondrial ATP levels in real-time, a FRET-based
ATP probe was employed to allow assessment of ATP level
changes (12). Patient-derived iPSCs and neurons were trans-
fected with this probe where the fluorescent signal reflects
mitochondrial ATP levels (Fig. 4B). The transfected cells were
then permeabilized (40 uMm digitonin to permeabilize the
plasma membrane) in pseudo-intracellular solution and ATP
synthase activity was assessed in the presence of mitochondrial
substrates (5 mm malate and 5 mm glutamate) and ADP (500
nmol) (13). The applied ADP is translocated across the mito-
chondrial membranes via ANT where it is converted to ATP by
the ATP synthase. ATP binds to the probe, which allows fluo-
rescent live time recordings (Fig. 4C). All measurements were
carried out in 3 control cell lines and two patient cell lines
bearing either R155H or R191Q mutations (pool of two clones
each) and statistical analysis was carried out on the pool of all
control cell lines versus mutant cell lines.

iPSCs of affected patients had a significantly lower rate of
ATP synthesis when compared with control (Fig. 4D). The rate
of ATP increase in R155C (# = 10) and R191Q (n = 6) was
significantly slower (p < 0.001) when compared with the
pooled unaffected iPSC controls (n = 9; Fig. 4D). The rate was
also significantly lower in neurons bearing the R155C mutation
(n =17; p < 0.001; Fig. 4D) and R191Q mutation (n = 12; p <
0.05) when compared with control iPSC-derived neurons (n =
13).

These results provide evidence that the ATP synthase in VCP
mutant cells does not convert ADP to ATP as efficiently when
compared with control cells. However, this approach does not
distinguish between ATP synthase malfunction or a lower sub-
strate (ADP) supply as the underlying basis for the difference in
rate in ATP synthesis between control and VCP mutant cells.
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Figure 3. Quantification of ANT1/2 gene expression in iPSC (A) and iPSC-derived neurons (B) by qPCR. Number of repeats are indicated in the bar chart. C,
cropped Western blotting and D, densitometry analysis of VCP and ANT1/2 in iPSC-derived neurons. GAPDH was used as a loading control.

ADP/ATP translocation is inhibited in VCP mutation bearing
cells

The translocase activity of ANT can be reversed through the
application of high concentrations of ATP to permeabilized
cells, which enables the import of ATP across the mitochon-
drial membranes. The translocated ATP is then bound by the
mitochondrial ATP probe and the kinetic fluorescent measure-
ments are a direct assessment of ATP translocation by ANT. It
should be noted that this process is independent of the ATP
synthase or ETC substrates and merely a measurement of ATP
uptake, hence ANT activity (Fig. 54). This method allowed
investigation whether a lower substrate supply in the form of
ADP is the reason for uncoupling.

Application of ATP (500 nmol) to permeabilized cells re-
vealed a significantly slower ATP uptake into mitochondria of
R155CiPSCs (n = 7; p < 0.001) as well as R191Q iPSCs (1 = 14;
p < 0.01) when compared with control cell lines (n = 8; Fig. 5,
A and B). This observation was reproduced in iPSC neurons
where ATP uptake into the mitochondria was significantly
reduced in R155C neurons (p < 0.001) and R191Q when com-
pared with control neurons (n = 8; Fig. 5C).

As a proof of principle, permeabilized control iPSCs were
exposed to ANT inhibitors BKA or CATR for 30 min and the
rate of ATP uptake was recorded (Fig. 5, D and E). Mitochon-
dria pre-exposed to either ANT inhibitor displayed a signifi-
cantly reduced ATP uptake (CATR n = 4; BKA n = 5; p <
0.001), mirroring the uptake observed in untreated patient
iPSC (n = 8), when compared with control (#z = 8). The rate of
ATP uptake in iPSC-derived control neurons exposed to CATR
(p <0.01) and BKA (p < 0.05) was also significantly lower when
compared with control neurons (n = 3; Fig. 5E). These results
provide evidence that the mitochondrial uncoupling and lower
ATP levels in VCP mutation bearing cells are caused by a lack of
substrate (ADP) being translocated from the cytoplasm across
the mitochondrial membranes.

Discussion

We have previously shown that fibroblasts from patients
harboring mutations in the VCP gene display mitochondrial
uncoupling, seen by increased respiration, reduced oxidative
phosphorylation, and lower ATP levels (4). In the present study
we focused on the mechanism of this mitochondrial uncou-

Figure 2. A, immunocytochemistry showing three control iPSCs and two patient-derived VCP mutant iPSCs lines (2 clones each). All stem cells show expression
of pluripotency markers OCT4 and SSEA4 in stem cell conditions and have characteristic colony morphology. By day 80 of differentiation, B-lll-tubulin positive
neurons are formed expressing markers of deep (TBRT), middle (CTIP2), and upper (SATB2) cortical neurons. Size bar = 100 um. B, gPCR analysis of four
pluripotent stem cell markers in VCP patient-derived iPSCs and control fibroblasts, normalized to three housekeeping genes. C, gPCR analysis to represent
faithful silencing of pluripotency genes in neuronal cultures, relative to hESC controls. D, DNA sequencing of iPSC-derived neuron genomic DNA showing
mutated nucleotides corresponding to amino acid residues 155 and 191 (arrows). E, monolayer directed differentiation, showing the ability of newly derived
iPSC lines to enter the endoderm and mesoderm differentiation pathways. Size bar = 50 um. F, automated counting of mature neuronal markers displays no
difference in the ability of control and VCP iPSCs to form deep (TBR1), middle (CTIP2), and upper (SATB2) layer cortical neurons. G, representative traces of
Fura-2-loaded iPSC-derived neurons showing a transient cytosolic calcium response to physiological concentrations of glutamate. Representative image
depicts iPSC-derived neurons loaded with Fura-2. H, iPSC-derived neurons express markers of glutamatergic neurons (vGLUTT) and functional synapses
(PSD95). Size bar = 20 um.

J. Biol. Chem. (2017) 292(21) 8907-8917 8911
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* p <0.05;% p < 0.05; ***, p < 0.001.

pling. The UCP family and ANT both play an important role in
regulating the coupling of the mitochondrial respiratory chain
to oxidative phosphorylation. UCPs are mitochondrial carriers
functioning via dissipation of the proton gradient across the
inner membrane (14). To date, five human UCP homologues
have been identified in different tissues and all are located at the
mitochondria. UCP1 has a well characterized thermogenic role
in brown adipose tissue. UCP3 is mainly expressed in both
brown adipose tissue and muscle, whereas UCP2, UCP4, and
UCP5 are mainly expressed in the central nervous system and
therefore play key roles in neurons. Although only the role of
UCP1 has been well characterized, it is generally accepted that
all five UCPs uncouple oxidative phosphorylation from ATP
synthesis by dissipating the proton gradient across the inner
membrane (14).

Mitochondrial respiration analysis and Western blotting of
VCP KD cells established that uncoupling of respiration from
oxidative phosphorylation is not caused by UCPs or a proton

8912 J Biol. Chem. (2017) 292(21) 8907-8917

leak through the ATP synthase. However, ANT inhibition in
VCPKD did not lead to further uncoupling indicating that ANT
could already be inhibited. Classical uncoupling is understood
to be areduction in coupling between the rate of electron trans-
port in the respiratory chain (ADP independent; State 4) and
ATP production (ADP-dependent; State 3) leading to a lower
RCR. However, a reduced substrate supply (ADP) through lim-
ited uptake via ANT will lead to state 3 being inhibited resulting
alsoinalower RCR. Both scenarios decrease ATP levels and will
ultimately lead to a lower bioenergetic status of the cell.
ANT1 is a mitochondrial protein that is thought to have an
intrinsic uncoupling property (15-17). Additionally, ANT1 has
been associated with the mitochondrial permeability transition
pore and believed to be involved in mitochondria-mediated apo-
ptosis (18). This study provided evidence that reduced ANT
activity can lead to mitochondrial uncoupling as shown by ANT
inhibition in SCR cells. The observed mitochondrial deficiency
in VCP KD cells is in agreement with our previous work (4)
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where a lower NADH redox index and faster basal V2 respira-
tion in VCP KD cells was reported. These features, together
with a lower RCR, have been implicated in a number of neuro-
degenerative models. For example, Plun-Favreau et al. (6)
showed similar phenotypes in an HTRA2 knock-out mouse
model where mutations in the HTRA2 gene have been linked to
Parkinson’s disease. Additionally, studies have shown how the
most common genetic cause of Parkinson’s disease, G2019S
mutations in the leucine-rich repeat kinase 2 gene (LRRK2),
displayed uncoupling and low RCR implicating UCP2 and -4
proteins (19). Other transgenic mice for Huntington’s disease
reflected metabolic and thermoregulatory defects associated to
uncoupling and reduced RCRs (20).

We extended our study by employing VCP patient-derived
iPSCs and iPSC-derived neurons, which allowed us to investi-

SASBMB

gate the dynamics of ADP and ATP translocation at the mito-
chondria in a human neuronal model. Investigations utilizing
this highly energy-demanding cell type enabled us to validate
previously observed mitochondrial abnormalities in the cell
type affected by FTD.

Electron microscopy of mitochondria in iPSC-derived neu-
rons displayed a significantly higher subset of swollen mito-
chondria that exhibit disordered inner mitochondrial mem-
branes in VCP-deficient cells compared with those from
control derived neurons. Damaged mitochondria were de-
scribed as a common feature in VCP-associated disease models
and in patient cell samples but there have been no reports
showing this feature in neurons (5, 11, 21). For example, John-
son et al. (21) in 2015 showed damaged mitochondria in muscle
cells from Drosophila and Nalbandian et al. (11) in 2012 showed

J. Biol. Chem. (2017) 292(21) 8907-8917 8913
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mitochondrial megaconia and disrupted cristae in myoblasts
from a VCP mouse model. The same group more recently
showed damaged mitochondrial dynamics and function in
fibroblasts and myoblasts from VCP patients (5). Here for the
first time, we are showing EM images of damaged mitochondria
in human neurons with VCP mutations. Additionally, the swol-
len mitochondria observed in the VCP mutant neurons could
be an indicator of uncoupling, a feature originally described by
Weinbach et al. (22) in 1963 and subsequently confirmed in a
number of reports (23, 24).

The results suggest a decreased transport of ADP/ATP by
ANT, which explains the mechanism behind the reduced ATP
levels in the cells as previously shown in multiple other disease
models (5, 25, 26). Inhibition of ADP/ATP transport could be
observed in all cell types employed by this study. However, neu-
rons require more energy than any other cell type (such as iPSC)
and rely predominantly on oxidative phosphorylation for ATP
production (with a very small impact of glycolysis). This makes
neurons more vulnerable to mitochondrial uncoupling and
inhibition of ATP transport (27).

Our data provide evidence that mutations in VCP lead to
mitochondrial uncoupling due to a reduced ADP/ATP translo-
cation by ANT. Here we provide unique analysis of the bioen-
ergetics of VCP mutant human neurons with patient genotypes,
allowing rational and relevant bioenergetic analysis in the cell
type affected by neurodegeneration. The underlying deficiency
in mitochondrial bioenergetics may help to explain disease in
the context of VCP mutation and provide a focus for further
studies into the brain metabolism in healthy aging and disease.

Experimental procedures
Cell culture

Human neuroblastoma (SH-SY5Y) cells were purchased
from the European Collection of Cell Cultures (Health Protec-
tion Agency, Salisbury, UK) and maintained as previously
described (28). Unless otherwise stated, SH-SY5Y cells were
seeded at a density of 4 X 10* cells/cm® and maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 2 mm L-glutamine, and
1% (v/v) penicillin/streptomycin at 37 °C and 5% CO,. The
scramble and VCP KD SH-SY5Y cells were generated by lenti-
viral infection with either a pool of 5 sShRNA vectors or individ-
uals shRNA (Thermo Fisher) as described previously by Bar-
tolome et al. (4). Subsequent clonal selection was carried out
using puromycin (1 pg/ml). Two different independent clones
and a pool with 90% approximate reduction in gene expression
were used in all experiments. 1 clone expressing nontargeting
RNA vector was used as control (stable SCR).

