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Abstract

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD), the most common form of senile dementia, is a
progressive neurodegenerative disorder of multifactorial etiology that usually has an
average duration of 10 years after diagnosis. It is characterized by the formation of
extracellular protein deposits (amyloid plaques) and intracellular (neurofibrillary
tangles). Amyloid plaques are extracellular deposits composed mainly of the B-amyloid
peptide (AB); while neurofibrillary tangles are intracellular aggregates formed by a
hyperphosphorylated form of the cytoskeletal protein tau (P-tau). Thus, AD is a
tauopathy among others, but it is the only one with amyloid plaques, a more specific
phenomenon of this pathology. AP is one of the proteolytic fragments generated by the
processing of a transmembrane glycoprotein called amyloid precursor protein (APP),
through the successive action of two proteolytic enzymes, - and y-secretase. APP can
also be processed by a-secretase, initiating a non-amyloidogenic pathway that does not
generates AP; other secretases, such as n-secretase, act in an alternative manner on APP
in physiological conditions generating different types of fragments. In the AD pathology
there is an imbalance among alternative APP processes that coexist under physiological
conditions. The APP is also subject of post-translational modifications that may partly
determine its further processing by one route or another, such as the glycosylation.
Glycosylation is a co- and post-translational modification consisting in the addition of
carbohydrates to a protein, and plays a critical role in many cellular activities. There is a
growing evidence of an altered glycosylation in the brain of subjects with AD, which
alters the functionality of these glycoproteins and contribute to the pathology.
Therefore, a detailed investigation of the glycosylation processes could be key for the
understanding of the pathogenesis of AD, as well as for the development of diagnostic
methods and novel therapeutic approaches.

Currently, the diagnosis of AD is based on clinical data with the support of
complementary tests. The use of biomarkers is essential to obtain an early diagnosis and
to provide certainty to the clinical diagnosis. The most widely studied CSF biomarkers
have been T-tau (total tau) and P-tau, which are elevated in the CSF of patients with AD
compared to healthy controls, although their specificity is low, as there are high levels

of T-tau and P-tau in other tauopathies and other neurodegenerative disorders; other
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biomarker is the Ap peptide, Ap42, which paradoxically appears decreased in the CSF.
It is believed that this decrease in the CSF is due to its sequestration in plaques, making
it difficult to use as an early biomarker. For all these reasons, other fragments derived
from APP proteolysis have been proposed as alternative biomarkers, and we focus this
thesis on this possibility.

First, we aimed to characterize and determine the levels in the human CSF of the
soluble fragments of the APP ectodomain generated by the amyloidogenic processing,
SAPPB, and the non-amyloidogenic, SAPPa; as well as the full-length form (SAPPf),
recently described in the CSF by our group. Our analysis was carried out in a CSF
collection of patients with AD and controls without the disease, characterized by the
determination of the core biomarkers of AD, AB42, T-tau and P-tau. By electrophoretic
separation, western blot analysis and specific antibodies against specific residues
exposed after the processing by o- or p-secretase, we characterized both sAPPa and
SAPP, species of around 100 and 120 kDa. These soluble fragments could be generated
from neuronal APP variants, APP695, as well as from longer APP variants that carry a
KPI domain (Kunitz-type Protease Inhibitor), mostly expressed in glial cells. None of
these species, SAPPa or for SAPPp, showed changes in their levels in subjects with AD
when compared to controls. Differences between subjects with AD and controls were
detected when the levels of the 100 and 120 kDa species were determined with an
antibody against the C-terminal region of APP, which allows sSAPPf to determined, or
with an antibody against the KPI domain, to determine the SAPP-KPI forms. Although
the absolute levels of these 100 and 120 kDa forms did not show significant differences
in the direct comparison between the AD and controls, the proportion of them revealed
differences that could indicate alterations in expression and/or proteolytic processing.

The levels of the proteolytic fragments SAPPa and SAPPJ were also determined
in brain extracts of the frontal cortex of subjects with histopathological confirmation of
the disease. Similarly to what was observed in the CSF, we did not found significant
differences between the levels of SAPPa and sAPPB fragments, determined by western
blot, in brain extracts of subjects with AD when compared with controls. In addition, this
study was extended to the glycosylation analysis of APP, by the interaction of these
species with different lectins, protein that bind glucans with high spepcificity. First, the
100 kDa species (probably derived from APP695) showed differential glycosylation
versus those of 120 kDa (derived from APP-KPI species), possibly due to their different

cell origin. It was more interesting to note differences in glycosylation between the SAPPa
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and sAPP species, which may indicate that glycosilation determines the processing by
the secretases. Finally, we also observed significant differences in the glycosylation
pattern of SAPPa, when comparing AD extracts with controls, which would demonstrate
glycosylation alterations in APP associated with the pathological condition.

We also include in this thesis studies on the possibility of determining the short
C-terminal APP fragments (CTFs; a membrane-tethered fragment) in the CSF to explore
their potential use as alternative biomarkers. Among the different immunoreactive bands
detected with several antibodies against the C-terminal region of APP, in all cases we
distinguish as the major form species of about 25 kDa compatible by molecular mass to
a CTF resulting from the proteolytic processing of APP by n-secretase (CTFn). The levels
of this 25 kDa APP-CTF were higher in CSF samples of subjects with familiar AD
determined by the presence of mutations in the presenilin-1 gene (PSENI), and
demented Down syndrome subjects (chromosome trisomy 21, which includes the APP
gene), compared to their respective age-matched controls. The 25 kDa APP-CTF was
also found to be increased in the CSF of subjects with sporadic AD when compared to

age-matched controls.
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Resumen

RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (AD), la forma mas comin de demencia senil, es un
trastorno neurodegenerativo progresivo de etiologia multifactorial que suele tener una
duracion media de 10 afios tras el diagndstico. Se caracteriza por la formacion de
depdsitos proteinaceos extracelulares (placas amiloides) e intracelulares (ovillos
neurofibrilares). Las placas amiloides son depdsitos extracelulares compuestos
principalmente por el péptido B-amiloide (AB); mientras que los ovillos neurofibrilares
son agregados intracelulares formados por una forma hiperfosforilada de la proteina
citoesquelética tau (P-tau). Asi, la AD es una tauopatia entre otras, pero es la Unica que
cursa con placas amiloides, fendmeno mas especifico de esta patologia. A es uno de los
fragmentos proteoliticos generados por el procesamiento de una glicoproteina
transmembrana denominada proteina precursora amiloide (APP), a través de la accién
sucesiva de dos enzimas proteoliticas, - y y-secretasa. La APP también puede ser
procesada por a-secretasa, iniciando una via no amiloidogénica que no produce Ap; asi
como por otras secretasas, como la n-secretasa, que actian de manera alternativa sobre
APP en condiciones fisioldgicas generando distintos tipos de fragmentos. Se entiende que
en la patologia de la AD subyace un desequilibrio entre los procesamientos alternativos
de la APP que coexisten en condiciones fisioldgicas. La APP también es objeto de
distintas modificaciones postraduccionales que en parte pueden determinar su ulterior
procesamiento por una via u otra, entre ellas destaca la glicosilacion. La glicosilacion es
un proceso de modificacion co- y postraduccional consistente en la adicion de un glucido
a una proteina, y que desempefia un papel critico en muchas actividades celulares. Existe
una evidencia creciente sobre la existencia de glicoproteinas con glicosilacion alterada en
el cerebro de sujetos con la AD, lo que puede evidenciar alteraciones en la funcionalidad
de dichas glicoproteinas y contribuir a la patologia. Por lo tanto, una investigacion
detallada de los procesos de glicosilacion podria ser clave para la comprension de la
patogénesis de la AD, asi como para el desarrollo de métodos diagnosticos y
aproximaciones terapéuticas novedosas.

Actualmente, el diagnostico de la AD se basa en datos clinicos con el soporte de
pruebas complementarias. El uso de biomarcadores resulta fundamental para avanzar en
el diagnostico precoz y dar certeza al diagnostico clinico. Los biomarcadores del CSF

mas ampliamente estudiados han sido T-tau (tau total) y P-tau, que se encuentran elevados
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en el CSF de pacientes con la AD respecto a controles sanos, aunque su especificidad es
insuficiente, ya que también aumentan en otras tauopatias y otros desordenes
neurodegenerativos; y la forma del péptido AB, Ap42, que paraddjicamente aparece
disminuido en el CSF. Se entiende que esta disminucion en el CSF puede deberse a su
secuestro en placas, dificultando su uso como biomarcador temprano. Por todo ello, se
han propuesto como biomarcadores alternativos otros fragmentos derivados de la
proteodlisis de APP, y en esa posibilidad centramos esta tesis.

En primer lugar, tratamos de caracterizar y determinar los niveles en el CSF
humano de los fragmentos solubles del ectodominio de APP producto tanto del
procesamiento amiloidogénico, sAPPJ, como del no amiloidogénico, sAPPa; asi como
de la forma sin procesar proteoliticamente (SAPPf), recientemente descrita en el CSF por
nuestro grupo. El analisis se realizd en una coleccién de CSF de pacientes con la AD y
controles sin la enfermedad, caracterizados por la determinacion de los biomarcadores
clasicos de la AD como son APB42, T-tau y P-tau. Mediante separacién electroforética,
analisis por western blot, y utilizacion de anticuerpos especificos para el extremo
resultante del procesamiento por a- o 3-secretasa de la APP, caracterizamos, tanto para
sAPPa como para sAPPp, especies de alrededor de 100 y 120 kDa. Estas especies se
podrian corresponder con las formas resultantes de las variantes de APP neuronales,
APP695, y variantes mas largas portadoras del dominio proteico denominado KPI
(Kunitz-type protease inhibitor), expresadas normalmente en células gliales. Ninguna de
estas especies mostré cambios en sus niveles, ni para sAPPa ni para sAPP, en sujetos
con la AD al ser comparados con controles. Si se detectaron diferencias entre sujetos con
la AD y controles cuando los niveles de las especies de 100 y 120 kDa se determinaron
con un anticuerpo contra la region C-terminal de APP, que permite determinar sAPPf, o
con un anticuerpo contra el dominio KPI, para determinar las formas SAPP-KPI. Aunque
los niveles absolutos de estas formas de 100 y 120 kDa no mostraron diferencias
significativas en la comparacién directa entre los sujetos con la AD y los controles, la
proporcién de las mismas si reveld diferencias que podrian indicar alteraciones en la
expresion y/o procesamiento proteolitico.

Los niveles de los fragmentos proteoliticos sAPPa y sAPP, también fueron
determinados en extractos cerebrales de corteza frontal de sujetos con confirmacién
histopatoldgica de la enfermedad. De manera semejante a lo observado en el CSF, no
encontramos diferencias significativas entre los niveles de fragmentos sAPPa y sAPPS,

determinados por western blot, en extractos cerebrales de sujetos con la AD al

X



Resumen

compararlos con los controles. Ademas, este estudio lo extendimos al anélisis de la
glicosilacion mediante la interaccion de estas especies con diferentes lectinas. En primer
lugar, las especies de 100 kDa (derivadas probablemente de la APP-695, mayormente
neuronal) mostraron glicosilacion diferencial frente a las de 120 kDa (derivadas de
especies APP-KPI, mayormente de origen glial), posiblemente reflejando el distinto
origen celular. Resultd mas interesante constatar diferencias en la glicosilacion entre las
especies sSAPPa y sAPPp, lo cual puede indicar que ciertas glicoformas se procesan
proteoliticamente por una via preferencial. Finalmente, también observamos diferencias
significativas en el patron de glicosilacion de la SAPPa al comparar extractos de sujestos
con la AD con controles, lo que demostraria alteraciones en la glicosilacion asociadas a
la condicion patoldgica.