Cell differentiation

Fibroblast and iPSC cultures were performed as described
previously (29, 30) and all reagents were obtained from Life
Technologies, unless otherwise stated. Clinical data about the
patients was described previously (4). Fibroblasts were cultured
in DMEM with 10% fetal bovine serum and passaged with 0.05%
trypsin. Reprogramming was performed as per the method
detailed by Okita et al. (7) using episomal reprogramming plas-
mids (given as a gift from Shinya Yamanaka; Addgene plasmids
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Table 1
Antibodies used for immunocytochemistry and Western blotting
Antibody name Source Dilution Species

OCT4 Santa Cruz 1:500 gt
SSEA4 BioLegend 1:200 m
MAP2 Abcam 1:10,000 ch
PSD95 Abcam 1:1000 m
vGLUT1 Synaptic systems 1:1000 rb
TUJ1 Covance 1:1000 m/rb
TBR1 Abcam 1:500 rb
SATB2 Abcam 1:100 m
CTIP Abcam 1:500 rat
vCp Cell Signalling 1:1000 m
ANT1/2/3 Santa Cruz 1:200 gt
UCP2 (C-20) Santa Cruz 1:200 gt
GAPDH Ambion 1:5000 m
PB-actin Sigma 1:5000 rb
hGATA-4 Santa Cruz 1:100 m
hSox17 R&D 1:200 gt
hCDX1 Abcam 1:200 r
OXPHOS complexes Abcam 1:250 m

#27077, #27078, and #27080) and the P2 nucleofection kit
(Amaxa). One week after nucleofection, cells were passaged
onto mouse embryonic feeders (AMS Bio) and media was
changed to KO-DMEM, 20% knock-out serum replacement, 2
mM L-glutamine, non-essential amino acids, 50 um B-mercap-
toethanol, and 10 ng of FGF2 (Peprotech).

Newly formed iPSC colonies were manually picked and,
together with control iPSCs and hESCs, were maintained in
Essential 8 medium on Geltrex-coated plates. Karyotype anal-
ysis was performed by Cell Guidance Systems, Cambridge, UK.
Differentiation to cortical neurons was performed as detailed
(8, 34). 10 days of dual SMAD inhibition using 1 um dorsomor-
phin and 10 um SB431542 was followed by 70-90 additional
days of differentiation in N2B27 media containing retinoids on
laminin-coated dishes and coverslips. The hESC line SHEF6
was obtained from the United Kingdom Stem Cell Bank, con-
trol iPS line 1 was obtained from the lab of Dr. Tilo Kunath, and
control iPS line 2 from Coriell repository.

For mesoderm and endoderm fate specification a defined
monolayer protocol was followed, which allowed up-regulation
of mesoderm- and endoderm-specific fate determinant gene
networks, as published by others (31, 32). In brief, endoderm
differentiation was achieved via a 3-day treatment consisting of
0.1 g/ml of activin (days 1-3), 80 ng/ml of FGF2 (days 1-3), 10
ng/ml of BMP4 (days 1-2), and 3 um Chir (day 1). Mesoderm
differentiation was directed via a 2-day treatment with 0.1
pg/ml of Activin, 20 ng/ml of FGF2, 10 ng/ml of BMP4, and 5
uM Chir.

Immunocytochemistry

Cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min and
washed three times in PBS containing 0.3% Triton X-100
(PBST), before blocking in 3% BSA in PBST for 20 min. Primary
antibodies (Table 1) were incubated overnight at 4 °C in block-
ing solution, followed by three washes in PBST. Secondary anti-
bodies were then added for 1 h at room temperature in the dark
(Alexa Fluor, Invitrogen), DAPI was added for one wash at 1 um
and a final two washes was performed in PBST before mounting
the coverslips for imaging on a Zeiss LSM microscope or a Zen
confocal microscope. Cell counts were performed on 5 images
per condition from three independent experiments, using the
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Table 2
Primers used for gPCR
Gene Forward Primer Reverse Primer Product

GAPDH atgacatcaagaaggtggtg cataccaggaaatgagcttg 177 bp
CYCLOPHILIN ggcaaatgctggaccaaacac ttcctggacccaaaacgctce 147 bp
B-ACTIN tcaccaccacggccgagcg tcteccttcectgecatectgteg 351 bp
OCT4 ttctggcgeccggttacagaacca gacaacaatgaaaatcttcaggaga 218 bp
S0X2 catggcaatcaaaatgtcca tttcacgtttgcaactgtcc 119 bp
NANOG gcttgccttgectttgaagea ttcttgactgggaccttgte 256 bp
ANTI1 aagatcttcaagtctgatgg ataatatcggccccttte 263 bp
ANT2 gcttgtcttgtatgatgaa aatagttgccactgagaa 145 bp
DNMT3b tttagggagaacgggaat agcaccagtaagaagagt 88 bp

ITCN nuclear counting software plug-in for Image] with con-
sistent settings between all conditions.

Western blotting analysis

Cells were lysed for 1 h at 4 °C in lysis buffer containing 10
mM Tris, pH 8, 140 mm NaCl, 1 mm EDTA, 0.5 mm EGTA, 1%
Triton X-100, 0.1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS plus prote-
ase and phosphatase inhibitors (Roche Applied Science), before
centrifugation at 10,000 rpm for 15 min at 4 °C. Proteins were
separated on NuPage 10% SDS-polyacrylamide gels (Novex)
and transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes
were blocked in PBS containing 0.1% Tween and 3% milk solu-
tion. Primary antibodies were incubated in blocking solution
overnight at 4 °C (Table 1). Subsequent washes were performed
in PBS-Tween and secondary antibodies (800 nm Rockland and
680 nm Molecular Probes) were incubated for 1 h at room tem-
perature. Final washes were in PBS and membranes were
scanned on an Odyssey imaging system (Li-Cor). All gels have
been run under the same experimental conditions.

gPCR analysis

RNA was isolated from cells using TRIzol reagent and the
manufacturer’s instructions (Thermo Fisher). Reverse tran-
scription was performed using SuperScript III Reverse Tran-
scriptase and random hexamer primers (Thermo Fisher). qPCR
was performed using Power SYBR Green master mix (Thermo
Fisher) and the Agilent Mx300P qPCR system and software
with annealing of primers at 60 °C (Table 2). All results are
relative to the expression of three housekeeping genes, GAPDH,
CYCLOPHILIN, and B-ACTIN.

Sanger sequencing

Genomic DNA was extracted from VCP cells using the
QuickExtract DNA extraction solution (Epicenter) as per the
manufacturer’s instructions. The regions of the VCP mutations
were PCR amplified with VCP exon 5 (forward, TTAAGACA-
GGTGGGGTGGAG; reverse, CCCATCTCAGTCTCCCA-
AAG) primers using POLYMERASE HERE (it may be: FastStart
PCR Master (Roche Applied Science)) in PCR containing 10 ul
of FastStart of PCR Master, 1 ul of each primer, 1 ul of DMSO,
10 pl of H,O, and 1 pl of extracted gDNA. PCR was performed
using a 65td55 standard cycling program. PCR products were
subsequently purified by incubation with Exonuclease I/
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo
Scientific) mixture as per the manufacturer’s instructions. 5 ul
of purified products were used in sequencing reactions with 0.5
ul of Big Dye (BigDye Terminator V.3.1 Cycle Sequencing Kit,
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Applied Biosystems), 2 ul of sequencing buffer (BigDye Termi-
nator V.3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems), 1 ul of
primer, and 2.5 ul of H,O. For the removal of BigDye Termi-
nator, sequencing reactions were filtered through Sephadex
(Sigma) containing filter plates (Corning). Sequencing was per-
formed using an Applied Biosystems 3730XI Sequencer and
analysis of results was carried out using the Sequencher soft-
ware (Gene Codes Corporation).

Transmission electron microscopy

Neurons were fixed in 3% gluteraldehyde (EM grade, Agar
Scientific), 0.1 M sodium cacodylate, and 5 mm calcium chlo-
ride. Neurons were then post-fixed in osmium tetroxide,
stained with uranyl acetate and Reynold’s lead citrate, and
dehydrated with stepwise washes with increasing concentra-
tions of ethanol. Cells were then mounted in epoxy resin using
propylene oxide to aid infiltration, which was hardened at 60 °C
for 2 days. Ultrathin sections were taken using a diamond knife
(Leica Reichert Ultracut), sections were mounted on copper
mesh grids, stained with uranyl acetate, and images were taken
using the Philips CM12 transmission electron microscope
using the Olympus Soft Imaging System iTEM and Mega-
ViewllI camera. Mitochondria were analyzed in triplicate from
two control lines and one line from each patient. At least 15
fields of view were analyzed per line for every replicate.

Oxygen consumption measurements

SH-SY5Y cells were permeabilized with 40 uMm digitonin and
subsequent re-suspension in a hypotonic medium containing
135 mm KCl, 10 mm NaCl, 20 mm HEPES, 0.5 mm KH,PO,, 1
mM MgCl,, 5 mm EGTA, and 1.86 mm CaCl,, pH 7.1. Oxygen
consumption was measured in the Clark-type oxygen electrode
(Hansatech) thermostatically maintained at 25 °C. Glutamate
(5 mm), malate (5 mm), and inhibitors were indicated were
added to the chamber before the measurement took place. To
assess V3, 50 nmol of ADP was added and all data were obtained
using the Oxygraph Plus system with chart recording software.

Fura-2 imaging

Calcium measurements using fura-2 were generated using an
epifluorescence inverted microscope equipped with a X20 flu-
orite objective (33). Changes in cytosolic calcium levels were
monitored in single cells using excitation light provided by a
Xenon arc lamp, the beam passing monochromator at 340 and
380 nm (Cairn Research, UK). The emitted fluorescence light
was reflected through a 515-nm long pass filter to a cooled CCD
camera (Retiga, QImaging, Canada) and digitized to 12-bit res-
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olution. All imaging data were collected and analyzed using
software from Andor (Belfast, UK).

Kinetic ATP measurements

To determine the ATP levels, patient-derived iPSC and
neurons were transfected with a mitochondrial ATP probe
(mitAT1.03), which was generated by Imamura et al. (12) using
Effectine (Qiagen) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Confocal images were obtained using a Zeiss 710 VIS
CLSM microscope equipped with a META detection system
and a X40 oil immersion objective. The FRET was quantified by
the 527:475 nm ratio with an excitation of 405 nm and a filter
from 515 to 580 nm. ATP kinetics were assessed in permeabi-
lized iPSC and iPSC-derived neurons. To permeabilize the
transfected cells, a buffer (0.137 m NaCl, 5 mm KCI, 0.7 mm,
NaH,PO,, 25 mm, Tris-HCI, pH 7.1) containing a low concen-
tration of digitonin (20 pum) was added to the cells. Upon per-
meabilization, the buffer containing digitonin was replaced by
fresh buffer containing mitochondrial substrates (5 mm gluta-
mate and 5 mm malate). Cells were allowed to rest for at least 5
min before measurements took place. Basal mitochondrial ATP
levels were recorded for 1 min before 500 nmol of ADP/ATP
was added to the imaging chamber (500 ul final volume). Oli-
gomycin (2 ug/ml) was added as a negative control at the end of
the ADP experiments.

Statistical analysis

Statistical analysis and exponential curve fitting were per-
formed using Origin 9 (Microcal Software Inc., Northampton,
MA) software. Experimental data are shown as column scat-
ter = S.D. n represents experiments undertaken. Statistical
analysis between samples was performed using a one-way anal-
ysis of variance with Bonferroni correction. Differences were
considered to be significantly different if p < 0.05 ().
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Abstract

Background: The increasing risk of obesity and diabetes among other metabolic disorders are the consequence of
shifts in dietary patterns with high caloric-content food intake. We previously reported that megalin regulates
energy homeostasis using blood-brain barrier (BBB) endothelial megalin-deficient (EMD) mice, since these animals
developed obesity and metabolic syndrome upon normal chow diet administration. Obesity in mid-life appears to
be related to greater dementia risk and represents an increasing global health issue. We demonstrated that EMD
phenotype induced impaired learning ability and recognition memory, neurodegeneration, neuroinflammation,
reduced neurogenesis, and mitochondrial deregulation associated with higher mitochondrial mass in cortical tissues.

Methods: EMD mice were subjected to normal chow and high-fat diet (HFD) for 14 weeks and metabolic changes
were evaluated.

Results: Surprisingly, BBB megalin deficiency protected against HFD-induced obesity improving glucose tolerance and
preventing hepatic steatosis. Compared to wild type (wt), the brain cortex in EMD mice showed increased levels of the
mitochondrial biogenesis regulator, peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator-1a (PGC-1a), and
uncoupling protein 2 (UCP2), a thermogenic protein involved in the regulation of energy metabolism. This
agreed with the previously found increased mitochondrial mass in the transgenic mice. Upon HFD challenge,

already increased levels in EMD animals.

we demonstrated these two proteins were found elevated in wt mice but reported no changes over the

Conclusion: We propose a protective role for megalin on diet-induce obesity, suggesting this could be
related to metabolic disturbances found in dementia through brain endocrine system communications.

Keywords: Megalin, Leptin, Obesity, High-fat diet, Mitochondrial biogenesis

Background

Urban lifestyle conducts changes in human eating habits,
in which intake of high caloric content foods come along
with reduced physical activity. This context is putatively
associated with many epidemic chronic diseases that
have emerged in relatively recent times. For example,
obesity has been found to increase in developed coun-
tries where high-calorie food intake is a major cause of

* Correspondence: fbartolome.imas12@h12o.es; carroeva@h12o0.es
"Fernando Bartolome, Desiree Antequera and Macarena de la Cueva
contributed equally to this work.