Por ultimo, en esta memoria también estan incluidos los estudios sobre la
determinacion de pequefios fragmentos C-terminales de APP (CTFs; asociados en
principio a membrana) en el CSF, para explorar su potencial empleo como biomarcadores
alternativos. Entre las distintas bandas inmunoreactivas a anticuerpos generados contra la
regién C-terminal de APP, en todos los casos, distinguimos como la forma mayoritaria
una especie de unos 25 kDa, compatible por tamafio con el CTF resultante del
procesamiento proteolitico de la APP por la n-secretasa (CTFn). Los niveles de este APP-
CTF de 25 kDa fueron superiores en muestras de CSF de sujetos con AD genético
determinado por la presencia de mutaciones en el gen de la presenilina-1 (PSEN1), y
pacientes dementes con sindrome de Down (trisomia en cromosoma 21 que incluye el
gen APP), respecto a sus controles de edad pareada. EI APP-CTF de 25 kDa también se
encontré aumentado en el CSF de sujetos con AD esporadico al ser comparados con

controles de edad pareada.
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En el afio 1906, Santiago Ramén y Cajal obtuvo el premio Nobel de Medicina,
junto a Camillo Golgi, en reconocimiento a su trabajo sobre la estructura del sistema
nervioso. Mediante sus investigaciones sobre los mecanismos que gobiernan la
morfologia y los procesos conectivos de las células nerviosas, desarroll6 una nueva y
revolucionaria teoria que empezo a ser llamada la “doctrina de la neurona”, basada en que
el tejido cerebral estd compuesto por células individuales. Sus investigaciones originales
sobre la estructura microscopica del cerebro lo convirtieron en un pionero de la
neurociencia moderna y sus trabajos han servido de inspiracién a generaciones de
pensadores e investigadores posteriores. Frases como “mientras el cerebro sea un
misterio, el universo continuara siendo un misterio” o “las neuronas son como misteriosas
mariposas del alma, cuyo batir de alas quién sabe si esclarecera algun dia el secreto de la
vida mental”, reflejan un objetivo pendiente desde sus dias, como es comprender los
mecanismos que subyacen a los procesos mentales [1].

En ese mismo afio, 1906, se produjo el fallecimiento de la primera paciente
identificada con enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer Disease), cuya
patogenia sigue sin estar esclarecida por completo a dia de hoy. El psiquiatra aleméan
Alois Alzheimer conocio en el afio 1901 a Auguste Deter, una mujer de 51 afios con un
cuadro clinico que no encajaba con ninguna patologia descrita hasta la época.

“Uno de los primeros sintomas fue un fuerte
sentimiento de celos hacia su marido. Pronto mostro
progresivos fallos de memoria, no podia encontrar
el camino a casa, arrastraba objetos sin sentido, se
escondia, 0 a veces pensaba que otras personas
querian matarla, de forma que empezaba a gritar”.

“Durante su internamiento, sus gestos
| mostraban una completa impotencia. Estaba
desorientada en espacio y tiempo. De cuando en
| cuando decia que no entendia nada, que se sentia
confusa y totalmente perdida. A veces consideraba
la llegada del médico como la visita de un

funcionario y pedia perddn por no haber acabado su

Figura 1.1. La paciente Auguste | trabajo, mientras que otras veces comenzaba a
Deter. [2]

gritar por temor a que el médico quisiera operarla.

En ocasiones lo despedia completamente indignada, chillando frases que indicaban su
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temor a que el médico quisiera herir su honor. De vez en cuando estaba completamente
delirante, arrastrando las mantas de un lado a otro, llamando a su marido y a su hija, y
con aspecto de tener alucinaciones auditivas. Con frecuencia gritaba durante horas y con
una voz horrible”.

“La regresion mental avanz6 gradualmente. Tras cuatro afios y medio de enfermedad,
la paciente fallecid. Al final estaba completamente apatica y confinada a la cama, donde
adoptaba una posicion fetal” [3].

Alois Alzheimer la sigui6 desde 1901 hasta su fallecimiento en 1906, cuando pudo
examinar su cerebro al microscopio, el cual fue tefiido con una tincion de plata
denominada “de Bielschowsky”, mostrando unas estructuras particulares o neurofibrillas,
que posteriormente se demostré como una estructura caracteristica de los cerebros de
sujetos con la patologia que pasé a recibir la denominacion de Alzheimer. Asi, en el
interior de las neuronas se observaron una o varias fibras Unicas prominentes por su grosor
e impregnabilidad. Estudios posteriores demostraron que en estadios mas avanzados de
la enfermedad, se aprecian muchas fibrillas en paralelo con los mismos cambios,
acumulandose hasta formar densos haces que avanzaban de forma progresiva hasta la
superficie de la célula [4]. Finalmente, Alzheimer también describi6 un conjunto de haces
de fibrillas, sin nucleo ni citoplasma en algunas ocasiones, en el lugar donde habia
existido una neurona.

Entre un cuarto y un tercio de todas las neuronas de la corteza cerebral, mostraban
alteraciones en la tincién de sus neurofibrillas, coloreandose de un modo diferente
respecto de las neuronas normales. Esto parecia indicar que se habia producido una
transformacion quimica de la sustancia fibrilar, sobreviviendo asi las fibrillas a la
destruccion de la célula. Su transformacion quimica, podia ser la razon por la que
sobrevivian a la destruccion celular, coincidiendo con el almacenamiento de un producto
patoldgico todavia desconocido en aquella época, fruto de un metabolismo neuronal
alterado [3].

Como adelantamos, durante los siguientes afios fueron reportados casos similares,
siendo categorizada por primera vez la patologia como “enfermedad de Alzheimer” por
Emil Kraepelin. A lo largo del siglo XX se ha ido perfilando el diagndstico respecto al
curso clinico de la enfermedad y confirmacion neuropatolégica post mortem [4]. La AD
es el principal tipo de demencia y se engloba dentro de las denominadas enfermedades
neurodegenerativas, que constituyen un grupo heterogéneo de patologias que afectan al

sistema nervioso central (CNS, del inglés Central Nervous System) [5].
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La AD se esta convirtiendo en la epidemia del siglo XXI ya que se encuentra
ligada al envejecimiento de la poblacién. La mejora en las condiciones de vida y en los
sistemas sanitarios han condicionado un aumento en la supervivencia, y con ello un
incremento en la prevalencia de patologias asociadas a la edad. Por ello, cabe esperar un
aumento muy significativo del nimero de personas con deterioro cognitivo y demencia.
Este hecho supondra un reto de preocupantes dimensiones sociosanitarias en las proximas
décadas [6], tanto en el ambito nacional como internacional, proyectandose como el grupo
de enfermedades con mayor impacto en términos de prevalencia y gasto del presupuesto.
Actualmente, mas de 50 millones de personas en el mundo padecen demencia senil [7],
lo que extrapolado al afio 2050 seréa superior a 130 millones. La mayoria de estas personas
recibe un diagnostico tardio, lo que genera un retraso en el inicio de tratamiento [8], con

consecuencias negativas sobre la evolucion y el prondstico.

1. La enfermedad de Alzheimer

La demencia tipo Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de
etiologia multifactorial, que se manifiesta como deterioro cognitivo y trastornos
conductuales. Provoca la alteracion de mdultiples funciones corticales superiores,
incluyendo la memoria, el pensamiento, la orientacion, la comprensién, el célculo, la
capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio. Suele tener una duracion media
aproximada de 10 afios tras el diagnostico, aunque esto puede variar en proporcion directa
con la severidad de la enfermedad en el momento de su deteccion [9].

Por otro lado, es la forma mas comdn de demencia, con una prevalencia del 50-
60% sobre el resto de las enfermedades que cursan con demencia. Ademas, muestra un
aumento exponencial con la edad, afectando al 24-33% de la poblacion mayor de 85 afios
[10], y representa la quinta causa de muerte mas frecuente en la poblacion mundial [7].
La prevalencia en Europa es del 5,1%, mientras que la prevalencia por sexo es del 3,3%
en los hombres y del 7,1% en las mujeres, con igual tendencia creciente con el aumento
de la edad [11].

Si miramos hacia el futuro, esperamos un aumento en la esperanza de vida, y por
consiguiente un aumento de personas que alcancen la edad critica para desarrollar esta
patologia. De este modo, si no se encuentra un tratamiento que frene o cure su evolucién,
en el afio 2050 puede que 1 de cada 85 personas en el mundo padezcan la enfermedad
[12].
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Teniendo en cuenta la larga duracion de la AD, el estado de discapacidad y
dependencia que genera, ademas de la carga social y econémica que implica, es evidente
que existe una necesidad de progreso cientifico en el campo de los trastornos

neurodegenerativos, especialmente de aquellos asociados al envejecimiento.

1.1. Caracteristicas patoldgicas

Las caracteristicas clinicas definitorias de la AD son la manifestacion de un
funcionamiento deficiente de algunos de los elementos que constituyen el SNC, como
consecuencia de variaciones progresivas que se desarrollan durante afios. La causa de
estas modificaciones no es del todo conocida, pero se han demostrado cambios a nivel
molecular que tienen repercusion a nivel celular, estructural y funcional [13].

A nivel estructural, la AD afecta en primer lugar al sistema limbico, mas
concretamente al hipocampo, lo cual provoca el deterioro de la memoria y cambios en el
estado de animo. Después, afecta a la corteza cerebral, condicionando la dificultad para
controlar las emociones e impidiendo la realizacion de actividades basicas de la vida
diaria como comer o el aseo personal. Finalmente, en etapas avanzadas de la enfermedad
afecta el tronco del encéfalo, alterando el funcionamiento de multiples 6rganos y de
determinados reflejos necesarios para la supervivencia (como la deglucion), llevando al

individuo a situaciones que pueden ser incompatibles con la vida [14].

caracteriza por la formacion de depdsitos

A nivel molecular, la enfermedad se Co?eza' /_,; ) S:r‘;t;ﬁ
i ro?ta A2 v 1A ~ posterior

proteinicos extracelulares (placas amiloides)
e intracelulares (ovillos neurofibrilares) [15],
los cuales se relacionan con la pérdida

neuronal y sindptica, asi como con la Amigdala -~ ; :
Corteza /Hipocampo Th

proliferacion de astrocitos en el area cercana  entorrinal Corteza ¥
. temporal ‘-
a las neuronas degeneradas (astrocitosis). inferior

También puede observarse angiopatia
o . Figura 1.2. Distribucion de las placas
amiloide [16] cuando los depésitos son | seniles y los ovillos neurofibrilares en

fases avanzadas de la AD. [14]

vasculares, asi como inclusiones de tipo

cuerpos de Lewy [17], favoreciendo todo ello la activacion de mecanismos de inflamacion
con implicacion de otro elemento glial, la microglia [18].
Las placas amiloides son depdsitos extracelulares compuestos principalmente por

el péptido B-amiloide (AP), rodeados de neuritas distréficas, astrocitos y microglia;
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mientras que los ovillos neurofibrilares son agregados intracelulares formados por la

forma hiperfosforilada de la proteina tau (P-tau), una proteina que se encuentra asociada

a los microtubulos (Figura 1.3).
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de la AD, y el estudio de los mecanismos
patogénicos que conllevan a estos cambios
son el objetivo principal en la investigacion
de la enfermedad [10]. Segun la hipotesis
amiloidogénica, aquella que despierta mayor
consenso en el campo, la
sobreproduccién/agregacion de los péptidos
AP seria la causa primigenia y
desencadenante de la patologia, activando la

Ovillos cascada de cambios patologicos que siguen

- - a continuacion, como la disfuncion sinaptica
Figura 1.3. Placas y ovillos en corteza

cerebral de cerebro con la AD. [10] y la pérdida neuronal en las éareas afectas

[19]. Los mecanismos de interrelacion entre
el metabolismo amiloide y la fosforilacion de tau siguen sin ser descifrados, y son materia

de controversia.

1.1.1. Formacion de placas amiloides

Tal y como se ha comentado con anterioridad, el componente principal de las
placas amiloides es la proteina AP, un fragmento proteolitico pequefio de unos 4 kDa
generado a partir de la proteina precursora amiloide (APP, del inglés amyloid precursor
protein) [15], que tiene un tamafio aproximado de unos 100-120 kDa. Se trata de una
proteina trasmembrana de tipo | con un tiempo corto de residencia en la membrana
plasmaética, siendo rapidamente procesada, por vias alternativas, a través de proteasas
conocidas como secretasas. Estas secretasas actuan de manera secuencial. En la conocida
como via amiloidogénica, que es la responsable de la generacion del péptido AP, actian
la B- y la y-secretasa, mientras que en la via no amiloidogénica, via que no genera AP, la
APP es procesada por la a- y la y-secretasa. Ambas vias coexisten en condiciones
fisioldgicas normales, asi como con otras vias alternativas. Todos estos aspectos seran

tratados con detalle méas adelante.
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De este modo, el péptido AP se produce de forma constitutiva durante el
metabolismo celular normal, y puede encontrarse como péptido circulante en el liquido
cefalorraquideo (CSF, del inglés cerebrospinal fluid) de humanos y otros mamiferos, asi
como en plasmay otros fluidos [20]. La mayor parte del A total producido por las células
se encuentra en su forma mayoritaria, que es la de Ap40 (40 aminoacidos), y en menor
proporcién en su forma mas larga que es la de AB42 (42 aminoacidos). También se han
descrito formas menores con distinta longitud de aminoacidos [21].

La forma AP42 es la que mayor capacidad tiene de formar agregados y se cree
que puede ser la responsable del inicio de la formacidn de oligdmeros [22]. Los agregados
de las distintas especies de AP finalmente formaran fibras y placas amiloides, cosa que
sucede cuando éste se genera en altas concentraciones y es potencialmente coadyuvado
por otros factores por determinar. Los estudios inmunohistoquimicos han revelado que
las especies “largas” de AP (AB40 y AB42) tienen diferente distribucion en los depositos
cerebrales respecto a otras isoformas mas cortas. De hecho, mientras que la angiopatia
amiloide y las placas seniles estan constituidas por péptidos A cortos y largos, el
principal componente de las placas difusas parece ser el AB17 [23]. En definitiva, las
especies “largas” de APy particularmente los oligdbmeros de AB42 son las que se asocian

al desarrollo y progresion de la AD.

1.1.2. Formacion de ovillos neurofibrilares

Estos depdsitos intracelulares se componen principalmente por la proteina
citoesquelética tau en su forma hiperfosforilada, P-tau. Tau es una proteina axonal soluble
que se une a los microtabulos, y sus funciones son promover el ensamblaje y estabilizarlos
a través de su union a la tubulina. También mantiene el citoesqueleto neuronal, con la
finalidad de garantizar el transporte de proteinas axonales [24][25].

La proteina tau es codificada por el gen MAPT y en humanos se localiza en el
cromosoma 17, pudiendo ser objeto de procesamiento alternativo para generar distintas
isoformas. En su region carboxilo terminal, presenta 3-4 dominios repetidos en tandem
de unién a microtdbulos, cuya secuencia de aminoécidos esté altamente conservada y es
codificada por los exones 9-12. Asi, su estructura puede combinarse con microtdbulos a
través de dicho dominio, y anclarse al citoesqueleto o a la membrana celular a traves del
dominio amino terminal, variable en sus insertos entre las isoformas de tau [26]. La

fosforilacion de los residuos de serina y treonina, que flanquean el dominio de unién a
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microtubulos de tau, regula sus interacciones con tubulina e influye en su estado
conformacional [27][28]. De este modo, la actividad bioldgica de tau esta regulada por
su grado de fosforilacion, y dicha fosforilacion esta a su vez regulada por el equilibrio
entre multiples quinasas como la GSK-3p (del inglés glycogen synthase kinase 3) y la
Cdk5 (del inglés cyclin dependent kinase 5), y por fosfatasas como PP-1 y PP-2A (del
inglés protein phosphatase 1y 2A).

En las neuronas, la fosforilacion y desfosforilacion de la proteina tau se encuentra
en un equilibrio dindmico. Sin embargo, en las neuronas de los sujetos con la AD la
proteina tau aparece hiperfosforilada de manera anormal; hasta en 30 residuos de
serina/treonina, y mostrando una solubilidad alterada [29]. Esta hiperfosforilacion de tau
se produciria como consecuencia de un desequilibrio entre las quinasas y fosfatasas ya
comentado,

Neurona sana

provocando isoformas

Tau se une a los microtubulos y los estabiliza

i

de P-tau que no realizan

Microtihulos adecuadamente su

funcién de ensamblaje

Neurona enferma

- de microttbulos, dando

lugar a alteraciones en
—_— Pérdida de la union de tau y

-~ \J = . . . .
. \ d de los microtibul
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s S Microtiabulos
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transporte axonal [30].
A su vez, P-tau
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tau normal y otras

proteinas asociadas a

Figura 1.4. Esquema de la proteina tau y su funcion en los microtdbulos
microtdbulos en neurona sana y en neurona enferma de AD. ’
[32] comenzando a

agregarse en fibras insolubles y formando los ovillos neurofibrilares (Figura 1.4.). Esta
hiperfosforilacion patoldgica estd asociada a otras modificaciones tales como
glicosilacion y ubiquitinacion. Tanto la pérdida de estabilidad de microtubulos, como la
formacion de ovillos causan alteraciones en la funcion neuronal y sinaptica [10].

La opinién mayoritaria en el campo, pero también controvertida, es que un
metabolismo anormal amiloide con la generacioén de exceso de oligdmeros de A, actua

como desencadenante para promover la activacion de la via que induce la
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hiperfosforilacién de tau. Al mismo tiempo, tau también influye en la formacion de AP,

creando un bucle pernicioso que desencadena la patologia [31].

1.2. La proteina APP

Tal y como se ha descrito con anterioridad, el péptido A [33] se genera a través
del procesamiento de APP, una glicoproteina transmembrana de tipo I. EI gen de esta
proteina esta localizado en el cromosoma 21 y contiene 18 exones [34]. Se trata de una
proteina ubicua cuyo gen es objeto de un procesamiento alternativo, pudiéndose distinguir
tres isoformas principales en el CNS: APP695, APP751 y APP770 que estan formadas
por 695, 751 y 770 aminoacidos respectivamente.

La APP695, que excluye los exones 7 (dominio inhibidor de la proteasa Kunitz o
KPI) y 8 (dominio del antigeno Ox-2), es la forma transcrita mayoritariamente en
neuronas [35]. La APP751 (sin el exén 8) y la APP770 (con los exones 7 y 8) son
identificables en el CNS asociadas a tejido endotelial y vascular, pero también en la glia
[36]. Las formas largas APP751y APP770 son comunmente conocidas como formas KPI.
En otros tejidos también se han descrito otras variantes de APP como la formas APP639
[37], y las APP677, APP696, APP733, APP752, estas Ultimas todas carentes del exon 15
[38].

1.2.1. Maduracion y trafico intracelular de APP

APP, como proteina transmembrana de tipo I, posee un extremo corto carboxilo
terminal hacia el citosol, mientras que su dominio extracelular amino terminal es mucho
maés largo. El dominio A abarca parte del dominio transmembranay del extracelular, por
lo que al generarse por procesamiento proteolitico quedaria soluble. La APP se sintetiza
en el reticulo endoplasmico (ER, del inglés endoplasmic reticulum), y como otras
glicoproteinas de membrana se transporta a la misma a través de la red de Golgi [39].
Durante su transporte, la proteina APP sufre varias modificaciones co- y
postraduccionales que incluyen glicosilacién, fosforilacién, ubiquitinacion y
sulfataciones de tirosina [40]. Las alteraciones en las modificaciones postraduccionales
pueden determinar una via preferente de ulterior procesamiento proteolitico. La via
amiloidogénica se ve favorecida como resultado de la retencién elevada de APP en
compartimentos de pH acidico como los endosomas, mientras que un rapido transito a
membrana y/o disminucion de su internalizacién desde la superficie celular promueve el

procesamiento de APP por la via no amiloidogénica (Figura 1.5.) [41]. Asi, existen
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evidencias de que la O-glicosilacion de APP, por adicion de un residuo N-
Acetilglucosamina (GIcNAc), favorece su procesamiento prote6litico no amiloidogénico,
propiciando la accion de la a-secretasa [42]. Aumentos en la glicosilacion por O-GIcNAc,
como los propiciados por la prostaglandina J2 (un mediador enddgeno de la inflamacion)
parecen disminuir la cantidad de APP que seria degradada por el proteosoma [43]. Del
mismo modo, la glicosilacion de APP mediada por la glucosiltransferasa de tipo mucina
GalNAc-T6 (polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 6), que parece glicosilar
APP muy cerca del sitio de escision por la B-secretasa o BACEL, previene el
procesamiento amiloidogénico y por tanto la generacion de AP [44]. Los procesos de
glicosilacion recibiran un tratamiento mas detallado en el apartado 1.2.4.

El trafico intracelular de APP también se regula por interacciones a través del
dominio citosdlico de diferentes adaptadores intracelulares, pudiendo dar como resultado
una mayor o menor generacion de AP [41][45].

Por Gltimo, se sabe que la APP se localiza en la membrana en forma de dimeros,
y que el propio proceso de dimerizacion en fracciones subcelulares determina también la

via de procesamiento proteolitico [46]. El conocimiento de los mecanismos relacionados
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son transportadas a la membrana plasmatica. (2) La APP es proteolizada en la membrana plasmatica por la o-
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de Yuksel [34]
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con la maduracion/transporte de APP y su dimerizacién, podrian proporcionar nuevas

dianas terapéuticas potenciales para el tratamiento de la AD.