'Neurodegenerative Disorders Group, Instituto de Investigacion Hospital 12
de Octubre (i+12), Avda de Cordoba s/n, 28041 Madrid, Spain

Full list of author information is available at the end of the article

B BMC

this global health problem. Food intake and energy ex-
penditure balance modulate body weight, and this is reg-
ulated mainly through hormone leptin [1]. Leptin is
internalized by the multiligand endocytic receptor mega-
lin, also known as low-density lipoprotein receptor-
related protein 2 (LRP-2) or glycoprotein 330, the largest
member of the low-density lipoprotein receptor (LDLR)
family [2, 3]. Megalin is expressed in several absorptive
epithelial cells, and in the central nervous system (CNS)
mainly in the blood-brain barrier (BBB). Because mega-
lin binds and internalizes leptin and insulin [4-6], and
megalin is expressed exclusively in brain endothelial
cells, we previously set out to specifically delete the
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endothelial megalin in C57/BL6 mice using the Cre/loxP
system (EMD mice) [7, 8] to explore the metabolic im-
pact of BBB megalin deletion [9]. These EMD mice de-
veloped neurodegeneration and impaired learning and
memory abilities, similar to symptoms described in AD
[9]. Also, we reported this mouse model displayed obes-
ity and metabolic syndrome, mediated by leptin signaling
disruption in the hypothalamus, upon normal chow diet
administration [10]. Hence, we consider this model gives
the opportunity to explore and understand several over-
lapping and common mechanisms, including mitochon-
drial dysfunction, that is observed in these disorders.

Obesity in mid-life appears to be related to greater de-
mentia risk and there are several studies reporting this
connection [11-15]. This is consistent with the observed
higher Alzheimer’s disease (AD) incidence in world re-
gions associated with high risk of obesity, sedentarism,
diabetes, hypertension, dyslipidemia, and metabolic syn-
drome [16, 17]. A number of adverse neuronal effects have
been observed under obese conditions [18]. Higher dietary
fat intake has been associated with increased AD risk [19].
Also, using common AD mouse models, it has been found
diet-induced obesity accelerates AD-related pathology
[20-24]. Paradoxically, it is known that AD subjects show
a hypermetabolic state accompanied by increased energy
expenditure. This makes AD patients undergo a signifi-
cant weight loss even when they have increased food in-
take [25]. These features have been observed still in
patients with the preclinical condition of mild cognitive
impairment (MCI) [26, 27]. In our EMD mouse model, we
firstly demonstrated that BBB megalin deletion induced
impaired learning ability and recognition memory, and
neurodegeneration, similar to symptoms described in AD
[9]. More recently, we also showed these mice displayed
neuroinflammation, reduced neurogenesis and mitochon-
drial deregulation associated with higher mitochondrial
mass in cortical tissues [10].

In the present study, we investigated the effects of HFD
challenge in EMD mice compared to wt animals. We found
that BBB megalin deletion preserved HFD-induced metabolic
alterations and obesity. We consider it important to fully
characterize EMD mice as this model constitutes a valuable
obesity model, linking obesity and neurodegeneration as pre-
viously was already demonstrated that megalin deletion in
brain endothelial cells could be a novel mechanism to pro-
mote neurodegeneration and obesity. Our mice model would
help to understand the molecular mechanisms that may link
obesity and dementia as obesity is proposed as a putative risk
factor for AD.

Methods

Animals and diets

Male EMD mice were generated using the Cre/loxP sys-
tem under the control of the Tie2 as previously reported

Page 2 of 12

[10]. Wild-type (wt) littermates (i.e, Tie2-Cre — mice)
were used as controls (megalin flox/flox). EMD and con-
trol mice were housed on a 12 h light/12 h dark schedule.
At the age of 3 weeks, male EMD and WT mice (16-18
per group) were provided a normal chow diet (NCD, 10%
fat in kilocalories) or high-fat diet (HFD) containing 60%
fat (Harlan Teklad, USA) ad libitum for 14 weeks. Body-
weight was monitored weekly throughout the study. At
the end of experiments, animals were anesthetized with
isoflurane, blood was drawn, and perfused transcardially
with saline buffer or 4% paraformaldehyde in 0.1 M phos-
phate buffer (PB, pH 7.4) for biochemical and immunohis-
tochemical analysis, respectively. Then, the brain, liver,
and adipose tissue were collected for further processing
and stored at — 80 °C until analysis. The liver and adipose
tissue were previously weighed. Visceral fat was collected
and weighed prior to —80°C storage, and average ob-
tained weights per group are shown expressed in grams
(Fig. 1b). All animals were handled and cared for accord-
ing to the Council Directive 2010/63/UE of 22 September
2010 (animal experiment license number: CEI 97-1778—
A291).

Metabolic studies

Glucose tolerance test was assessed prior to sacrifice.
After 14 weeks under the diets, a glucose tolerance test
was performed. Briefly, mice were fasted for 16 h before
receiving intraperitoneal (ip) administration of 2 g/kg
body weight of glucose in saline (0.9% NaCl). Blood
samples of conscious mice were taken from the tail vein
at 0, 15, 30, 60, and 120 min after glucose loading, and
the blood glucose levels were determined. Blood glucose
measurements were performed using a glucometer
(Accu-Chek, Roche, Mannheim, Germany).

The insulin-tolerance test was performed with male mice
after 6 h fast. The animals were ip injected with 0.75 Ul/kg
body weight of insulin (Actrapid, Novo Nordisk Pharma,
Bagsvaerd, Denmark). Blood glucose measurements were
performed with the glucometer before the injection and at
15, 30, 60, and 120 min after the injection. Serum triglycer-
ides (TGQ), total cholesterol, HDL cholesterol, non-esterified
fatty acids (NEFA), leptin, and insulin were determined
using commercial kits from Abcam (Abcam, Cambridge,
UK) and Wako Diagnostics, (Richmon, USA).

Immunohistochemistry

Liver tissue was fixed for 24h in 4% paraformaldehyde
(PFA) by immersion. Then, liver samples were cryopro-
tected overnight in 30% sucrose 0.1 M phosphate buffer,
frozen at —80°C, and sectioned at 20 um using a Leica
cryostat (Leica, Wetzlar, Germany). Oil Red O (Sigma-Al-
drich, St. Louis, USA) staining was performed according to
standard procedures and counterstained with hematoxylin-
eosin (H-E, Thermo Fisher Scientificc MA, USA). Briefly,
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Fig. 1 EMD mice display a significant reduction in HFD-induced obesity phenotype. Wt and EMD male mice were fed with NCD or HFD for 14 weeks. a Under
NCD, bodyweight gain during 14-week feeding was significantly increased in EMD mice compared to wt. HFD administration significantly increased body
weight in both mice groups but this increase was much more significant in wt group (n =19, in all animal groups). b Fat weight in NCD-fed or HFD-fed mice at
week 14. ¢ Glucose tolerance test in wt and EMD mice fed with NCD or HFD for 14 weeks in the 16-h-fasted state (wt NCD, n = 5; wt HFD, n=6; EMD NCD,
n=_8; EMD HFD n=9). d Scatter plots with bars represent the area under the glucose curve from the glucose tolerance test. e Insulin tolerance test in wt and
EMD mice fed with NCD or HFD for 14 weeks in the 6-h-fasted state (wt NCD, n = 5; wt HFD, n=6; EMD NCD, n=8; EMD HFD n=9). f Scatter plots with bars
represent the area under the glucose curve from the insulin tolerance test. All data are presented as the mean + SEM. Statistical significance in a, c and e is
based on multivariate ANOVA analysis followed by Games-Howell post hoc test. Statistical significance in b, d, and f was based on one-way ANOVA followed
by Games-Howell's (b and d) or Tukey’s (f) post hoc test. *P < 0.05, **P < 001, ***P < 0.001, ***P < 00001
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liver sections were washed with running tap water for 10
min, rinsed with 60% isopropanol, and stained with Oil Red
O mixed with 60% isopropanol for 15 min. The sections
were then rinsed with 60% isopropanol, and nuclei
were stained with H-E, rinsed in tap water, and

mounted in coverslips with aqueous mounting
medium. Images were captured using a light micro-
scope (Zeiss microscope; Carl Zeiss Microimaging,
GmbH, Oberkochen, Germany) at x40 magnification
from five different fields. Positive areas of Oil Red O
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staining, corresponding to red droplets, were calcu-
lated using a color differentiation system and the re-
sult is expressed as the total area of the image using
Image | software (U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).

Western blot analysis

Protein extracts were prepared from frontal cortex cere-
bral tissue by mechanic homogenization in ice-cold lysis
buffer NP-40 (50 mM Tris-base pH7.4, 150 mM NaCl,
0.5% Nonidet P-40, 1 mM EDTA) containing a mixture of
protease and phosphatase inhibitors (Roche Applied Sci-
ence, Basel, Switzerland) and centrifuged for 15min at
14000 rpm at 4-°C. Supernatants were collected, and the
total protein concentrations were estimated by BCA assay
(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA). Twenty micrograms from each sample were
loaded in a precast 4-20% Tris-Glycine gels (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) and transferred to polyvinyli-
dene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad, CA, USA).
Then, membranes were blocked and incubated with the
corresponding primary antibody: mouse monoclonal anti-
Glial fibrillary acidic protein (GFAP, 1:2500; Sigma-
Aldrich, G3893; St. Louis, USA); rabbit polyclonal anti-
Ionized calcium-binding adaptor molecule 1 (Ibal, 1:1000;
Wako Diagnostics, 016—-20,001; Richmond, USA), mouse
monoclonal anti-complex V  subunit (CxVp) (1:1000;
Abcam, ab14730; Cambridge, UK), rabbit polyclonal anti-
peroxisome proliferator-activated receptor y co-activator
la (PGC-1a; 1:200; Santa Cruz Biotechnologies, sc13067;
CA, USA), rabbit polyclonal anti-UCP-2 (1:1000; Abcam,
ab203244; Cambridge, UK) and mouse monoclonal anti-
B-actin (1:40000, Abcam ab49900, Cambridge, UK) to
monitor protein loading control. Secondary horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-mouse (1:5000; Bio-Rad,
170-6516; CA, USA) and goat anti-rabbit (1:5000;
Thermo Fisher Scientific, A16110; MA, USA) were used.
Immunoreactive bands were detected using an enhanced
chemiluminescence reagent (ECL Clarity, Bio-Rad, CA,
USA) using the ImageQuant TL Image Analysis system
version 7.0 (LAS 4000, GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
Densitometric quantification was carried out with Image
Studio Lite 5.0 software (Li-COR Biosciences, NE, USA).
Protein bands were normalized to [-actin levels and
expressed as a percentage of the control group.

Data analysis

Immunohistochemistry images were minimally proc-
essed in a uniform matter across treatment groups and
were analyzed using Image] software (NIH, Bethesda,
MD, USA). Results are presented in scatter plots with
bars. Statistical analysis was carried out using GraphPad
Prism 6.01 software (La Jolla, CA, USA) and IBM SPSS
Statistics Version 21.0. (Armonk, NY, USA). Grubbs
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outlier filter was used for all data and the Shapiro-Wilk
normality test was carried out to check normality. When
results met normality criteria one-way ANOVA and
Levene’s test to analyze homoscedasticity were per-
formed in order to choose suitable post hoc analysis
(Tukey’s or Games-Howell’s tests) to determine individ-
ual differences. When results did not meet normality cri-
teria Kruskal-Wallis ANOVA was used. For experiments
showing weight and glucose curves over time with all
different conditions, a mixed ANOVA analysis was car-
ried out and sphericity was checked with Mauchly’s test.
When sphericity was violated (weight and glucose re-
sults), a multivariate ANOVA analysis was conducted.
When results did not meet homogeneity criteria, the
Games-Howell post hoc test was carried out. A p value
equal to 0.05 or less was considered statistically
significant.

Results

BBB megalin deletion protects to HFD-induced obesity
Megalin deletion in brain endothelial cells was previ-
ously shown to be a novel mechanism promoting obesity
[10]. Additionally, it is known that brain megalin dele-
tion activates obesity-induced neuropathological mecha-
nisms similar to those found in AD models [9, 10]. On
the grounds of the observed hypermetabolic state and
weight loss in AD patients even when they are under
HFD intake, we wondered how HFD challenge could
affect BBB megalin deletion mouse model weight and
glucose metabolism. To address this question, EMD and
wt animals were fed with HFD and NCD for 4 months.
Figure 1a shows weight gain in the grouped animals dur-
ing this time. EMD mice fed with NCD exhibited higher
weight gain compared to wt animals (Fig. 1a), equivalent
to the previously reported results [10]. HFD administra-
tion induced a significant weight gain in both wt and
EMD mice, but such an increase was much more repre-
sentative in wt group (Fig. 1a). Although fat weight was
increased in both wt and EMD mice groups 14 weeks
after HFD diet administration (Fig. 1b), only wt mice
showed significant fat weight gain compared to those
mice fed with NCD (P<0.01; Fig. 1b). The increase in
fat mass in EMD mice was found 28.6% lower than that
observed in wt mice (Fig. 1b). These results suggest that
EMD deficiency may protect against diet-induced
adiposity.