1.2.2. Procesamiento de APP

Como se ha comentado en repetidas ocasiones, la APP se procesa por dos vias
principales, la amiloidogénica y la no amiloidogénica. En la membrana plasmaética esta
proteina es cortada por la a-secretasa iniciando la via no amiloidogénica. Mediante un
mecanismo por esclarecer, puede internalizarse dentro de vesiculas recubiertas de clatrina
a través de la via endosomica o lisosomica y ser procesada por BACEL [47][48]. A dia
de hoy, todavia se discute si la region subcelular donde se localiza la APP es el
determinante Gltimo de la via de procesamiento, puesto que puede procesarse incluso en
su transito a membrana. Una vez en la membrana plasmatica, su localizacion en balsas
lipidicas y otros multiples factores también pueden determinar la via de procesamiento
[34].

De cualquier modo, siguiendo la hipotesis mas consensuada, el procesamiento
amiloidogénico comienza con la internalizacion de APP en endosomas, que también
concierne a la proteina transmembrana BACEL [49]. El procesamiento por BACE1
determina la generacion de un fragmento soluble largo de APP N-terminal denominado
sAPPf, y un fragmento que contiene el dominio C-terminal y que permanece anclado a
la membrana (denominado CTFf de C-terminal B, o C99 refiriéndose a la longitud en
aminodacidos). Tras este primer corte, actuaria la y-secretasa sobre el CTF[3 generando dos
fragmentos solubles, el AP, y un fragmento denominado APP-ICD (por el dominio
intracelular), este ultimo es soluble en el citosol. La y-secretasa no corta APP en una
secuencia consenso, pudiendo procesar el CTF de APP en multiples sitios, generando
asi diferentes isoformas del péptido A de distinta longitud (AB36/AB43) [50][51], siendo
la isoforma AP42 la mas amiloidogénica y asociada con la progresion de la AD. Resulta
[lamativo que durante la progresion de la AD, la concentracion de AP42 incrementa en el
cerebro de los pacientes con Alzheimer debido a un aumento en su produccién y/o
deficiencia en mecanismos de degradacion. Sin embargo, los niveles de AB42 y AB40
en el CSF de pacientes con la AD disminuyen, presumiblemente debido a que AP queda
secuestrado en las placas y no trasvasa al CSF. En este contexto, con dos dindmicas
jugando en direcciones opuestas, aumento de produccion y aumento de deposicion, la
interpretacion de los cambios en los niveles de AP en el CSF, particularmente en las

etapas presintomaticas de la enfermedad, resulta complicada [52].
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Como se ha comentado, parece que los péptidos AP se generarian tras su
internalizacion, pero independientemente de esto, no se puede descartar la accion de
secretasas en otras regiones subcelulares [47][53][54]. De cualquier modo, los péptidos
AP podrian ser secretados fuera de la célula directamente o en exosomas [55], y
finalmente las formas toxicas serian las causantes de la formacién de oligbmeros. Estos
oligdbmeros son los que tras formar protofibrillas y fibrillas finalmente se acumularian
como placas seniles [56].

No obstante, se asume que en condiciones fisiologicas, aunque se produzca la via
amiloidogénica, la mayoria de moléculas de APP son proteolizadas por la via no
amiloidogénica sin generarse AP. La via no amiloidogénica comienza en la membrana
plasmatica en la que reside la a-Secretasa, aunque algunos estudios apuntan al
procesamiento incluso durante su trafico a la membrana. En el cerebro, la principal o-
secretasa parece ser ADAM10, aunque otras metaloproteasas han demostrado también
esta actividad [57].

La a-secretasa corta la APP en una region cercana a la accion de BACEL, pero en
este caso, al tratarse de un dominio transmembrana situado en una regién mas interna,
incluye parte de la secuencia que corresponderia al AB, por lo que su accion imposibilita
la generacion del péptido. De este modo, la a-secretasa libera un fragmento soluble largo
de APP N-terminal denominado en este caso sAPPa, y un fragmento que permanece
anclado a lamembrana denominado CTFa o C83 (por su longitud de 83 aminoacidos). El
ulterior procesamiento del CTFo por la y-secretasa genera un péptido de 3 kDa
denominado p3 sin propiedades amiloidogénicas, y un ICD soluble intracelular [58] (ver
Figura 1.6.).

Por tanto, la decision sobre la via de procesamiento de la APP depende en gran
medida de su ubicacion subcelular, y en consecuencia, de la vecindad de APP con segln

que secretasas [41].
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terminal de APP (CTF e ICD) (no representado a escala). Ademas, se muestran los puntos de corte de APP por
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de unién.

1.2.3. Vias alternativas de procesamiento de APP

Recientemente se han descubierto nuevas proteasas/secretasas que procesan

alternativamente APP y pueden determinar la generacion de AP. La posibilidad de la

participacion de estas secretasas en la neurodegeneracion puede comenzar una nueva

etapa en la investigacion de tratamientos contra la AD [34].
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Figura 1.7. Puntos de corte de la proteina APP. Representacién de APP y sus distintos puntos de
corte a través de los cuales es proteolizada mediante diversas secretasas. Estas secretasas actlian en cada una de
las vias de procesamiento conocidas hasta el momento (segln se indica en Figura 1.6.). Se documenta el
procesamiento proteolitico para la y-secretasa en el sitio habitual y, y en los alternativos € (46 aminacidos) y € (48-
49 aminoacidos), que originalmente generan formas mas largas de AP que sufren un recorte sucesivo cada 3-4
aminoécidos por el mismo complejo. Imagen original tomada de Yuksel [34].

A. Meprina

La meprina B es una metaloproteasa dependiente de zinc que se encuentra
localizada en variedad de tejidos. Es capaz de procesar APP, bien en el mismo sitio que
BACEL (dando lugar también a la generacion de ApB), o bien dentro de la la region N-
terminal del AP, generando péptidos de 11y 20 kDa, los cuales han sido hallados en tejido
cerebral humano en condiciones no patolégicas (Figura 1.7.). De este modo, la meprina
B es también conocida como B-secretasa alternativa [59][60]. La posible participacion de
meprina B en la patologia amiloide se apoya en el hallazgo de niveles aumentados de
ARN mensajero (ARNm) en cerebros post mortem de pacientes con AD [61]. También
se ha demostrado que la meprina f compite con ADAMI10 por el procesamiento de APP
en la superficie celular [60].

B. n-secretasa

La enzima conocida como n-secretasa procesa APP en regiones mas alejadas del
dominio AP (en los aminoacidos 504-505 de APP695), generando un extremo N-terminal
largo, pero mas corto que los ya mencionados sAPPa y sAPPB, y un CTFn (C191) de
aproximadamente unos 25 kDa (Figura 1.7.). El procesamiento posterior de este CTFn
ocurre por ADAM10 o BACEL liberando péptidos denominados o-An y B-An,
respectivamente [62]. Se ha determinado que la generacion del CTFn por m-secretasas

podria estar mediado por la metaloproteasa MT5-MMP (enzima de matriz ligada a la
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membrana), que previamente se demostrd que posee la capacidad de escindir APP in vitro
[63][62]. También se ha demostrado que el CTFn aumenta en un modelo de raton
transgénico APP/PS1 (el denominado APPPS1-21), y en los cerebros humanos con la
AD. Ademas, la potenciacion a largo plazo se ve significativamente atenuada ex vivo en
rodajas de hipocampo tratadas con péptidos a-An [62]. La investigacion adicional
realizada mediante el uso de ratones transgénicos 5xFAD (del inglés Familiar Alzheimer
Disease) respalda el efecto de la n-secretasa en la patologia amiloide, la neuroinflamacion
y el deterioro cognitivo [64][65]. Ademas de MT5-MMP, la metaloproteasa MT1-MMP
también se ha descrito recientemente como proamiloidogénica. In vitro MT1-MMP,
aumenta la produccion de AB y CTFp (lo cual conlleva una accion posterior de BACEL)
en un proceso que implica la modulacion del trafico de APP [66]. Estos estudios resaltan
la importancia de considerar ciertas metaloproteasas como potenciales dianas para la AD.

C. o-secretasa

La conocida como 3-secretasa es una endopeptidasa de asparagina que también
escinde APP en su dominio N-terminal (residuos Asn373 y Asn585 de APP), y que
curiosamente también puede procesar tau [67] (Figura 1.7.). La d-Secretasa parece que
interactia con APP en los endosomas. Ademas, la escisién de APP por esta secretasa
facilitaria el procesamiento posterior de APP por BACEL1, lo que llevaria a un aumento
en la generacion de AB. Un estudio original sobre los niveles de d-Secretasa en cerebros
con la AD respaldd su papel amiloidogénico [67]. En otro estudio del mismo grupo, se
reveld una mejora de las funciones cognitivas de los ratones 5xFAD tras el tratamiento
con un inhibidor de la &-secretasa bioactivo y permeable al cerebro [68]. Este grupo
también ha demostrado recientemente la capacidad del procesamiento por 6-secretasa de
tau, correlacionandolo con la produccion de A [69].

D. CatepsinaB

La catepsina B es una cisteina proteasa lisosomica que se identifico por primera vez

en las placas seniles de cerebros post mortem de sujetos con la AD [70]. Investigaciones
posteriores han demostrado niveles reducidos de AP y una mejora en la funcién de la
memoria tras la inhibicion de la catepsina B o su delecion genética [71][72][73][74].
Asimismo, se ha determinado que los niveles de catepsina B se encuentran elevados en
el plasma de pacientes con la AD en comparacién con controles sanos [75]. Estos
experimentos llevaron a proponer la catepsina B como una nueva B-secretasa. Al
contrario, otros estudios mostraron una disminucion de la expresion de catepsina B en

monocitos de personas con la AD [76], asi como un aumento de los niveles de AB en
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ratones transgénicos modelo de la AD tras la inhibicion de la catepsina B [77][78]. Estos
resultados contradictorios fueron respaldados por un estudio reciente en el que las
inyecciones en el hipocampo de ratones transgénicos APP/PS1 con adenovirus que
expresaban catepsina B, redujeron la patologia amiloide en estos ratones, que también
mostraron mejoras de aprendizaje y comportamiento [79]. En este complejo escenario,
también se ha demostrado que la catepsina B, puede desempefiar un papel en la induccién
de neuroinflamacion mediada por microglia tras la exposicion sistémica de ratones al
lipopolisacarido de la bacteria periodontal Porphyromonas gingivalis encontrada en el
cerebro de pacientes con la AD; lo que sugiere que la catepsina B es un posible objetivo
terapéutico en el tratamiento de la AD asociada a periodontitis [80]. Estos resultados
contradictorios apuntan a la necesidad de una mayor investigacion sobre el papel de la
catepsina B en la patologia amiloide.

En resumen, resulta imprescindible ampliar nuestro conocimiento sobre mecanismos
fisiopatoldgicos adicionales a las vias clasicas de procesamiento de APP, con el fin de

definir estrategias adecuadas de tratamiento complementario o alternativo.

1.2.4. Glicosilacion de proteinas y su relacion con el Alzheimer

La glicosilacion es una de las formas mas comunes y complejas en cuanto a
modificacion co/postraduccional de las proteinas. Se trata de la union covalente de ciertos
residuos glucidicos a algunos aminodcidos especificos de las proteinas. Es un proceso
conservado en términos evolutivos que tiene lugar en mamiferos, equinodermos, gusanos,
insectos, protozoos, y ciertos tipos de hongos. Segun el enlace quimico formado entre los
residuos de aminodacidos y el azlcar, se puede clasificar como:

e N- glicosilacion: se forma entre el grupo amino de la cadena lateral de un
residuo de asparagina (Asn), que pertenece a la secuencia consenso o
especifica Asn-X-Ser/Thr, siendo X cualquier aminoécido que no sea prolina,
y la N-acetilglucosamina (GIcNACc) de la cadena del oligosacarido del ciclo
del dolicol-fosfato, por lo que siempre hablamos de cadenas ramificadas de
azucares. Ocurre a nivel cotraduccional en el ER y termina en el aparato de
Golgi.

e O- glicosilacién: se produce en una etapa mas tardia de la maduracién de las
proteinas, cuando estas ya estan casi totalmente plegadas, y ocurre en el
aparato de Golgi. La union del azucar se lleva a cabo en el grupo hidroxilo de

las cadenas laterales de los aminoacidos serina o treonina, asi como de
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tirosina. EI primer azlcar de la cadena de oligosacéridos que se enlaza, suele
ser N-acetilgalactosamina (GalNAc), pero también se da con GIcNAc, xilosa,
manosa, etc. Se pueden afiadir mas residuos de azlcar con posterioridad, de
uno a uno, y con diferentes tipos de enlaces, dando como resultado diferentes
O-glicanos con estructura ramificada compuestos generalmente por pocos
residuos de monosacaridos. De manera particular, los mucina-O-glicanos son
usualmente O-glicoproteinas (GalNAc) enlazadas a una serina de una alta
complejidad estructural, las cuales parecen estar implicadas en la secrecion de
materiales para formar la matriz extracelular y resultan importantes
determinantes antigénicos [81]. Existen proteinas O-glicosiladas en todos los
compartimentos principales de la célula, como en las membranas, citoplasma,

mitocondrias y nacleo [82][83].

La correcta glicosilacién desempefia un papel critico en muchos procesos celulares en
los que participan las glicoproteinas en cuestion, incluida la sefializacion, transduccion,
degradacion de proteinas y regulacion de la expresion génica [84][85]. Se ha sugerido
esta modificacion proteica como potencial objetivo terapéutico para tratar la AD y otras
enfermedades relacionadas con la apoptosis celular y autofagia [86][87][88][89].

A pesar de que se han observado alteraciones en la glicosilacion de APP, P-tau y otras
proteinas relevantes para el desarrollo de la patologia en pacientes con la AD [90], en la
actualidad no existe un consenso sobre la relevancia de estos hallazgos, y tampoco de si
las alteraciones en la glicosilacion son promotoras o consecuencias de la patologia. No
obstante, existe una creciente evidencia de la participacion de glicoproteinas con
glicosilacion alterada en la patogenia de la AD, de hecho, se sabe que la formacién de
placas seniles y ovillos neurofibrilares esta regulada parcialmente por la glicosilacion de
proteinas. En este contexto, diversos estudios demuestran que tanto la N- como la O-
glicosilacion de APP pueden regular el trafico de esta proteina y disminuir la produccién
de AP [91]. También se ha observado que las dos proteasas requeridas para la generacion
del péptido AP, B- y y-secretasa, también pueden modular la glicosilacion de APP
[92][93][94].

La glicosilacion puede ser importante en la patogénesis de la AD, ya que el transporte
a la membrana de APP y su correcto procesamiento podrian verse afectados por la forma
en que la proteina APP esté glicosilada. Por lo tanto, una investigacion con mas detalle
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de los procesos de glicosilacion podria ser clave para la comprension de la patogénesis

de la AD, y para el desarrollo de métodos diagnosticos y terapéuticos [95].

1.3. Clasificacion del Alzheimer

1.3.1. Segun el estadio clinico

La evolucidn tipica de la AD se divide en sucesivas fases en funcion de los
sintomas habituales (cognitivos y funcionales) que se manifiestan. En este sentido, se
suelen emplear dos sistemas para graduar la evolucion de la enfermedad:

El primero de ellos, ha contemplado clasicamente tres fases en la demencia: leve,
moderada y grave. Actualmente, se esta realizando un intento generalizado por
caracterizar la enfermedad en una fase preclinica/prodrémica, debido a la necesidad de
estudiar tratamientos eficaces para la misma, que no han aportado buenos resultados
cuando se aplican en el resto de los estadios [96].

El otro sistema, se basa en laescala GDS (Escala de Deterioro Global, del
inglés Global Deterioration Scale). Esta, considera la evolucion de la cognicion y la
funcion cotidiana desde la normalidad de cualquier adulto hasta las Gltimas consecuencias
de la AD, dividiéndose en siete etapas. Dado que la evolucion de la enfermedad tiene un
curso continuo, y lentamente progresivo, los limites de cada una de estas etapas no estan
bien definidos, pero permiten una graduacion orientativa para su seguimiento. Esta
basada en la Teoria de la retrogénesis, segun la cual, una persona con la AD va perdiendo
las capacidades cognitivas y funcionales en orden inverso a como se adquieren, de forma
natural, con el crecimiento y la maduracion cerebral. Asi, una de las capacidades
afectadas en fases leves es la capacidad de gestionar el dinero, mientras que el control de
esfinteres se pierde més tardiamente, al revés de como sucede en el desarrollo de un nifio.
Estas son las caracteristicas principales de cada fase (de la normalidad a los primeros
indicios de deterioro cognitivo) [97]:

- GDS 1 (Ausencia de déficit cognitivo): normalidad cognitiva.

- GDS 2 (Déficit cognitivo muy leve): todas aquellas personas que, debido a la
edad, presentan sutiles fallos de memoria, que o bien no son percibidas ni por el
entorno familiar ni por el médico o, en cualquier caso, no se consideran
relevantes y no son patologicas.

- GDS 3 (Déficit cognitivo leve, MCI del inglés Mild Cognitive Impairment):

todas aquellas personas que presentan signos de deterioro cognitivo leve, como
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pueden ser la desorientacion en entornos no familiares, pérdida de objetos,
dificultades para organizarse o para evocar palabras comunes o nombres de
personas, asi como la mala gestion de asuntos financieros, problemas para
retener lo que ha leido o recordar a personas que ha conocido recientemente.
Esta fase representa el punto intermedio entre la normalidad cognitiva y los
primeros sintomas de demencia, siendo equivalente a la fase preclinica.

GDS 4 (Déficit cognitivo moderado): se asocia a un nivel de deterioro
cognitivo moderado y determina el diagnostico de demencia. Se caracteriza por
dificultades para llevar a cabo las tareas mas complejas debido a problemas
organizativos y de concentracion, como por ejemplo dificultades para planificar
un viaje u organizar una celebracion familiar. Sin embargo, no tendra problemas
de orientacion importantes, tanto en el tiempo como en lugares conocidos. Y
reconocera perfectamente a las personas que forman parte de su entorno.

GDS 5 (Déeficit cognitivo moderadamente grave): la persona afectada ya
empieza a necesitar asistencia para realizar tareas cotidianas como elegir la ropa
0 preparar la comida. Tampoco es capaz de recordar datos simples y habituales,
como su numero de teléfono o direccion. Las dificultades de orientacion ya son
francas, tanto en el tiempo (el dia, la hora), como saber el lugar en el que se
encuentra. En general, conoce los nombres de sus allegados mas proximos e
identifica correctamente a las personas familiares.

GDS 6 (Déficit cognitivo grave): el deterioro cognitivo se agrava y, con él, la
alteracion funcional en las actividades basicas, de manera que es incapaz de
vestirse correctamente o cuidar su higiene personal sin ayuda, presentando
problemas del control de esfinteres (urinarios al inicio e intestinales
posteriormente). Ademas, presenta signos graves de desorientacion, tanto en el
tiempo como en el lugar y aparecen problemas de orientacion respecto a su
propia persona y biografia, pudiendo olvidar el nombre de sus allegados.
Presenta cambios de personalidad y conducta, pudiendo desarrollar episodios de
agitacion, ansiedad, agresividad, delirios o alucinaciones.

GDS 7 (Deficit cognitivo muy grave): es el estadio final de la enfermedad y se
caracteriza por un deterioro cognitivo y funcional muy grave. La persona va
perdiendo de manera progresiva la capacidad para hablar y comunicarse. A
medida que esta fase avanza, el enfermo va necesitando ayuda para hacer todas

las actividades cotidianas: comer, caminar o incluso mantenerse erguido [97].
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Dentro de esta fase se pueden apreciar seis estadios en funcién de la severidad

de los sintomas.

En la misma linea que la escala GDS, existen otros métodos que permiten realizar
distintas clasificaciones clinicas de la enfermedad (como la escala FAST, MEC u otras
similares, ver Anexo A). Uno de los mas utilizados es el MMSE (del inglés, Mini Mental
State Examination), que se basa en la elaboracion de un test breve (de 5-10 minutos de
duracién). Con ello se consigue evaluar de forma rapida la existencia de un déficit
cognitivo, pero no orienta sobre el dominio alterado ni sobre la causa del mismo. Puede
realizarse en cada consulta para evaluar la variacion de los sintomas y con ello la
evolucion del déficit en caso de que exista, siendo los resultados comparables entre si.

También permite medir la respuesta al tratamiento (ver apartado 2.2.).

1.3.2. Segun la edad de inicio

A. Alzheimer presenil, temprano o de inico precoz (EOAD, del inglés
Early-Onset AD)
Se considera cuando comienza antes de los 60 afios, aunque el rango varia

en funcion de la fuente consultada [98][99]. Representa el 5% de los casos
de la AD, y entre estos el 10-15% se debe a FAD (ver en el siguiente
apartado). La mayoria de los casos restantes son AD esporadicos con
una etiologia genética compleja.

B. Alzheimer senil, tardio o de inicio tardio (LOAD, del inglés Late-Onset
AD)
Debuta después de los 60-65 afios. Representa el 95% de los casos [100],

y aunque es esporadico en su inmensa mayoria, también pueden contribuir a

su desarrollo diferentes factores de riesgo genéticos.

1.3.3. Segun la implicacidon que tenga el factor genético

Desde un punto de vista genético la AD es un desorden heterogéneo, pudiendo
clasificarse en dos subgrupos, familiar o esporadica, siendo la esporadica la mas comun:
A. Alzheimer genético o familiar (FAD)

La variante FAD es un desorden autosomico dominante que como se ha
comentado con anterioridad, se manifiesta en la mayoria de los casos de
manera mas temprana al esporadico. Es causada por la mutacién en alguno de
estos tres genes: el gen de la propia APP situado en el cromosoma 21; el gen

de la presenilina 1 (PS1) situado en el cromosoma 14; o el gen de la presenilina
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2 (PS2) situado en el cromosoma 1. La PS1 o su homdloga la PS2, son las
subunidades cataliticas del complejo y-secretasa [99][101].