We next investigated whether fat mass gains in mice
under HFD challenge would lead to improved glucose
handling and insulin sensitivity. Indeed, glucose tolerance
test 14 weeks after HFD administration revealed a signifi-
cant protection to glucose intolerance in EMD mice com-
pared to wt group (Fig. 1c) as HFD administration did not
change the resulting area under the glucose curve (AUC-
GTT) in EMD mice as occurred in wt mice (P < 0.05;
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Fig. 1d). Similar glucose disposal rates upon insulin ad-
ministration were found between groups (Fig. le, f). To-
gether, these results indicate BBB megalin deletion may
exert a protective effect on the HFD-induced obesity

phenotype.

HFD-induced lipid dyshomeostasis is attenuated in EMD
mice

Lipid homeostasis in serum was also evaluated. HFD admin-
istration resulted in increased serum triglyceride levels in
both, wt (P<0.0001; Fig. 2a) and EMD (P <0.05; Fig. 2a)
mice compared to mice fed with NCD. However, whereas
high-density lipoprotein (HDL) levels in wt mice were found
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increased upon HFD administration compared to NCD-fed
animals (P <0.001; Fig. 2b), no effect on these levels was
found in HFD-fed EMD mice. (Fig. 2b). Surprisingly, serum
cholesterol levels remained unchanged in EMD mice com-
pared to wt mice under NCD and as well as upon HFD ad-
ministration (Fig. 2c). No differences were found in non-
esterified fatty acid (NEFA) among the genotypes and diets
(Fig. 2d).

Leptin and insulin levels in serum were found higher in
EMD mice compared to wt mice upon NCD administration
according to previous data (Leptin = P < 0.05; Fig. 2e; Insu-
lin = P < 0.05; Fig. 2f). After 14 weeks of HED, wt mice dis-
played a significant increase in serum leptin levels (P < 0.01;
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Fig. 2e), whereas HFD challenge did not change serum leptin
levels in EMD mice (Fig. 2e). Serum insulin levels were also
found increased in wt upon HFD (P <0.01; Fig. 2f) but in
EMD group, insulin levels remained unchanged after 14
weeks HED feeding (Fig. 2f).

EMD mice display reduced liver damage upon HFD
administration

Linked to lipid homeostasis is the liver health and lipid dys-
homeostasis induce liver lipid accumulation. Therefore, we
next analyzed lipid accumulation in mice liver sections from
HFD-fed mice compared to mice fed with NCD. H&E and
Oil Red O-co-staining showed an increased number of red
droplets in wt but not in EMD mice upon HFD challenge in-
dicating liver lipid accumulation and hepatic steatosis
(Fig. 3a). Oil Red O histological analysis of liver sections
showed a significant increase of lipid infiltration in HFD-fed
wt mice compared to NCD-fed animals (P < 0.01; Fig. 3b). In
addition, after 14 weeks of HFD feeding, EMD mice exhib-
ited a significant reduction in liver weight (P < 0.05) not ob-
served in wt mice (Fig. 3c).

HFD challenge does not affect the PGC1-1a and UCP2
brain cortex levels in EMD mice

We previously demonstrated that mitochondrial mass
was increased in brains from EMD mice compared to wt
animals [10]. It is known that HFD induces an increase
in mitochondrial mass [28]; therefore, we wondered how
HFD administration could affect mitochondrial mass
levels in the frontal cerebral cortex of EMD mice. To
this end, we estimated the amount of total mitochondrial
mass in this brain area by analyzing the levels of the
structural mitochondrial protein complex V, B subunit
(CxVp) by immunoblotting (Fig. 4a). The mitochondrial
mass analysis confirmed the previously reported results
showing that upon NCD administration, brain cortical
samples from EMD mice displayed significant elevated
mitochondrial mass levels compared to wt animals (P <
0.01; Fig. 4a,). Upon HFD administration, mitochondrial
mass levels remained unchanged. Then, we analyzed
PGC-1a levels as this protein is the master regulator of
mitochondrial biogenesis in order to verify whether
these protein levels could be related to the observed
changes in mitochondrial mass upon HFD administra-
tion. PGC-1a was found significantly increased in EMD
mice frontal cerebral cortex samples compared to sam-
ples from the same brain area in wt animals (P <0.01;
Fig. 4b). HFD administration induced an increase in
PGC-1a protein levels in wt mice compared with ani-
mals from the same group fed with NCD (P <0.05;
Fig. 4b). However, the HED challenge did not alter PGC-
la protein levels on EMD mice (Fig. 4b). Apart from the
mitochondrial biogenesis, PGC-1a regulates uncoupling
protein-2 (UCP2), a thermogenic protein involved in the
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Fig. 3 EMD mice are protected against HFD-induced hepatic
steatosis. a Representative images of Oil Red O and H&E co-stained
liver sections from NCD and HFD-fed wt and EMD mice. Arrows
indicate lipidic stained droplets. Scale bar: 50 um. b Scatter plots
with bars showing the quantification of intracellular fat drops
followed by Oil Red O staining. ¢ Liver weight in NCD or HFD-fed
mice at week 20. All data are presented as the mean + SEM.
Statistical significance was based on one-way ANOVA followed by
Games-Howell's post hoc test. *P < 0.05, **P < 0.01

regulation of energy metabolism. EMD mice fed with
NCD showed increased UCP2 levels compared to wt
mice in agreement with the highly observed PGC-la
levels (P <0.05; Fig. 4c). HFD administration to wt mice
reported an increase in UCP2 levels (P <0.05; Fig. 4c)
reaching similar values to those observed in NCD
treated EMD mice. No differences in UCP2 levels were
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observed in EMD mice, indicating this pathway could be

already activated (Fig. 4c).

HFD challenge does not affect glial activation in EMD mice

It is known that diet-induced obesity triggers glial activa-
between

tion. A recent study reported a link

mitochondrial dynamics and inflammation, showing that
HFD induced an increase in UCP2 expression that medi-
ates neuroinflammation [29]. We then tested astrocyte
and microglial inflammatory markers in frontal cerebral
cortex from wt and EMD mice upon HFD challenge.
Consistent with our previous work [10], we found
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significant higher GFAP levels, in the cerebral cortex of
NCD-fed EMD mice compared to wt mice (P<0.05;
Fig. 5a, c) indicating astrogliosis. Upon HFD administra-
tion we also found significantly increased GFAP levels in
the cerebral cortex of wt mice, compared to NCD-fed
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animals (P < 0.05; Fig. 5a, c) but no changes upon HFD
administration were found in EMD mice. The analysis of
Iba-1 levels did not report significant differences be-
tween mice groups (Fig. 5b, c) although a trend of in-
creased levels was found upon HFD administration in
both of them.

Discussion

Endocytic multiligand receptor megalin internalizes lep-
tin, a hormone modulator of body weight through the
balance of food intake and energy expenditure [1]. Here,
we show that the HFD-induced obesity phenotype is at-
tenuated in EMD mice compared to wt-fed animals. We
found that HFD-fed EMD mice developed reduced body
weight gain and improved glucose tolerance. About fat
body composition, several interesting observations were
observed. High fat diet-fed wt mice demonstrated hyper-
insulinemia and hyperleptinemia as well as elevated cir-
culating triglyceride levels, and hepatic steatosis in
comparison with control diet-fed mice, consistent with
previous studies [30]. However, over the 14 weeks HFD-
treatment period, EMD mice exhibited less overweight,
and fat gain compared with wt mice, and contrary to ex-
pected, leptin and insulin levels did not change. Also,
HFD-fed EMD mice did not show hepatic steatosis. Up-
regulation of PGC-la and thermogenic protein UCP2
was observed in the brain cortex from HFD-fed wt mice.
Such increases were not apparent in EMD mice as both
PGC-1a and UCP2 levels were found already increased
with normal chow diet. This result is consistent with the
previously reported increased mitochondrial mass de-
tected in EMD mice compared to wt as PGC-la is a
master regulator of mitochondrial biogenesis. Our re-
sults suggest BBB endothelial megalin deletion protects
HED-induced obesity in mice, insulin resistance and
hepatic steatosis through brain endocrine system
communications.

Our present study agrees with previous findings that
identify LRP-6 as bodyweight and glucose metabolism
regulator [31]. In that study, authors reported that
LRP6*'~ mice on high-fat diet are protected against diet-
induced obesity. We previously demonstrated that the
silencing of megalin in the mouse brain endothelium
was sufficient to increase the weight gain and adiposity
triggering hyperleptinemia, hyperinsulinemia, increased
triglyceride blood levels, and impaired glucose tolerance
[10]. Additionally, we provided evidences supporting
megalin as physiological energy balance regulator in
agreement with other works [32-34].

Megalin knockout mice manifest abnormalities in the
development of brain and other tissues, including lung
and kidney [35]. This phenotype is consistent with a role
of megalin as endocytic receptor that mediates the cellu-
lar uptake of essential nutrients, possibly lipoproteins-
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derived cholesterol. A series of preceding biochemical
and experimental studies have provided compelling evi-
dence showing that megalin plays an important role in
modulating protein and lipids transport [4]. Indeed, sev-
eral studies revealed that megalin can also act as a recep-
tor to transport leptin in the renal epithelium [6, 36].
Additionally, in a previous work, we showed that leptin
entry into the brain occurs through its binding to mega-
lin and the effects of blocking megalin expression indi-
cated that leptin needs megalin to exert its function in
the brain [5]. Then, food intake regulation and subse-
quent energy balance depend on the efficiency of leptin
delivery in CNS [37]. There are not consistent results
regarding the effects of high-fat diet administration com-
pared to standard diets on triglyceride levels. Guo et al.
showed mice fed for 7 weeks with obesogenic diets (60%
high fat diet enriched) exhibited lower serum triglyceride
levels compared with normal chow diet [38]. Contrarily,
in a previous work, we demonstrated western-style high
fat diet in rats fed during 1 and 3 months increased lipid
profile levels including triglycerides and HDL compared
to rats fed with a standard diet [39]. We confirm here
the obesity phenotype in EMD mice as they show in-
creased triglyceride levels along with hyperleptinemia
and hyperinsulinemia. We did not find changes in NEFA
levels between groups and diets.

Although cholesterol levels between EMD mice and wt
were not found different, other blood metabolic parame-
ters showed typical obese phenotype as increased trigly-
ceride levels, increased insulin and increased leptin
levels. Surprisingly, increased HDL levels were also
found to increase in EMD mice compared to wt. This
may account for undetectable differences in cholesterol
levels between EMD and wt mice. Upon HFD adminis-
tration wt mice showed increased blood levels of triglyc-
erides, insulin and leptin, and also HDL, while EMD
mice only showed enhanced triglyceride levels but did
not show changes in the already increased insulin, leptin,
and HDL blood levels. Since megalin mediates HDL
endocytosis [40], the lack of this receptor in EMD mice
may impair HDL brain uptake resulting in the observed
high circulating HDL levels, regardless of feeding. Our
results here agree with those from Dietrich et al., as we
found wt mice exhibited increased triglyceride and HDL
levels after HFD administration. As was demonstrated in
previous works, we may speculate such controversy
comes from the timing of HFD feeding, animal strain
and/or diet composition [41, 42]. Under NCD, EMD
mice showed significantly increased serum HDL and tri-
glyceride levels compared with WT mice.

Diet-induced obesity is a well-known model of hyper-
leptinemia and central leptin resistance [43, 44]. In ro-
dents, high-fat intake may be associated with increased
serum leptin and obesity, and these leptin levels are
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related to the body lipid content. In the present study,
EMD mice showed no changes in serum leptin concen-
trations after HFD. As EMD mice showed lower fat gain
with HFD and leptin is secreted in proportion to fat
stores [45], it is possible that EMD mice are more effi-
cient maintaining leptin sensitivity compared to wt mice
throughout the course of the HFD administration period
even to show leptin levels reduction.

Diet-induced obesity also predisposes individuals to
insulin resistance [46]. Elevations in circulating insulin
were evident in both mouse models of obesity used in
our study: genetic (EMD mice) and diet-induced obesity
model (HFD-fed wt mice). The present findings are im-
portant because hyperinsulinemia is a risk factor for
many, if not all, symptoms used to sort out the meta-
bolic syndrome and elevated insulin levels have been
suggested to be a causal factor for obesity [47, 48].

An increase in liver fat content has been shown to pre-
dict insulin resistance. It is generally thought that hep-
atic steatosis is developed via peripheral mechanisms
associated with obesity [49]. However, in our present
study, we show that EMD mice did not exhibit liver stea-
tosis. Some evidences indicate that experimental exercise
can prevent steatosis in HFD-induced obesity [50, 51].
Here we report increased anxiety behavior in NCD-fed
EMD mice. This was demonstrated in experiments car-
ried out using the elevated plus maze. EMD showed in-
creased number of entries and time spent in the open-
arms. These results indicated that EMD mice are more
prone to physical activity. This finding connecting in-
creased anxiety in EMD mice and greater physical activ-
ity may likely contribute to attenuate their liver steatosis.

Mitochondrial bioenergetics may be influenced by in-
sulin signaling [52]. At least in some tissues, impaired
mitochondrial function causes insulin resistance [53].
Our previous work showed endothelial BBB megalin de-
letion was associated with deficient mitochondrial com-
plex I in the brain cortex but increased mitochondrial
mass [10]. Then, we proposed that such mitochondrial
mass increase in EMD mice could be a consequence of
higher mitochondrial biogenesis. Indeed, here, we veri-
fied PGC-1a levels were increased in frontal cerebral
cortex from EMD mice. PGC-1la is expressed in the
brain, including the cerebral cortex, and hippocampus
[54, 55] and this protein is the master regulator for
mitochondrial biogenesis. Therefore, cells may compen-
sate for the energetic deficit due to reduced complex I
levels by increasing the mitochondrial biogenesis. HFD
administration increased the PGC-1a levels in wt mice
and therefore the mitochondrial biogenesis was found
upregulated. However, HFD did not affect the mitochon-
drial biogenesis already increased in EMD mice. Al-
though this is controversial, several previous works
demonstrated similar features showing increased
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mitochondrial content in skeletal muscle after HFD ad-
ministration [28, 56, 57] suggesting such increase in the
mitochondrial content could be beneficial for improving
insulin resistance at the beginning of HFD [58]. In
addition, we also found increased UCP2 levels in EMD
mice compared to wt animals, and HFD induced an in-
crease of these protein levels in wt mice but did not
affect the already increased levels in EMD mice. PGC-1a
regulates UCP2 protein expression and this protein plays
an important role in the regulation of energy metabolism
restoring glucose intolerance and insulin resistance [59,
60]. Regarding glucose metabolism, PGC-1a has been
associated with glucose intolerance and insulin resist-
ance as has been demonstrated using PGC-1a knockout
mice [61]. For example, loss of function or lower expres-
sion levels of PGC-1a has been associated with increased
risk of type 2 diabetes [62]. As suggested by Summer-
matter et al, PGC-1a could be involved in glucose re-
fueling and body lactate homeostasis [63]. Mitochondrial
uncoupling proteins as UCP2 could also regulate glucose
homeostasis and lipid metabolism [64]. UCPs increases
their neuronal expression induced by metabolic changes
and several works link UCP2 levels in the brain and sys-
temic metabolic abnormalities. For example, UCP2 was
found to increase in cerebral cortex mitochondria after
exercise [65]. UCP2 is involved in central autonomic,
endocrine, and metabolic regulation and is thus associ-
ated with cognition, mood, and behavior [66, 67]. UCP2
in the ventromedial nucleus restores glucose tolerance
and regulates insulin sensitivity mediated by glucose-
excited neurons, which is important for the physiological
control of systemic glucose metabolism [68]. We may
propose that metabolic changes in EMD mice induce el-
evated PGC-1a and UCP2 brain cortical expression and
we may hypothesize such elevated expression could be
considered a potential prevention mechanism against
HED challenge trying to compensate defective mito-
chondria. This potential prevention mechanism may be
extensible against the brain inflammation pathways as
EMD mice exposed to HFD did not show evidence of in-
creased glial activation compared with mice from the
same group exposed to NCD. This protective effect
might be the result of higher energy expenditure, based
on the levels of the thermogenic factor PGC-1la that
were found significantly increased in the brain cortex
from EMD mice compared to wt.

Conclusion

In summary, EMD mice recapitulate several features
found in human dementia as AD, suggesting megalin as
a control gate for metabolic homeostasis. We may con-
clude that the metabolic phenotype of HFD-fed EMD
mice may be, at least in part, explained by improved glu-
cose tolerance.
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Annexin A5 prevents amyloid-(3-
induced toxicity in choroid plexus:
implication for Alzheimer’s disease

Fernando Bartolome®2%'2%, Agnieszka Krzyzanowska®'?, Macarena de la Cueva?,
Consuelo Pascual?, Desiree Antequera®?, Carlos Spuch?, Alberto Villarejo-Galende%*,
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In Alzheimer’s disease (AD) amyloid-3 (A3) deposits may cause impairments in choroid plexus, a
specialised brain structure which forms the blood-cerebrospinal fluid (CSF) barrier. We previously
carried out a mass proteomic-based study in choroid plexus from AD patients and we found several
differentially regulated proteins compared with healthy subjects. One of these proteins, annexin A5,
was previously demonstrated implicated in blocking A3-induced cytotoxicity in neuronal cell cultures.
Here, we investigated the effects of annexin A5 on A@3 toxicity in choroid plexus. We used choroid
plexus tissue samples and CSF from mild cognitive impairment (MCI) and AD patients to analyse A3
accumulation, cell death and annexin A5 levels compared with control subjects. Choroid plexus cell
cultures from rats were used to analyse annexin A5 effects on A3-induced cytotoxicity. AD choroid
plexus exhibited progressive reduction of annexin A5 levels along with progressive increased A3
accumulation and cell death as disease stage was higher. On the other hand, annexin A5 levels in CSF
from patients were found progressively increased as the disease stage increased in severity. In choroid
plexus primary cultures, A3 administration reduced endogenous annexin A5 levels in a time-course
dependent manner and simultaneously increased annexin A5 levels in extracellular medium. Annexin
A5 addition to choroid plexus cell cultures restored the A3-induced impairments on autophagy flux and
apoptosis in a calcium-dependent manner. We propose that annexin A5 would exert a protective role in
choroid plexus and this protection is lost as A3 accumulates with the disease progression. Then, brain
protection against further toxic insults would be jeopardised.

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder and the most common cause of dementia
in elderly%. The imbalance between amyloid-3 (AB3) peptide generation from amyloid precursor protein® and
clearance, induces its accumulation, aggregation, and deposition in the brain, which is thought to be an early
and main pathogenic event in AD**. Besides accumulation and production in specific parenchyma areas, such
as hippocampus and cortex, and blood vessels®, A8 also accumulates in choroid plexus®’. More specifically it
was demonstrated that A3 may be additionally produced and degraded in choroid plexus along with other brain
areas®'%. Choroid plexus is a monolayer of specialised epithelial cells in the brain ventricles forming the blood -
cerebrospinal fluid (CSF) barrier. The choroid plexus main function is to produce and secrete CSF (CSF turnover)
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protecting therefore CSF against external toxic insults. Works carried out by Jean Marie Serot et al., found choroid
plexus functions of secretion, synthesis, and transport were deteriorated in AD as they observed morphological
modifications including epithelial atrophy, fibrosis and calcifications of stroma, and thickened basement mem-
brane''. These impairments resulted in lower turnover and CSF stasis, reduced transthyretin levels, a sequestering
protein synthesised by choroid plexus, and oligomerisation and subsequent accumulation of A3 (reviewed in'?).
Also, it was demonstrated that A§3 peptides accumulation in choroid plexus is largely responsible for an increased
level of oxidative stress and cell death”'®. A decreased activity of enzymes involved in oxidative phosphorylation'*
and mitochondrial activity’, may also contribute to impair protein synthesis in choroid plexus. The observed
decrease in the choroid plexus functional activity would be partially correlated with reduced protein secretion
and mentioned CSF renewal, which may be involved in the initiation and progression of AD'?. Although the
detailed mechanism of AB-induced toxicity in choroid plexus is unclear, perturbation of Ca*" homeostasis, and
destabilisation of cellular metabolism by pronounced membrane permeabilisation might likely play an important
role.

Annexin A5, a Ca*"-regulated, phospholipid-binding protein belongs to the annexins superfamily. This
protein is abundantly expressed in a wide range of tissues'® with intra- and extracellular locations'®. Although
annexin A5 is extensively used as an indicator of early apoptosis, it was demonstrated that annexin A5 exerts
protective functions including inhibition of proinflammatory response and improvement of cardiac function
and survival during endotoxemia in mice'’. Also, annexin A5 was found interacting with amyloidogenic proteins
reducing its toxicity in neurodegenerative diseases and type II diabetes mellitus'®. It was also shown annexin A5
provided protection against A3 cytotoxicity, and it was proposed that this effect occurs by competitive interaction
with phosphatidylserine (PS) on the membrane surface'*2!.

Annexins are predominately located within the cell, where they mediate cellular processes such as exocytosis
and endocytosis, membrane structure and generation of lipid rafts, but also extracellular roles such as inflamma-
tion?»*. Particularly, it was reported annexin A5 has antithrombotic properties, reducing vascular inflammation
and improving endothelial function®*-2°. Annexin A5 was proposed as biomarker in heart injury?” and also in
nephrotic syndrome?. Moreover, annexin A5 was associated with various neuropathological conditions. Levels
of annexin A5 were reported reduced in CSF from Parkinson’s disease (PD) patients®’. It was suggested that such
reduction resulted as consequence of protein consumption during neuronal apoptosis®. Plasma levels of annexin
A5 were found significantly higher in AD patients compared with healthy individuals®. These works suggested a
defensive function for annexin A5 in these neurodegenerative diseases based on its interacting role with amyloi-
dogenic proteins, islet amyloid polypeptides and a-synuclein inclusions by reducing the toxicity of these proteins
and aggregates'®.

Using a mass proteomic based study, we previously found changes in annexin A5 protein levels in choroid
plexus from AD patients®. The present study was focused on examining the potential effects of annexin A5 on A3
toxicity in choroid plexus. For that purpose, we analysed choroid plexus tissue samples and CSF from MCI and
AD patients, and choroid plexus primary cultures. Here, we show annexin A5 levels in CSF were found progres-
sively increased as the disease stage increased in severity. Simultaneously, annexin A5 levels were found decreased
with the disease severity in choroid plexus, in opposite way A3 burden and cell death. We also show that annexin
A5 may play a protective role in A3-induced cell toxicity in choroid plexus by a Ca®*-dependent mechanism.

Results

Annexin A5 levels are increased in CSF from AD patients. By doing a mass proteomic based study,
we previously found annexin A5 protein levels were differentially expressed in choroid plexus from AD patients
compared with healthy controls®!. Here, we show annexin A5 levels were significantly increased in CSF from MCI
and moderate AD patients determined by ELISA (Fig. 1a). We also checked by Western Blot annexin A5 levels
in choroid plexus from brain donors with AD pathology and healthy subjects. Annexin A5 protein levels were
significantly lower in Braak stages III/IV and V/VI compared with control samples (Fig. 1b). In contrast with our
previous work?!, by increasing the number of samples here we increased the variability losing the significance
when comparing AD subjects (stages I-1I) with control. When comparing last AD stages with controls, variability
was reduced, and results reflect a significant reduction in annexin A5 levels in advanced AD stages compared
with aged-matched control subjects. Together, these results could suggest annexin A5 levels in choroid plexus
progressively are reduced starting at early AD clinical stages.

AB3-related choroid plexus cell death. AD-related pathology was confirmed analysing the Af load in
choroid plexus by immunohistochemistry using an anti-A$3 antibody (Fig. 2a). The progressive pattern of A(3
accumulation in choroid plexus was estimated using an A@3,, human specific ELISA kit (Fig. 2b). AB,, burden was
significantly higher at Braak stages ITI/IV and stages V/VI when compared with control cases (Fig. 2b). The effects
of AB accumulation determined in choroid plexus using a Cell Death Detection ELISA kit resulted in progressive
increased cell death in AD subjects that was significantly higher at Braak stages V/VI compared with healthy
donors (Fig. 2c). These results were consistent with the previously reported findings showing deleterious effects
of AB in choroid plexus from AD subjects and the AD transgenic APP/PS1 mouse model’. It is important to note
that the observed progressive A3 accumulation and cell death in choroid plexus match with the reduced annexin
A5 levels (Fig. 1b), more evident at late AD stages (III-VI) (Fig. 2d).

A3 induces Annexin A5 release outside choroid plexus cells. Annexin A5 may be secreted extracel-
lularly and increased annexin A5 levels were previously found in the supernatant of A(3,,-treated neuronal cells®.
Hence, we asked if changes in annexin A5 levels between choroid plexus and CSF could be related to AS overload
in choroid plexus. We used rat primary cultures of epithelial choroid plexus cells treated with oligomerised AB3,,
(10uM) at 6, 12, 24 and 48 hours. A3 exposure in choroid plexus cells resulted in reduced annexin A5 protein

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:9391 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-66177-5


https://doi.org/10.1038/s41598-020-66177-5

www.nature.com/scientificreports/

a
CSF

3251 * b
£
2 2] .
0
% 1.5
© 1 e
< _I_ {A_
£
3 0.5+ % Agh ‘0
S
< g A\ \

SR ¥ ®

000 @b ré\'e
&

Postmortem tissue

N
1}

-
(6]
I

Annexin A5 levels (% of control)
ol
(s

A
0.54 MAA ¢
0 N
& &
@) Y ?9 ?9
37 KD e e e e i e e | ANINEXIN AS
50 kDa e ] B-actin

Control AD I-Il AD lll-IV AD V-VI

Figure 1. CSF and choroid plexus annexin A5 protein levels were differentially expressed in AD patients. (a)
Scatter plot showing CSF levels of annexin A5 protein in healthy donors and clinically diagnosed MCI and AD
patients determined by ELISA. Annexin A5 levels in CSF samples were found higher in MCI and AD patients
compared with controls (*p < 0.05, **p < 0.01; control n=11; MCI n = 6; Mild AD n=8; Moderate AD n=6).
In all cases, each individual value is shown along with the mean + SEM per group. (b) Scatter plot showing
annexin A5 protein levels in choroid plexus from AD and healthy donors. Annexin A5 levels were significantly
reduced in choroid plexus from Braak stages III/IV and V/VI compared with control samples (*p < 0.05; control
n=22; ADI-II n=21; AD III-IV n=12; AD V-VIn=13). In all cases, each individual value is shown along
with the mean =+ SEM per group. Bottom images show representative western blots. These images were cropped
from full-length blots and they are shown in the Supplementary Information section.

levels in a time course-dependent manner (Fig. 3a). This reduction was significant compared with untreated
cells 24 and 48 hours after A3 treatment (Fig. 3a). Conversely, A3 induced a time course-dependent increase of
annexin A5 in the extracellular medium (Fig. 3b). Such annexin A5 increase in supernatant was clearly significant
24 and 48 hours after A(3 treatment (Fig. 3b).