Los pacientes suelen desarrollar los sintomas de demencia entre los 30 y
los 60 afios dependiendo del tipo de mutacion, y presentan un patrén semejante
dentro de la familia. Algunos casos pueden tener una edad de inicio tardia. La
FAD de inicio precoz representa menos del 2% de los casos y suele
diagnosticarse antes de los 45 afios [102]. Alrededor del 30-40% de los
pacientes con inicio temprano de los sintomas tienen un aumento de la
frecuencia de presentaciones atipicas, como alteraciones en dominios sin
afectacion de la memoria, incluyendo el plano ejecutivo, el lenguaje, el
comportamiento y el plano visuoespacial [103][104][105].

La asociacién de la proteina APP al desarrollo de la FAD parece clara. Tal
y como se ha comentado con anterioridad, PS1y PS2 son proteinas homologas
que participan en el complejo y-secretasa, tanto en la via amiloidogénica como
en la no amiloidogénica. Sus mutaciones han sido consideradas cinéticamente
como de ganancia, aunque también de pérdida de funcién, existiendo un
consenso en asociarlas a un aumento en la relacion AB42/AB40 lo que parece
ser determinante para el desarrollo de la patologia. Aproximadamente un 10-
15% de los casos de FAD de inicio precoz se deben a mutaciones en la APP,
y un 70-80% o mas en la PS1. Las mutaciones de la PS2 son raras, y hay que
tener en cuenta que la PS1 es la que mayoritariamente forma parte del
complejo y-secretasa en el cerebro humano [106][107][108]. Hasta el
momento, se han identificado aproximadamente 215 mutaciones patogenas
para la PS1, 15 para la PS2 y 52 para la APP [102], aunque no se descarta que
existan mas genes causantes todavia sin identificar [107].

. Alzheimer esporéadico (LOAD)

La mayoria de la poblacién que desarrolla la AD padece AD esporadico
(SAD) comunmente conocido como AD de inicio tardio (LOAD del inglés,
Late-Onset AD), y cuyos sintomas generalmente aparecen a los 65 afios 0
incluso en edad més avanzada.

LOAD no estd determinado genéticamente (patron de herencia no
mendeliano), pero tiene un componente genético y ademas esta influenciado
por muchos factores de riesgo, tanto genéticos como no genéticos, entre los

gue se encuentran por supuesto la edad, la actividad fisica e intelectual, la

22



Introduccion

dieta, el peso corporal, la diabetes (especialmente diabetes tipo 2) y la
hipercolesterolemia [109].

El componente genético se asocia con una heredabilidad estimada de hasta
el 79% [110]. Entre los numerosos genes implicados en la patogénesis, aquél
que se asocia a un mayor riesgo genético es el gen APOE, que codifica para la
apolipoproteina E, y concretamente, como veremos mas adelante, su variante
alélica €4 (ApoE4 [111]). En los dltimos afios se ha logrado un progreso
sustancial a través de estudios de asociacién a gran escala del genoma
(GWAS, del inglés Genome-Wide Association Studies) en la bdsqueda de
factores de riesgo geneético para la AD. En la tabla del Anexo B se muestra la
actualizacion sobre el nimero conocido de genes y loci asociados a la AD.
Hasta la fecha de redaccién de la Tesis, se han identificado 43 genes/loci de
susceptibilidad para LOAD, numeros que sin duda habré que actualizar por
la constante investigacion en el campo.

El gen que codifica para ApoE se expresa y se secreta en el cerebro
mayoritariamente en las células gliales (astrocito), y se puede determinar tanto
en plasma como en CSF. ApoE participa en el transporte de colesterol y lipidos
[111][112], estando presente dentro del CNS en forma de lipoproteinas,
fundamentalmente de alta densidad (HDL).

Hasta el momento, se han descrito 3 variantes alélicas denominadas
ApoE2, ApoE3, y ApoE4, que se diferencian entre ellas tan solo en un
aminoacido. ApoE2 es la variante que ofrece una mayor proteccion contra la
AD, pero también la menos comun; mientras que ApoE4, cuya frecuencia es
del 15% aproximadamente en el sur de Europa, se asocia a un mayor riesgo
de sufrir la enfermedad [113]. Un solo alelo de ApoE4 condiciona que un
individuo sea entre 2 y 3 veces mas propenso a padecer Alzheimer, mientras
que la presencia de 2 alelos resulta en un riesgo entre 8 y 12 veces superior al
de la poblacion general [114][112][106]. El genotipo ApoE3/3 es el mas
comun en la poblacién, con una frecuencia poblacional de 75-80%. La forma
en la que una variante u otra afecta al riesgo de desarrollar la enfermedad se
desconoce, pero se ha sugerido que la protedlisis de APP y el aclaramiento de
AP se ven afectados por los niveles de ApoE y colesterol en suero
[115][116][117]. De hecho, niveles altos de colesterol sérico se correlacionan

con la AD [118][119]. Asi, ApoE4 se ha asociado directamente con una
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reduccion en la eliminacion de AP en comparacion con las otras variantes
[120]. De este modo, ApoE se une con AP y con la proteina tau con menor o
mayor afinidad en funcién de la isoforma (ApoE2> ApoE3> ApoE4),
posiblemente modulando la hiperfosforilacion de tau, asi como el transporte
de AP a través de la barrera hematoencefalica y consecuentemente la
formacion de las placas amiloides [112][121][122]. Ademas, se ha reportado
que la sobreexpresion de ApoE4 bloquea la formacion de las sinapsis y altera
la plasticidad del hipocampo [123].

De cualquier modo, el objetivo final de comprender la genética de la
enfermedad de Alzheimer es descubrir nuevas vias que puedan converger en
la causa de esta enfermedad, e identificar objetivos farmacologicos para el
tratamiento terapéutico [98]. Por otro lado, evidentemente existen factores
protectores frente a la enfermedad como son la edad, mayor proteccion cuanto
mas joven, la actividad fisica regular y la dieta (cardiosaludable) que conllevan
un peso corporal adecuado, asi como niveles séricos de colesterol y de presion

arterial entre otros, dentro de la normalidad [124][109].

1.4. Tratamiento

Actualmente la AD es incurable. Los tratamientos de los que se dispone son
sintomaticos y actlan en distintos puntos del proceso neuropatolégico [125][126].
Aunque se han desarrollado multiples tratamientos desde hace 30 afios, éstos no frenan la
progresion de la enfermedad, pero mejoran la calidad de vida de los pacientes. Resulta
fundamental profundizar en la fisiopatologia de la demencia para la obtencién de un

tratamiento curativo [126].

1.4.1. Tratamientos farmacoldgicos

Hay cuatro farmacos comercializados para el tratamiento de la AD moderada
[127][128], aunque ninguno es curativo. Tienen un efecto sintomatico y la eficacia

disminuye progresivamente en el tiempo. Estos farmacos pertenecen a dos grupos:

A. Inhibidores de la acetilcolinesterasa: donepezilo, rivastigminay
galantamina
Inhiben la enzima acetilcolinesterasa en la hendidura sinéptica,

prolongando la vida media del neurotrasmisor acetilcolina, lo cual implica un

aumento de transmision colinérgica. Aunque mas del 50% de los pacientes no
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responde al tratamiento, los respondedores pueden mantener la capacidad de
cognicion previa durante un periodo de entre 6 y 24 meses [125][126][127][128].

B. Antagonistas de los receptores de acido N-metil-D-aspéartico (NMDAR):
memantina
Su accion se basa en el bloqueo del receptor de NMDA, disminuyendo la

excitotoxicidad del glutamato, que en sujetos con la AD esta elevado en exceso.
Suelen administrarse junto a inhibidores de la acetilcolinesterasa por ser poco
especificos para la AD [126].

1.4.2. Tratamientos no farmacoldgicos
A. Orientados a retrasar el avance de la enfermedad

El entorno del paciente puede tener un papel acelerador o retardante en la
evolucion de la enfermedad. Enlentece la progresion de sintomas la realizacion de
actividad fisica, un ambiente familiar que favorezca el bienestar y socializar con
otros individuos. Sin embargo, son acelerantes los cambios de las rutinas, el estrés,
cambios de domicilio (institucionalizacion en residencias para la tercera edad),
etc. [129].

B. Intervencidn psicosocial
Su objetivo es identificar los antecedentes y reducir las consecuencias de las

alteraciones conductuales. Pueden clasificarse segun su orientacion: al
comportamiento, a las emociones, a la estimulacion y a la cognicién [130]. En el
caso de una intervencién orientada a las emociones, distinguimos la terapia de
reminiscencia (fomenta el recuerdo de situaciones vividas a través de objetos,
fotos, sonidos...), la de validacion (se basa en aceptar la realidad), la psicoterapia
de apoyo, la integracion sensorial (mediante actividades dirigidas que activen los
sentidos) y la terapia de presencia estimuladora (consiste en la escucha de audios
de los familiares). Con todo esto, se consigue disminuir comportamientos
desafiantes y ansiedad [131][132], actuando positivamente sobre el humor y la
cognicion [133]. La finalidad de estas terapias es mitigar las distorsiones
cognitivas, dentro de las cuales se encuentra la orientacion (aportando datos sobre
la persona y el entorno, para definir su papel en la sociedad) y el entrenamiento
cognitivo.

Los tratamientos dirigidos a la estimulacion incorporan dmbitos como la

actividad fisica, el arte, actividades recreativas, musicoterapia y terapias con
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mascotas. Se aplican con la intencién de mejorar la conducta, el humor y la rutina
de la vida diaria [130].

1.4.3. Tratamientos en fase de investigacion

Con el objetivo de frenar el curso de la enfermedad, actualmente se estan
investigando nuevas estrategias terapéuticas y tratamientos dirigidos a multiples dianas,
pensados para ser administrados en las fases iniciales de la AD [126]. Para que los futuros
tratamientos resulten eficaces, serd necesario desarrollar en paralelo nuevas técnicas
diagnosticas que permitan hacer un diagnostico precoz de la AD en fase preclinica, o
incluso que permitan predecir el desarrollo de ésta. La prevencion de la AD es un reto
para los investigadores, y para llevarla a cabo es necesario comprender mejor su etiologia,
y en qué medida influyen tanto los factores ambientales como el estilo de vida en el riesgo
de desarrollar la enfermedad [126]. Los progresos de la ciencia de los Gltimos 30 afios
han servido para establecer diferentes estrategias terapéuticas, de las cuales, destacan dos:
aquellas dirigidas a reducir la formacion del péptido AB42 y la fosforilacion de la proteina
tau [127][126].