Annexin A5 restores the A3-induced impairments on autophagy. A number of studies demonstrate
autophagy is disrupted at one point in the progression of AD****, This pathway may degrade accumulated aber-
rant proteins and peptides such as AB3. Results above could suggest that annexin A5 may be beneficial in choroid
plexus from AD patients; therefore we investigated the effect of annexin A5 on autophagy. Analysis of autophagy
markers in postmortem tissue from AD and healthy donors by immunoblotting, showed significantly increased
LC3-II levels in choroid plexus from all AD stages including early AD (Fig. 4a) and significantly increased p62
levels at Braak stages I-IV (Fig. 4b). These results may suggest both, increased autophagy induction and disrupted
autophagosome - lysosome fusion®>*. Then we investigated annexin A5 effects on AB3-disrupted autophagy flux
in choroid plexus cultures from rats. Cells were treated with and without annexin A5 for 1 hour and then exposed
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Figure 2. A( deposits and cell death in choroid plexus from AD patients. (a) Representative micrographs
showing A8 deposits in choroid plexus from early and advanced AD cases compared with healthy donors. Scale
bar = 20 pm. (b) Quantified levels of AS burden in choroid plexus from healthy donors compared with AD
subjects measured by ELISA (Cell Death Detection ELISAPLUS kit, Roche). Scatter plot reveals a progressive
increase in A(3 levels in choroid plexus samples from AD subjects compared with control group (¥*p < 0.05;
controln=7; ADI-IIn=12; AD III-IV n=11; AD V-VI n=_8). In all cases, each individual value is shown
along with the mean £ SEM per group. (c) Cell death analysis in choroid plexus from control and AD patients
was measured using Cell Death Detection ELISAPLUS kit. Scatter plot shows a significant increase in cell death
in choroid plexus from advanced AD patients (Braak stages V-VI) compared with control subjects (*p < 0.05;
controln=7; ADI-IIn=11; AD III-IV n=11; AD V-VI n=38). In all cases, each individual value is shown
along with the mean £ SEM per group. (d) Representative micrographs showing annexin A5 immunostaining
in choroid plexus from early and advanced AD cases compared with healthy donors. Scale bar = 20 pm.

to oligomerised A8, to avoid extracellular A3 sequestering by annexin A5, thereby preventing the toxicity.
Immunoblotting revealed that A3, exposure resulted in significantly elevated LC3-1I and p62 levels compared
with untreated cells suggesting autophagosome accumulation (Fig. 4c,d, respectively). Annexin A5 treatment
in cells restored the LC3-II and p62 levels being similar to the obtained values in untreated or cells treated with
annexin A5 only (Fig. 4¢,d, respectively). In summary, the above results could indicate annexin A5 abolished the
AB-induced impairments on autophagy in choroid plexus cells.

Annexin A5 protects against A3-induced apoptosis. It was previously shown annexin A5 inhibited A3 tox-
icity in neuronal cell cultures!®!”1%203437 ‘We further investigated annexin A5 effect on A3-induced toxicity in choroid
plexus cells. As A3-induced autophagy may precede A3-induced toxicity we tested the biological role of annexin A5
on cell viability carrying out bioactivity assays with choroid plexus cell cultures. Cells were previously treated with and
without annexin A5 for 1 hour and then exposed to oligomerised AB3,, (10 uM) for 48 hours (Fig. 5). AB,, induced
25% decrease in cell viability in choroid plexus cultures, as assessed by cell counting kit (CCK) assay, compared with
control (Fig. 5a). Annexin A5 completely prevented cell loss when was added prior to A8, (Fig. 5a). The reduction in
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Figure 3. Analysis of intra- and extracellular annexin A5 levels in choroid plexus cultures after A3 incubation.
(a) Annexin A5 levels in epithelial choroid plexus cell cultures incubated with oligomerised A83,, for 6, 12, 24
and 48 hours determined by Western blot. Annexin A5 levels are shown as percentage of untreated cells. 3-actin
was used as loading control. Histogram reveals a progressive decrease in annexin A5 levels in cells incubated
with A,, already significant at 24 hours (upper panel) (¥*p < 0.01; n =4). Representative bands of annexin

A5 protein levels in choroid plexus cells at 0, 6, 12, 24 and 48 hours after A3,, addition (bottom panel). These
images were cropped from full-length blots and they are shown in the supplementary information section.

In all cases data represents mean £ SEM. (b) Annexin A5 levels in extracellular medium of AB,,-incubated
choroid plexus cells for 0, 6, 12, 24 and 48 hours. Histogram shows a progressive increase of annexin A5 levels
in extracellular medium which is already significant 24 hours after AB,, incubation (upper panel) (**p < 0.01;
**%p < 0.001; n=4). Representative bands of annexin A5 protein levels in extracellular medium at 0, 6, 12, 24
and 48 hours after AB,, addition (bottom panel). This image was cropped from a full-length blot shown in the
Supplementary Information section. In all cases data represents mean + SEM.

cell viability on choroid plexus cells and the protective role of annexin A5 was studied analysing apoptotic cell death
using the LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit (Fig. 5b,c). 48 hours after incubation with AB,, (10 uM), a significant
increase of apoptotic cell death in choroid plexus cultures was found (Fig. 5b,c). The presence of annexin A5 attenuated
the AB3,,-induced apoptosis, recovering the amount of living cells and reducing the cell loss (Fig. 5b,c).

Annexin A5 attenuates A3-induced impairments on mitochondrial function and [Ca?*] homeo-
stasis in choroid plexus epithelial cells. Both, apoptosis and autophagy are two cellular processes closely
linked to mitochondria and mitochondrial health and function is reflected in the AW,. By using the fluores-
cent indicator TMRM, we analysed the AU, (Fig. 6a). This dye accumulates in active mitochondria with intact
membrane potentials, therefore the more fluorescence, the more mitochondrial health and quality. A significant
decrease in AW, was observed in AB3-exposed choroid plexus cells reducing the TMRM signal to 74 + 3% com-
pared with either untreated or cells treated with annexin A5 (Fig. 6b). Treatment of A3-exposed choroid plexus
cells with annexin A5 prevented the reduction in the AW, as TMRM signal showed similar values to untreated
cells or cells with annexin A5 (Fig. 6b). Mitochondria are master regulators of Ca?" homeostasis®® that simulta-
neously is linked to autophagy and apoptotic cell death regulation. Because annexin A5 is a Ca?* binding protein
we hypothesised that the protective role of annexin A5 could be related to its Ca?* binding capacity. This could
be supported by findings in which was demonstrated AB3-induced toxicity in neurons involved perturbation of
Ca’" homeostasis*. We analysed Ca?" flux upon physiological Ca?* stimuli in choroid plexus cells incubated
for 24 hours with oligomerised A8, in absence or presence of annexin A5 (Fig. 6¢). Ca?* signal was evaluated
using fura-2. Purinergic receptors in epithelial choroid plexus cells were stimulated with ATP allowing the mas-
sive release of Ca*" from the endoplasmic reticulum (ER) to the cytosol which was ratiometrically quantified
(Fig. 6¢, top panels). After recovery, mitochondrial Ca?* uptake was analysed by adding the uncoupler FCCP
and the amount of Ca?* was quantified (Fig. 6¢, top panels). Upon physiological Ca?* stimuli, changes in A¥,,
were simultaneously analysed using Rh123 and the fluorescence was also quantified (dequench mode, Fig. 6c,
bottom panels). ATP application to A(3-treated choroid plexus cells was associated to loss of AW, as Rh123 signal
increased by 23% before FCCP addition. Annexin A5 treatment to AB3-incubated choroid plexus cells prevented
the mitochondrial depolarisation as Rh123 fluorescence did not increase after ATP addition. We found that A8,
incubation resulted in a significantly higher Ca*" release from the ER in response to ATP in choroid plexus cells
(Fig. 6d, left panel). Simultaneous incubation with A3 and annexin A5 restored the ATP-induced Ca*" release
from the ER in choroid plexus cells resulting in a smaller Ca?" signal similar to the obtained in untreated or only
annexin A5 treated cells (Fig. 6d, left panel). Mitochondrial Ca?* uptake after FCCP addition was also higher in
AQ treated cells compared with untreated or only annexin A5 treated cells (Fig. 6d, right panel). Treatment of
choroid plexus cells with annexin A5 under A3 presence restored the mitochondrial Ca*" uptake reaching similar
levels of the untreated cell or cells treated with annexin A5 (Fig. 6d, right panel). Together, these results confirmed
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Figure 4. Impaired autophagy in AD choroid plexus. (a,b) LC3-II (A) and p62 (b) protein levels in choroid
plexus from healthy donors and AD patients from I, IL, III, IV, V and VI Braak stages determined by Western
blot. 3-actin was used as loading control and data are shown as percentage of untreated cells. (a) Scatter plot
indicates that autophagic marker LC3-I1 is significantly increased at early AD stages (Braak I-II). (b) p62 is
significantly increased at early (Braak I-II) and mid (Braak III-IV) AD stages but decreased at late AD stages
(Braak V-VI). Representative Western blot showing LC3-II (a) and p62 (b) levels in choroid plexus samples
from healthy donors, and AD are shown. These images were cropped from full-length blots and they are
shown in the Supplementary Information section. (¥p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; control n=19; AD I-II
n=17; AD III-IV n=12; AD V-VIn=13). In all cases, each individual value is shown along with the mean +
SEM per group. (c,d) LC3-1II (c) and p62 (d) protein levels in epithelial choroid plexus cell cultures incubated
with and without oligomerised AB3,, (10 pM) for 24 hours under presence or absence of annexin A5 (15pg/
ml). B-actin was used as loading control and data are shown as percentage of untreated cells. (c) Autophagic
marker LC3-II is significantly increased upon A3, incubation compared with untreated or annexin A5-treated
cells. Annexin A5 co-incubation restored the AB3,,-increased autophagic markers levels similar to untreated
cells. (d) Autophagic marker p62 is significantly increased upon A, incubation compared with untreated or
annexin A5-treated cells. Annexin A5 co-incubation restored the A(3,-increased autophagic markers levels
similar to untreated cells. Representative Western blot showing LC3II (c) and p62 (d) levels in epithelial choroid
plexus cell cultures are shown. These images were cropped from full-length blots and they are shown in the
Supplementary Information section. (**p < 0.01 versus untreated cells; *p < 0.01, **p < 0.001 versus AB,,-
treated cells; n =6). In all cases data represents mean £ SEM.

annexin A5 exerts its protective role on AB3-induced autophagy and apoptotic cell death in choroid plexus in a
Ca?*-dependent manner controlled by mitochondria.
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Figure 5. Annexin A5 restores the A3-induced cell viability reduction and apoptosis. (a) Epithelial choroid plexus
cell viability after incubation with and without oligomerised A3, (10 M) for 48 hours in absence or presence of
annexin A5. A significant decrease in cellular viability was found in A3, incubated cells compared with untreated
cells or cells treated with annexin A5 only. Co-administration of annexin A5 (15pl/ml) and A3, (10uM) restored cell
viability in choroid plexus epithelial cell cultures (*p < 0.05 versus untreated cells; ****p < 0.0001 versus AB,,-treated
cells; n=7). In all cases, data represents mean & SEM. (b) Apoptotic cell death was analysed using the LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes). Fluorescent images of epithelial choroid plexus cell culture show living
cells (green) and apoptotic cells (red). Cells were incubated with and without oligomerised A3, (10 uM), in absence
and presence of annexin A5 (15ul/ml). Scale bar = 44 pm. (c) Counting alive (green) and apoptotic (red) cells shows
that AB3,, incubation induced a significant increase of apoptotic cells compared with untreated or annexin A5 treated
cells. Co-administration annexin A5 and AB,, reduced the number of apoptotic cells (**#*p < 0.001 versus untreated
cells; *#*p < 0.01 versus AB,,-treated cells; n=4). In all cases, data represents mean + SEM.
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Figure 6. Annexin A5 restores mitochondrial depolarisation in A3-treated choroid plexus cultures in a Ca®*-
dependent manner. (a) Representative images of tetramethyl-rhodamine methylester (TMRM) fluorescence
used in redistribution mode (40 nM) in choroid plexus cultures incubated with and without oligomerised
AB,, (10pM), in absence and presence of annexin A5 (15ul/ml). (b) Annexin A5 restored the A3-induced
mitochondrial depolarisation. Data were normalised to untreated cells and are represented as mean + SEM
from at least three independent experiments. (*p < 0.05 versus untreated cells; *p < 0.01 versus AB,,-treated
cells; n=4). (c) Traces showing changes-over time in fura-2 (upper panels) and simultaneous rhodamine

123 (Rh123) (bottom panels) fluorescence in choroid plexus epithelial cells upon physiological Ca** stimuli.
Physiological Ca?* was induced by addition of ATP (100 uM). Following Ca** release from ER, FCCP (1 pM)
was added to obtain the maximal mitochondrial depolarisation allowing mitochondrial Ca?" release. Upon
stimulation of choroid plexus cells with ATP, Ca?" stored in the ER was released and profound mitochondrial
depolarisation was found in AB3-incubated cells as shown by the increase in the Rh123 signal (iii). This effect was
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not observed in untreated cells (i) or annexin A5-treated cells only (ii). Annexin A5 treatment prevented the
mitochondrial depolarisation when Ca?* stimulus was added (iv). (d) Histograms showing ER Ca?" (left panel)
and mitochondrial Ca?* levels (right panel) after addition of ATP and FCCP respectively as explained above.
ER Ca?" in choroid plexus cells incubated with A3 were higher compared with untreated cells or annexin A5-
treated cells only. Annexin A5 co-treatment restored the A3-induced increase of ER Ca®" levels. Mitochondrial
Ca?" in AB-incubated choroid plexus cells was significantly higher compared with untreated cells or annexin
A5-treated cells only. These levels were restored upon co-incubation with annexin A5. Data were normalised

to untreated cells and are represented as mean + SEM from at least three independent experiments.

(*##%p < 0.0001 versus untreated cells; “***p < 0.0001 versus AQB,,-treated cells; n=4).

Discusion

Annexins are widely distributed among tissues and their ubiquitous distribution suggests they have important
roles in cell biology. In particular, annexin A5 has been found exerting anti-inflammatory, anticoagulant and
anti-apoptotic functions**~*. In endothelial cells, annexin A5 was able to protect against vascular inflammation
contributing to protect barrier integrity?. Expression of other annexins, annexin A1, A4 and A6, was described
in choroid plexus**, but little is known about expression and role of annexin A5 in this brain structure. Here
we report increased annexin A5 levels in CSF from clinically diagnosed MCI and AD patients and simultaneous
reduced annexin A5 levels in choroid plexus from AD brains. These findings are accompanied by increased A3
overload in choroid plexus related to the disease severity and significantly altered autophagic flux and increased
cell death at late AD stages. In vitro, we also demonstrate that annexin A5 extracellular release in choroid plexus
cells could be AB3-overload dependent. We propose that A3 in choroid plexus may induce increased autophago-
some accumulation. Such effects result finally in increased cell death and annexin A5 down-regulation. On the
other hand, annexin A5 protects against AS toxicity restoring the AB-induced Ca** homeostasis dysregulation
linked to the mitochondrial health and function. Together, our findings suggest that annexin A5 plays a crucial
role in maintaining physiological protection of blood-CSF barrier that is impaired in AD.

The higher levels of annexin A5 found in CSF from MCI and AD subjects compared with healthy donors
suggests that secreted annexin A5 may indicate early changes in choroid plexus from these patients. Increased
annexin A5 levels were also found in plasma from AD patients and the AD transgenic mouse model Tg2576%.
We suggest that choroid plexus epithelial cells contribute to increase the annexin A5 levels in CSF along with
other sources as neurons. Our results indicate CSF levels of annexin A5 become increased even at early stages of
disease, including MCI, when Af3 accumulation in the brain becomes evident. This is consistent with other find-
ings observed in neuronal cell cultures, describing increased annexin A5 levels in the supernatant of AQ,,-treated
cells®.

AR deposition in brains of AD patients agrees with the hypothesis suggesting A3 accumulation as the main
cause for neuronal cell death>*. Exposure of cells to AS peptides cause typical apoptotic cell death®**!, although
lower A( concentrations appear to only affect expression of neuronal apoptotic genes, without directly causing
apoptosis®»>, Here we show that A3 accumulation in AD is also present in choroid plexus. This observation was
found gradually increasing as the disease progresses and is consistent with the increased cell death observed in
choroid plexus from AD subjects. We demonstrate A3 overload in choroid plexus cultures induced annexin A5
reduction in cells and subsequently increased annexin A5 in extracellular medium. Annexin A5 release outside
cells occurs from the cellular apical compartment as has been demonstrated in epithelial cell cultures*®**. Upon
Ca?* stimulation, cytoplasmic annexin A5 is translocated to the plasma membrane while nuclear annexin A5
is moved to the nuclear membrane, in all cases binding to phosphatidylserine (PS)**. As A3 also binds PS, both
annexin A5 and A( could exert competitive interaction to each other. Reduced levels of intracellular annexin A5
result in lower competitive inhibition with A8 at PS interaction site leading to increasing Af3-induced cytotox-
icity'®. We may suggest AP overload in patient choroid plexus could induce annexin A5 drain from these cells,
hence contributing to the observed increased levels in CSE

Our experiments show that annexin A5 restores the A3-induced autophagic flux impairments in choroid
plexus cells reducing the A3-increased levels of LC3-1II and p62. Previous works showed elevated LC3-II and p62
levels in brains from AD patients at different stages of disease®®*”. Here we found an increase in these autophagy
markers in human choroid plexus suggesting that such increase is due to A3 overload. In support of this observa-
tion several works showed similar effects increasing autophagy markers after A8 incubation in human neuroblas-
toma H4 cells®® and in cells overexpressing mutant forms of PSEN2 and APP, both linked to A3 overproduction
in AD familial cases®®®. Therefore, we may suggest an induction of autophagy is triggered in choroid plexus due
to AQ overload. Then autophagosomes containing A3 cannot be fused with lysosomes resulting in their accumu-
lation and subsequent increased levels of autophagic markers LC3-II and p62. Apart of the mentioned cellular
models®* this dual effect has been also observed in AD brains showing high autophagy flux. Such increased flux
would try to maintain low A@ levels through autophagic clearance but this is followed by impaired autolysosomal
proteolysis®>**761-63, We found that annexin A5 treatment restored the levels of autophagy markers to similar
values that those obtained in untreated cells. We suggest the annexin A5 effect on autophagy may work enhancing
autophagosome - lysosomes fusion allowing lysosomal cargo degradation. This agrees with other observations
where annexin A5 was proposed stimulating autophagy®*. In this work, authors showed that overexpression of
annexin A5 in HEK293T cells decreased LC3-1II levels. They proposed such decrease was produced by the annexin
A5 effect of increasing the autophagosome conversion into autolysosomes and enhancing lysosomal proteolysis®.

Linked to the protective role on autophagy could be the observation that annexin A5 reduced the number
of AB-induced apoptotic cells. The idea of AB-induced cell death is preceded by impaired autophagy was also
showed by other authors®>. Further analysis about this connection was discussed by Nixon and Yang where they
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Control MCI Mild AD Mod AD

(n=26) (n=26) (n=20) (n=20) p-value
Age, mean (SD) 70.9 (9.2) 70.7 (7.3) 76.6 (6.5) 78.3 (3.6) 0.01
Sex female, n (%) 14 (53.8%) 15 (57.7%) 11 (55.0%) 10 (50.0%) ns
MMSE, mean (SD) 29.0 (1.2) 24.5(3.4) 19.3 (4.4) 12.3 (5.2) <0.001
CDR 0 0.5 1 23 <0.001
ApoE 4, % 0% 41.6% 46.1% 40.2% 0.01
CSF AB,,, mean (sem) | 885.2(105.2) | 457.3 (53.0)%** | 513.8(95.9)** | 339.1 (46.2)*** | <0.001
CSF t-tau, mean (sem) | 394.5 (54.6) 534.8 (123.5) 690.4 (73.4)* 982.8 (105.4)** 0.01

Table 1. Demographic and clinical characteristics of CSF donors. MCI: mild cognitive impairment; AD:
Alzheimer’s disease; Mod: moderate-severe; SD: standard deviation; MMSE: Minimental Status Examination;
ns: non-significant. # p-value indicates statistical differences between all groups; *p < 0.05, **p < 0.01,

**%p < 0.001, versus control group.

proposed defects in autophagy promoting apoptotic cell death in neurodegenerative diseases®’. This is consistent
with our results as we observed a reduction in autophagy markers and apoptotic cell death when rat primary
cultures of epithelial choroid plexus cells were incubated with Af in presence of annexin A5. Both, stimulation
of autophagy and apoptotic cell death are tightly regulated by intracellular Ca>* levels®®®. On this regard, mito-
chondria play an important role in cells as they control bioenergetics, Ca?" homeostasis and apoptotic cell death.
Failures in this regulation have been recognised in neurodegenerative disorders. Here, we show that annexin
A5 restored the AB3-induced mitochondrial depolarisation reflected by a reduction in the mitochondrial mem-
brane potential which mirrors the mitochondrial health and function. Therefore, mitochondrial depolarisation
may indicate altered Ca*" homeostasis regulation. Indeed, our work show Af impaired Ca*" homeostasis, and
annexin A5 prevented this effects. A3 exposure made the choroid plexus cells to increase the ER Ca?* stores.
Then, by inducing Ca*" signal, mitochondrial Ca*" uptake was higher. Both effects were restored by annexin A5
incubation. It has been shown AS affects intracellular Ca?* concentration by generating Ca?* permeable channels
in plasma membrane of neurons and astrocytes’®’!. Works carried out in neuronal cells showed AB exposure
induced Ca*" homeostasis impairments’>~7>. In vivo, elevated Ca®" levels in neuronal cytoplasm were linked to
AB,, accumulation’®. The observed protective role of annexin A5 in the Af-induced autophagy impairments
and cell death could be related to its affinity binding preferentially acidic phospholipids in a Ca?>" dependent
manner®. This could be in line with the observed annexin A5 ability to interact with membrane PS. Through this
interaction, it was found that annexin A5 protected neuronal cells against A8 toxicity by competitive inhibition
as both, A8 oligomers and annexin A5 showed binding affinity to PS in the cell membrane in a Ca*"-dependent
manner'®?. In a different scenario, we may also explain the protective role of annexin A5 on AB-induced toxicity
by its Ca®* chelating capacity decreasing the intracellular Ca** concentration. All these observations are consist-
ent with our findings in which we found annexin A5 could have a potential beneficial effect on choroid plexus
and such effect is lost in AD along with progressive increased A3 accumulation. This beneficial effect of annexin
A5 has been proved in other neurodegenerative disorders showing its interaction ability with amyloidogenic
proteins®.

In summary, we show that levels of annexin A5 in choroid plexus from AD are reduced in late stages of dis-
ease, accompanied by high AR levels and cell death and simultaneous increased levels of annexin A5 in CSE. The
data presented here indicate that annexin A5 protects choroid plexus cells from A3-induced autophagic impair-
ments and apoptosis by a Ca?*-dependent mechanism under mitochondrial control.

Material and Methods

All methods were performed following the relevant guidelines and regulations approved by the local ethi-
cal review committee from the Hospital 12 de Octubre Research Institute. Other review committees partially
involved in the present project were the following: 12 de Octubre Hospital, (Madrid, Spain) and Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau (Barcelona, Spain) review committees for research related to CSF samples; The Institute of
Neuropathology Brain Bank IDIBELL-Hospital Universitari de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat, Spain) review
committee, The Netherlands Brain Bank (NBB) (Amsterdam, The Nederlands) review committee and Banco
de Tejidos, Fundacion CIEN (Centro de Investigacion de Enfermedades Neuroldgicas, Madrid. Spain) review
committee for research involving the use of choroid plexus samples from human donors. Informed consent was
obtained from all participants and/or their legal guardians.