A. Estrategias antiamiloide
La hipdtesis amiloidogénica propone que el péptido AP tiene un papel clave
en el desarrollo de la AD. Asi, las diversas estrategias antiamiloide estan
enfocadas en actuar en distintos puntos del metabolismo de APP. Una de las
posibles causas del fracaso terapéutico de estos farmacos en desarrollo, podria
atribuirse a la ausencia de biomarcadores diagndsticos apropiados para el
reclutamiento de los sujetos participantes en los ensayos clinicos aleatorizados
(ECA), en fases en las que la intervencion terapéutica sea util [134][126].
e Disminucion de la produccion de péptidos Ap: inhibidores de
secretasas
- Inhibidores de BACE1
La via amiloidogénica se inicia cuando la enzima BACEL proteoliza APP. Su
falta de especificidad supone un reto para la elaboracién de inhibidores como
tratamiento de la AD, ya que tiene multiples sustratos como la neuregulina-1,
implicada en la mielinizacion de los nervios [135][136][137]. Otro desafio
afiadido, es la necesidad de que estos farmacos tengan la facilidad de atravesar la
barrera hematoencefalica y modular la enzima en el CNS [138]. Los pocos ECA
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de fase 3 existentes son un reflejo de lo dificil que resulta disefiar un farmaco con
esas premisas. Asi, por ejemplo, el E2609 es un compuesto inhibidor de BACE1
[139] que disminuye los niveles de AB y sAPPB en el CSF de controles sanos,
sujetos con MCI o con AD leve, proporcionando una supresion significativa de
BACEL en el cerebro [140][141][142][143]. Sin embargo, a pesar de los
resultados obtenidos se ha discontinuado el ensayo por falta de resultados a nivel
cognitivo [191].

Por otro lado, las tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona) son
medicamentos orales para el tratamiento de la diabetes tipo 2 que actian como
inhibidores de la B-secretasa estimulando el receptor y (PPARY). La activacién de
estos receptores puede disminuir la expresion de la B-secretasa y promover la
degradacion de la APP al aumentar su ubiquitinacion [144]. La pioglitazona puede
atravesar la barrera hematoencefalica, aunque no esta claro si la rosiglitazona
puede alcanzar el CNS en los seres humanos [144]. Los potenciales efectos
terapéuticos de los agonistas de PPARy en la AD podrian también tener que ver
con su efecto sobre la accién de la insulina, el metabolismo de lipidos y
carbohidratos y la cascada inflamatoria. La resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia periférica parecen promover la neuropatologia de la AD [145],
y tanto la rosiglitazona como la pioglitazona aumentan la sensibilidad periférica a
la insulina y reducen las concentraciones de insulina, que compite con Af por la
degradacion de la enzima que degrada la insulina [144][146]. Los efectos de la
rosiglitazona en la cognicién de pacientes con la AD o MCI se han estudiado en
ECA de fase 3, y la pioglitazona se ha probado en ECA de fase 2
(NCT00982202, NCT00736996, NCT00550420, NCT00428090,
NCT00348309). Solo hubo dos ECA de fase 3 (NCT00428090; AVA105640),
en los que se estudid la rosiglitazona como monoterapia en individuos con AD
leve 0 moderada y estratificados para APOE4, de los que hasta ahora no se han
reportado resultados positivos (no hubo eficacia en la cognicion o funcién
global) [147]. La rosiglitazona ha sido retirada del mercado en Europa por
asociarse a un aumento del riesgo cardiovascular. También la pioglitazona, por
aumentar la probabilidad de céncer de vejiga. Por todo ello, junto con los
resultados negativos de los ensayos, se han discontinuado los ECA con dichos
farmacos [146].
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Desgraciadamente, hoy en dia los resultados de los tratamientos con esta
familia de farmacos son poco esperanzadores. Actualmente se estan investigando
nuevos inhibidores de la B-secretasa, entre ellos el CTS-21166, un compuesto

administrado por via oral que fue bien tolerado y redujo las concentraciones

plasmaticas de AP en un ECA de fase 1 en voluntarios sanos [148].
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Figura 1.8. Compuestos en ECA de la AD hasta febrero de 2019. El anillo interno muestra
agentes en fase 3; el anillo del medio esta compuesto por agentes de fase 2 y el anillo externo presenta
compuestos en fase 1. En las areas verdes apreciamos agentes biolégicos modificadores de la enfermedad;
en las areas moradas se observan moléculas pequefias modificadoras de la enfermedad; en las éareas
anaranjadas se representan pequefias moléculas como tratamiento sintomatico para abordar la mejora
cognitiva, conductual y neuropsiquiatrica de pacientes con la AD. La forma del icono indica la muestra de

poblacion analizada; el color del icono muestra la diana terapéutica. Los nombres en negrita representan
nuevos compuestos desde 2018 [149].

- Inhibidores y moduladores de la y—secretasa

Como se ha mencionado en repetidas ocasiones, la y-secretasa es el
complejo enzimatico que actda tras la B-secretasa para generar los péptidos Ap
[126]. También actla en la via no amiloidogénica de procesamiento de APP, y es
la responsable del procesamiento de otras mdltiples proteinas entre las que se
encuentra la proteina Notch (reguladora de la proliferacién de las células, la

diferenciacion, el desarrollo, la comunicacion y la supervivencia) [150][151]. Es
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por ello, que pueden surgir efectos adversos si se inhibe inespecificamente esta
enzima, limitando asi el desarrollo de ECA con estos farmacos [138][150][151].

Los inhibidores de la actividad y-secretasa fueron los primeros en ser
estudiados en ECA, pero no tuvieron éxito debido a importantes efectos
secundarios y han sido discontinuados. No obstante, descartar la y-secretasa como
diana farmacoldgica para la AD seria prematuro. En este sentido, se siguen
desarrollando algunos inhibidores y sobre todo moduladores de la y-secretasa para
la terapia de la AD, con el objetivo de reducir la generacion de AP sin interferir
en otros sustratos que no sean APP [151].

Respecto a los inhibidores de la y-secretasa discontinuados, el
semagacestat (LY450139) ha sido el mas estudiado en humanos. A pesar que se
demostré que su administracion en humanos disminuia los niveles de Ap en sangre
y en CSF [152], su desarrollo se detuvo en agosto de 2010 debido a los efectos
adversos en el ensayo de fase I1l. El tratamiento prolongado con semagacestat se
relaciond con una mayor dificultad para llevar a cabo las actividades diarias, asi
como con un descenso del umbral cognitivo [152]. En este contexto, se ha
demostrado que el semagacestat promueve un efecto “rebote” con aumentos en
los niveles de AP [153]. Estos efectos son claramente diferentes a los causados
por una pérdida de la funcion de las presenilinas.

El Avagacestat (BMS-708163) es otro potente inhibidor oral de la y-
secretasa que alcanzo las pruebas clinicas de fase I, reduciendo los niveles en el
CSF de AB38, AP40 y AB42 en voluntarios sanos y en pacientes con la AD [154].
En un estudio separado de fase Il de avagacestat, se usaron biomarcadores de CSF
para seleccionar pacientes con la AD prodromica. Sin embargo, hubo un
compromiso insuficiente con el objetivo y, debido al empeoramiento de la
cognicion en los tratados, se dio por finalizado el desarrollo [155].

Los moduladores selectivos de la y-secretasa se han elaborado para
bloquear el procesamiento de APP sin efectos secundarios sobre otras vias
metabolicas [151]. Son ejemplos de estos medicamentos los AINE (farmacos
antiinflamatorios no esteroideos) como por ejemplo el ibuprofeno, el sulindaco, la
indometacina y el flurbiprofeno (tarenflurbil). El tarenflurbil y el ibuprofeno no
dieron buenos resultados en ECA [156][157][126]. Se realizé un estudio
generalizado de los AINE cuyos resultados indican que la proteccion frente a la

AD no es un beneficio general proporcionado por estos farmacos [126].
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Otro ejemplo de moduladores de la y-secretasa es el NIC5-15, un alcohol
de azlcar ciclico natural presente en frutas y vegetales como la soja [158].
Modula la y-secretasa y reduce la produccion de Ap, aumentando la sensibilidad
a la insulina [158][159]. Este compuesto ha demostrado mejorar la memoria en
modelos neuropatoldgicos de la AD preclinicos [159][126]. EI NIC5-15 inhibe
selectivamente la y-secretasa, preservando la proteina Notch, con efectos sobre la
inflamacién, inhibiendo la activacién de la microglia, por lo que podria ser un
buen tratamiento para la AD [126].

- Activacion de la a-secretasa

A nivel farmacologico resulta mas dificil activar una via que su inhibicién.
Es por ello que, aunque cabria esperar que al activar la a-secretasa se estimulase
el procesamiento de APP por la via no amiloidogénica, disminuyendo asi la
cantidad de APP disponible para metabolizarse a través de la amiloidogénica,
apenas se han encontrado farmacos que modulen la o-secretasa en modelos
animales; y prueba de ello es la escasez de farmacos en fase de ECA [126].

El galato de epigalocatequina (EGCG) se extrae de las hojas del té verde.
Es un flavonoide polifendlico con muchas funciones beneficiosas: actua
positivamente sobre la cognicion, tiene accion antitumoral, antiinflamatoria y
neuroprotectora [160]. Activa la a-secretasa, inhibiendo la generacion de
oligbmeros toxicos de Ap.

El etazolato (EHT 0202) controla los sintomas de la AD y modifica la
progresion de la enfermedad, mediante la estimulacion de la a-secretasa,
inhibiendo la muerte de neuronas secundaria a la generacion de Ap [161].

La acitretina es un farmaco que se emplea para el tratamiento de la
psoriasis severa, con accion agonista sobre el receptor del &cido retindico [162].
En algunos modelos preclinicos estimula la via no amiloidogénica de la APP
mediante el aumento de la expresion de ADAM10, reduciendo los niveles de AB
[162][163][164].

e Antiagregantes amiloides: inhibicién de la agregacion de los
péptidos Ap
Actualmente no existen farmacos disponibles que inhiban la agregacion de los
péptidos AP para su uso en humanos, aunque se ha trabajado en su desarrollo

durante afios. Asi, el glucosaminoglucano 3-aminodcido 1-propaneosulfonic
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sintético (3APS) se disefi6 para antagonizar la interaccion del AP con
glucosaminoglucanos enddgenos [165][166]. De este modo, se interferiria en la
formacion de fibrillas de amiloide, estabilizando su depoésito en placas [166]. Los
pobres resultados obtenidos en un ECA de fase 3 en el afio 2007 dieron lugar a la
suspension del mismo [126].

El escilo-inositol estabiliza los agregados de A e inhibe su toxicidad en el
hipocampo de ratén. Se llevd a cabo un ECA en pacientes con AD de leve a
moderada con pobres resultados, por lo que finalmente se ha interrumpido [167].

La colostrinina es un compuesto de polipéptidos rico en prolina, derivado del
calostro ovino, que mejora la cognicion en modelos animales, impidiendo la
agregacion de AP y su neurotoxicidad en ensayos celulares [168]. Un ECA
demostro ligeras mejorias en la evaluacion MMSE de pacientes con AD leve, pero
éstas no se mantuvieron a partir de 15 meses del inicio del tratamiento [169].