CSF collection.  CSF samples (10 ml per subject) from 26 mild cognitive impairment (MCI), 20 mild AD,
20 moderate AD, and 26 healthy control subjects were collected by lumbar puncture upon informed patient
consent. All samples were centrifuged at 3000 rpm at 4 °C for 10 min to remove any cell and debris, aliquoted in
small volumes and stored in low bind polypropylene tubes at —80 °C. Samples were obtained from the Hospital
12 de Octubre Neurology Service (Madrid, Spain), and Hospital de la Santa Creu i Sant Pau Neurology Service
(Barcelona, Spain). Subjects were clinically diagnosed as probably having AD according to the National Institute
on Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA) guidelines””. MCI was diagnosed in patients with cognitive
impairment that did not fulfil the criteria for dementia’®”. All subjects had mini-mental state examination
(MMSE) scores available. Inclusion criteria for cognitively normal older individual subjects were MMSE scores
24-30, no history or clinical signs of neurological or psychiatric disease or cognitive symptoms®. Subjects’
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Control ADI-II AD III-IV AD V-VI

(n=22) (n=21) (n=14) (n=13) p-value
Age, mean (SD) | 71.2 (10.0) 69.4 (9.9) 78.9(7.7) 78.3 (6.6) <0.001
Sex female, n (%) | 9 (40.9%) 7 (33.3%) 6 (42.9%) 6 (46.2%) ns

Table 2. Demographic and clinical characteristics of choroid plexus donors. AD I-VI: Alzheimer disease-
related changes, stages of Braak and Braak; SD: standard deviation; ns: non-significant.

consent was obtained according to Declaration of Helsinki, and approval came from the research ethics commit-
tee of each responsible institution. Written informed consent was given from all participants or representatives.
Subject demographic and clinical characteristics are listed in Table 1.

Tissue samples. Post-mortem choroid plexus tissue was obtained from brain donors diagnosed with
AD and control individuals. Frozen samples were supplied by the Institute of Neuropathology Brain Bank
IDIBELL-Hospital Universitari de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat, Spain), The Netherlands Brain Bank
(NBB) (Amsterdam, The Nederlands), and Banco de Tejidos, Fundacién CIEN (Centro de Investigacion de
Enfermedades Neuroldgicas, Madrid. Spain). In all cases, post-mortem delays before sampling was between
3-8hours. Subjects’ consent was obtained according to the Declaration of Helsinki, and approval came from the
research ethics committee of each responsible institution. For all cases, written informed consent is available.
Subjects were selected on the basis of post-mortem diagnosis of AD according to neurofibrillary pathology and
AR plaques. Control cases were considered those without neurological symptoms and lesions in the neuropatho-
logical examination. A total of 70 samples were categorised into four groups, as presented in Table 2.

Choroid plexus cultures. Choroid plexus epithelial cell cultures were prepared as described previously®'.
Choroid plexus were dissected from 3-5-day-old Wistar rats (Charles River, MA, USA). ARRIVA guidelines
for the care and use of animals were followed. Once disaggregated, choroid plexus epithelial cells were seeded
ata 4 x 10* cells/cm? density on laminin-coated plates and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Thermo
Fisher Scientific, MA, USA), 2 mM L-glutamine and 1% penicillin/streptomycin (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) at 37°C and 5% CO2. After 5-7 days on culture cells reached confluence and they were serum-deprived
for 2hours and oligomerised AB,, (10 uM; AnaSpec, Inc., San Jose, CA) was added. In the experiments with
annexin A5 (15ul/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), this drug was added 1 hour before oligomerised AB3,,, to
allow annexin A5 enter into the cells and avoiding extracellular sequestering of oligomerised A83,,. AB,, stock was
previously dissolved in acetic acid 0.1 M. Oligomeric A@3,, was prepared by incubating a volume of stock solution
in DMEM at 4°C for 24 hours prior addition to the cell cultures as previously described®.

Immunohistochemistry. Human choroid plexus tissue was fixed for 24 hours in 4% paraformaldehyde
(PFA) by immersion. Then, choroid plexus samples were OCT embedded and stored at —80 °C for subsequent
cryostat sectioning (Leica, Wetzlar, Germany). 20 um thick sections were processed free-floating for immunohis-
tochemistry. To carry out immunohistochemistry for A3 deposits, brain slices were 20 min pre-incubated with
88% formic acid and immunolabeled with mouse anti-AB antibody (1:500, MBL, Nagoya, Japan). After overnight
incubation, primary antibody staining was revealed using the avidin-biotin complex method (VECTASTAIN
Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA) and 3,3’-diaminobenzidine chromogenic reaction (Vector
Laboratories, Inc). Images were captured using a light microscope (Zeiss microscope; Carl Zeiss Microimaging,
GmbH, Oberkochen, Germany).

ELISA. Levels of human endogenous A8, in choroid plexus fractions from human subjects were determined
with human specific ELISA kit (Innotest 3-amyloid,_,, Innogenetics, Ghent, Belgium), according to the manu-
facturer’s instructions. Prior to tissue homogenisation, endothelial vessels were removed in order to have pure
choroid plexus epithelium. Obtained data were normalised to protein content.

DNA fragmentation undergoing apoptosis was detected in choroid plexus tissue from human subjects with a
Cell Death Detection ELISAPLUS kit (Roche, Basel, Switzerland). According to the manufacturer’s instructions,
unfixed frozen tissue was incubated with incubation buffer (lysis buffer provided in the kit) and tissue lysates were
transferred to a streptavidin-coated 96 well microplate and allowing nucleosomes to interact with monoclonal
antibodies: antihistone (biotin-labeled) and anti-DNA (peroxidase-conjugated). Finally, the amount of coloured
product was determined using a microplate reader.

Annexin A5 levels in CSF from human subjects were determined with specific human ELISA kit (Abcam,
Cambridge, UK). Briefly, CSF samples were added to the pre-coated wells, followed by the antibody mix. Finally,
the signal intensity was measured at 450 nm using a microplate reader.

Western blot. Conditional medium from choroid plexus cultures was collected and protease and phos-
phatase inhibitor cocktails (Roche, Basel, Switzerland) were added. Choroid plexus tissue and cultured choroid
plexus epithelial cells were homogenised in lysis buffer (50 mM Tris/HCI buffer, pH 7.4 containing 2mM EDTA,
0.2% Nonidet P-40, 1 mM PMSE, protease and phosphatase inhibitor cocktails - Roche, Basel, Switzerland), and
centrifuged for 10 min at 14000 rpm. The supernatant was recovered and stored at —80 °C. Protein content from
cell lysates, and extracellular medium was determined with the BCA method (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA). Equal amount of protein (20 pg per lane) were separated by SDS-PAGE (4-12%) and transferred onto
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polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Millipore, MA, USA). For human choroid plexus tissue homoge-
nates 25 ug of protein were loaded. Non-specific bindings were blocked by incubation in 5% non-fat milk in
Tris-buffered saline (100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4) containing 0.1% Tween (TTBS) for 1 hour at room tem-
perature. Afterwards, membranes were 4 °C incubated overnight with mouse anti-annexin A5 antibody (ab54775,
1:1000; Abcam, Cambridge, UK), rabbit monoclonal anti-p62 antibody (ab91526, 1:20000; Abcam, Cambridge,
UK), and rabbit polyclonal anti-LC3 antibody (NB100-2220, 1:1000; Novus, CO, USA). Protein loading was
monitored using a mouse monoclonal antibody against 3-actin (A1978, 1:10000; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Membranes were then incubated for 1 hour in the appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibodies (1:2000; Dako, CA, USA), and immunocomplexes were revealed by an enhanced chemiluminescence
reagent (ECL Clarity; Bio Rad, CA, USA). Densitometric quantification was carried out with Image Studio Lite
5.0 software (Li-COR Biosciences, NE, USA). Protein bands were normalised to 3-actin levels and expressed as
percentage of the control group.

Bioactivity and cell death quantification. In vitro, cell viability was assessed using Cell Counting Kit-8
(CCK-8 assay, Sigma, St. Louis, USA) according manufacturer’s instructions. Briefly, primary cultures of choroid
plexus epithelial cells were incubated 48 hours with and without oligomerised A3, (10 uM) and treated with or
without annexin A5 (15 pl/ml). Then, CCK-8 solution was added, and absorbance was measured 1 hour later at
450 nm using a microplate reader.

Cell death was assessed 48 hours after incubation with and without both, oligomerised A3, (10 uM) and
annexin A5 (15ul/ml) using the LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit (Molecular Probes, Thermo Fisher
Scientific, MA, USA). Fixed cells were labelled with propidium iodide. Healthy cells were recognised by their
morphology and green staining, whereas propidium iodide-positive red cells (with condensed choromatin) were
scored as apoptotic. Resulting images were taken using a fluorescence microscopy (Zeiss microscope; Carl Zeiss
Microimaging, GmbH, Oberkochen, Germany) at a magnification of 40 x. Fluorescence was quantified using the
Volocity software (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

Measurement of mitochondrial membrane potential (A¥,). AUV, was measured as was
described previously®. Briefly, cells plated on 25 mm laminin-coated coverslips and loaded with 40 nM
tetramethyl-rhodamine methyl ester (TMRM) in a HEPES-buffered salt solution (HBSS) (composed of 156 mM
NaCl, 3mM KCl, 2mM MgSO,, 1.25mM KH,PO,, 2mM CaCl,, 10 mM glucose and 10 mM HEPES; pH adjusted
to 7.35 with NaOH) for 40 min at room temperature and keeping the dye present in the chamber at the time of
recording. TMRM is a cell-permeant fluorescent dye used in the redistribution mode to assess AV, and there-
fore, a reduction in TMRM fluorescence represents mitochondrial depolarisation. Confocal images were obtained
using a Zeiss 510 microscope equipped with META detection system (Zeiss, Oberkochen, Germany) and x 40
oil immersion objective. Excitation wavelength for TMRM was 560 nm and emission was detected above 580 nm.
Z-stack images were obtained and analysed using the Volocity software (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and
TMRM values for untreated cells were set to 100%. TMRM values for A(3,, and/or annexin A5 treated cells were
expressed relative to untreated cells.

Imaging of [Ca?*]. For cytosolic [Ca®"] ([Ca?"].) measurements cells were plated on 25 mm laminin-coated
coverslips and maintained in DMEM supplemented with 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamine and 1% penicillin/
streptomycin at 37 °C and 5% CO2. After 5-7 days on culture, media was replaced with HBSS (156 mM NaCl,
3mM KCl, 2mM MgSO,, 1.25 mM KH,PO,, 2mM CaCl,, 10 mM glucose and 10 mM HEPES, pH adjusted to
7.35) and cells were loaded with fura-2 AM (5uM; Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and
0.005% pluronic for 30 minutes. For simultaneous measurement of [Ca*"]. and A¥,, rhodaminel23 (Rh123,
10uM; Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) was added into the cultures during the last 15 min
of the fura-2 loading period, and cells were then washed. We stimulated P2Y receptors from choroid plexus
cells with 100 uM ATP and we added 1 uM carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) to
depolarise mitochondria. Fluorescence measurements were obtained on an epifluorescence inverted microscope
equipped with a x 20 fluorite objective. Simultaneous [Ca*"]. and AW, were monitored in single cells using
excitation light provided by a Xenon arc lamp, the beam passing sequentially through 10 nm band pass filters
centred at 340, 380 and 490 nm housed in computer-controlled filter wheel (Cairn Research, Kent, UK). Emitted
fluorescence light was reflected through a 515 nm long-pass filter to a cooled CCD camera (Retiga, QImaging,
Canada). All imaging data were collected and analysed using the Andor software (Belfast, UK). The fura-2 data
were not calibrated in terms of [Ca*"]. because of the uncertainty arising from the use of different calibration
techniques. The fluorescent signal is quenched by Rh123 accumulation in polarised mitochondria; in response to
depolarisation the fluorescence signal is dequenched; an increase in Rh123 signal therefore indicates mitochon-
drial depolarisation. We normalised the signals between resting level (set to 0) and a maximal signal generated in
response to the uncoupler FCCP (1 uM; set to 100%).

Data and statistical analysis. In vivo and in vitro results are shown related to healthy donors and untreated
cells, respectively. All of them are expressed as mean = standard error of the mean (SEM) in percentage. In vitro
data were generated from a minimum of three independent replicates per experiment (n=3) performed in dif-
ferent days. For in vivo imaging, each replicate consisted of at least 1 coverslip per condition where a number of
15-30 cells per coverslip were analysed. Statistical analysis and exponential curve fitting were performed using
GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) software. Grubbs outlier filter was used for all data.
Statistical significance for multiple comparisons was calculated by one-way ANOVA followed by Fisher’s LSD
correction. In all cases, statistical significance was set at p < 0.05 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; (#p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 0.0001).
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Ethical approval and informed consent.  All participants gave written informed consent for participa-
tion. ARRIVA guidelines for the care and use of animals were followed. The project in full was approved by the 12
de Octubre Research Institute ethical review committee. Additionally, research related to CSF samples was also
approved by the 12 de Octubre Hospital, (Madrid, Spain) and Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona,
Spain) review committees; research involving the use of choroid plexus samples from human donors was also
approved by the Institute of Neuropathology Brain Bank IDIBELL-Hospital Universitari de Bellvitge (Hospitalet
de Llobregat, Spain) review committee, The Netherlands Brain Bank (NBB) (Amsterdam, The Nederlands) review
committee and Banco de Tejidos, Fundacién CIEN (Centro de Investigacion de Enfermedades Neuroldgicas,
Madrid. Spain) review committee.

Data availability
The datasets generated and/or analysed during the current study are available from the corresponding author on
reasonable request.
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