El clioquinol (PBT1) es un complejo que inhibe la interaccion entre los
metales y el péptido AP en el cerebro [170][146]. Se han evaluado tanto el PBT1
como el PBT2 con fracasos terapéuticos durante ECA en fases 2 y 3 debido a la
falta de eficacia [126].

e Compuestos que favorecen la eliminacion de los agregados y
depositos amiloides
Se basa en 3 estrategias:
- Activacion de las enzimas encargadas de degradar las placas amiloides
Actualmente no se ha evaluado ningun activador de proteasas que pudieran
abarcar esta funcion debido a la inespecificidad de estos compuestos. Esta
estrategia se basa en que los agregados y las placas amiloides se degradan por
diferentes enzimas como la neprilisina, la enzima encargada de degradar la
insulina, la enzima convertidora de angiotensina, la metaloproteinasa 9, la enzima
convertidora de endotelina o la plasmina [171][172]. Los niveles de estas enzimas
descienden en la AD, por lo que se ha postulado que favorecen la formacion y
acumulacion de las placas amiloides [171].
- Modulacion del transporte de Ap desde el cerebro hacia la circulacion
periférica
Existen diferentes estrategias para aumentar el transporte de AP desde el

cerebro a la circulacion periférica. En este sentido, ApoE regula el transporte de
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AP entre el CNSy la circulacion, en concreto ApoE4 favorece el paso de Ap desde
la sangre hacia el cerebro. El receptor de los productos de la glicacion avanzada
(RAGE), también favorece el paso de Ap al CNS. La proteina relacionada con los
receptores de la lipoproteina de baja densidad (LRP), aumenta la salida de A del
cerebro a la sangre [173][174][175][176].

De todas estas estrategias, solo se ha desarrollado en ECA la basada en la
inhibicion/modulacion de RAGE (PF-04494700 [177] y TTP4000 [126]), con

pobres resultados.

Inmunoterapia especifica antiamiloide

Las inmunoterapias activas y pasivas se desarrollaron para eliminar el AP
soluble y agregado. Al menos tres mecanismos inmunomediados diferentes
pueden promover la eliminacion de AP: solubilizaciéon mediante la union del
anticuerpo a AP; fagocitosis de AP opsonizada por microglia; y extraccion de AP

del cerebro por anticuerpos plasmaticos [146].

* |Inmunoterapia activa (vacunacion)

Se basa en favorecer la eliminacion de AP reduciendo la carga amiloidea en el
cerebro de pacientes con la AD. Se ha estudiado la vacunacion con AB42 y otros
fragmentos sintéticos y los resultados han sido positivos en modelos de ratones
transgénicos [126]. Sin embargo, algunos ECA inicialmente prometedores, como
el de la vacuna AN1792 constituida por péptido AB42, se suspendieron al detectar
meningoencefalitis en algunos sujetos.

Posteriormente, se disefiaron vacunas de segunda generacion que utilizaban
segmentos mas cortos de AB (AB1-6). CAD 106 (Novartis) fue la primera vacuna
de segunda generacion y actualmente se encuentra en fase 3 de un ECA [178]. Ha
provocado una respuesta de anticuerpos contra AP en el 75% de los sujetos, sin
generar efectos adversos [126][149]. Otras vacunas desarrolladas son la ACC-001
(cuya investigacion se desestimo durante un ECA fase 2), la ACI-24, la MER5101
y la AF205, que no han sido probadas en ensayos [179][180][181].

= Inmunoterapia pasiva (anticuerpos
monoclonales/policlonales)
Se basa en la administracion de anticuerpos “humanizados” dirigidos contra

AB y producidos en el laboratorio. Se administran por via intravenosa,
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consiguiendo una respuesta inmunitaria no mediada por células T [181]. Mejora
el deficit cognitivo y disminuye la carga amiloidogenica neuronal debido a la
neutralizacion de los oligémeros amiloides solubles [181][182].

Actualmente, se estan realizando ECA de fase 1-3 (ver Figura 1.8.) con
diversos anticuerpos monoclonales. El solanezumab es un anticuerpo humanizado
que se une a la porcion central de Ap (AB12-28) [175][183]. EI ganterenumab es
un anticuerpo IgG1 humano que se une con elevada afinidad a las fibras de Ap
[184][185], degradando las placas amiloides mediante un proceso de activacion
de macréfagos y de reclutamiento de la microglia. EI crenezumab (MABT5102A)
es otro anticuerpo humanizado en fase de desarrollo para el tratamiento de la AD
leve-moderada y en pacientes FAD asintomaticos.

Por otro lado, se dispone de mezclas de inmunoglobulinas para administracion
intravenosa, constituida por fracciones de anticuerpos policlonales contra Ap, con
el objetivo de reducir la toxicidad neuronal causada por Ap [186][187][188]. Esta
inmunoglobulina se denomina Gammagard™ (preparacion de anticuerpos de
plasma humano), y parece tener efectos inmunomoduladores, favoreciendo la

fagocitosis de Ap por parte de la microglia [188].

B. Estrategias contra la fosforilacién de la proteina tau

Existen dos enfoques terapéuticos principales para atacar a la proteina tau,
la modulacion de la fosforilacion de tau con inhibidores de las quinasas, y el uso
de compuestos que inhiban la agregacion de tau y/o promuevan la eliminacion de
los agregados.

El primer enfoque se basa en la observacion de que la hiperfosforilacién
de tau y la formacion de ovillos neurofibrilares pueden promoverse mediante la
actividad alterada de algunas quinasas, particularmente la glucdgeno-sintasa-
quinasa-3 (GSK3p), pero también de la p70-S6-quinasa; asi como por la
desregulacion de la fosfatasa PP2A [189]. De hecho, la GSK3p es una diana
terapéutica interesante porque esta involucrada en la hiperfosforilacion de tau,
pero también parece estar relacionada con la formacion de AP, con la sefializacion

celular y con la transcripcién de genes [189][146].

Se ha observado en un modelo de ratdn transgénico que tras la administracion
oral de la nicotinamida, forma biol6gicamente activa de la niacina (vitamina B3),

y el precursor de la coenzima NAD+, se reduce la concentracion cerebral de P-tau
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(Thr231), y se previene el deterioro cognitivo de los animales tratados [190]. La
nicotinamida se ha utilizado en varios ECA en los que se incluyen pacientes con
trastornos neurodegenerativos, y ha demostrado ser bastante segura ademas de
bien tolerada. Hasta la fecha de redaccion de la tesis, estaba en curso un ECA de
fase 2 de este compuesto [149]. Por otro lado, se han desarrollado otros
inhibidores de GSK3p ya discontinuados y actualmente existen otros farmacos en

distintas fases de ECA.
2. Diagnostico

Para realizar el diagnostico clinico de demencia se deben cumplir una serie de
criterios. El error en el diagndstico puede oscilar entre un 10-30%, especialmente en fases
tempranas y en presentaciones leves. Por otra parte, al disponer de numerosos criterios
aplicables, los juicios clinicos pueden variar con oscilaciones en las cifras de prevalencia
[192]. Algunos de estos criterios serian el Manual Diagnostico y Estadistico de las
Enfermedades Mentales V edicion (DSM-V, del inglés Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders) (ver Tabla 1.1.); la Clasificacion Internacional de las
Enfermedades (CIE-10); los criterios del Instituto Nacional de Envejecimiento (NIA,
del inglés “National Institute on Aging”) y la Asociacion de Alzheimer (AA, del inglés
“Alzheimer’s Association”), o una combinacion de ambos (NIA-AA) [193]; el Examen
de Cambridge para los Trastornos Mentales de los Ancianos (CAMDEX, del inglés
Cambrige Examination for Mental Disorders of the Ederly) o los criterios del Instituto
Nacional de Trastornos Neuroldgicos y Comunicativos y Accidentes Cerebrovasculares
— Asociacion de Enfermedad de Alzheimer y Trastornos Relacionados (NINCDS-
ADRDA, del inglés National Institute of Neurological and Communicative Disorders
and Stroke Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) [194].

A pesar de que el abordaje diagndstico se encuentra uniformizado, debido a la
magnitud y a la prevalencia del problema, existen ciertas discrepancias sobre la
conveniencia de realizar algunas pruebas complementarias de forma rutinaria en todo

paciente con deterioro cognitivo [192].

34



Introduccion

Criterios diagnosticos de AD probable

Criterio principal

Caracteristicas adicionales

Presencia de un trastorno de memoria
episddica inicial y significativo que incluya
las siguientes caracteristicas:

- Pérdida de memoria progresiva y
gradual durante al menos seis meses,
comunicada por el paciente o0 un
informador fiable.

- Objetivar mediante tests
neuropsicologicos la pérdida de
memoria episddica. Normalmente
consiste en recoger fallos de
reconocimiento que no mejoran o No se
normalizan con claves.

- El defecto de memoria episodica
puede ser aislado o asociarse a otras
alteraciones cognitivas.

Presencia de atrofia en el lobulo temporal
medial: pérdida de volumen del hipocampo, la
amigdala y la corteza entorrinal, evidenciada
por resonancia magnética (RM) utilizando
medidas visuales directas o por técnicas de
volumetria.

Alteraciones de biomarcadores en el CSF:
disminucién de AP42 o aumento de la
concentracion de T-tau o P-tau, o
combinaciones de ellos, o de otros posibles
marcadores futuros.

Alteraciones caracteristicas de neuroimagen
funcional con tomografia por emisién de
positrones: hipometabolismo de glucosa
bilateral en regiones temporales y parietales.
Otras alteraciones con radioligandos que sean
validadas tal y como se prevé con el
compuesto B de Pittsburgh (PIB) o el
FDDNP.

Evidencia de una mutacion autosémica
dominante en un familiar de primer grado.

Tabla 1.1. Criterios diagndsticos propuestos en el DSM-V para AD segun Dubois. [193]

Los criterios diagndsticos clinicos actuales de la AD conllevan diversos

inconvenientes. El principal a efectos del tratamiento, es que cuando los pacientes

cumplen los criterios ya han desarrollado la demencia, apreciandose un deterioro

significativo en varias areas cognitivas, por lo que el grado de patologia presente en el

cerebro ya es generalizado. Debido a esto, probablemente sea tarde para que puedan

beneficiarse de una intervencion farmacologica que modifique la evolucién de la

enfermedad. Ademas, estos criterios no permiten un diagnostico etiolégico de la AD,

realizandose este por exclusion de otro tipo de demencias [194].
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La importancia del diagnéstico precoz para la AD, al igual que para la mayoria de
los trastornos, se debe a que las intervenciones terapéuticas mas eficaces se dan en etapas
tempranas o preclinicas de la enfermedad. En este caso, lo ideal seria intervenir cuando
la pérdida sinéptica y el deterioro cognitivo apenas se han iniciado [195]. Por este motivo,
en 2011 el NIA y la AA introdujeron el concepto de AD preclinica, etapa que se presenta
antes de hacerse evidente el MCI. En 2015, la NIA-AA y el Grupo de Trabajo
Internacional dieron la definicion de la fase preclinica, refiriéndose a ésta como el “dia
de aparicion de las lesiones patologicas de AD sin evidencia de sintomas clinicos™ [196].
En este sentido, como se discutird més adelante, el uso de biomarcadores aparece como
fundamental.

Establecer un diagndstico preciso es complejo, y se basa en un serie de elementos:
historia clinica, exploracion fisica con énfasis en el estado mental mediante pruebas
diagndsticas como los test cognitivos, estudios bioquimicos para descartar problemas
sistémicos o metabdlicos (niveles de vitamina B12, perfil tiroideo, niveles de vitamina D,

entre otros), y estudios de imagen estructural o funcional [196].

2.1. Historia clinica (anamnesis, entrevista clinica y exploracion fisica)

Durante la evaluacion inicial, los especialistas llevan a cabo la anamnesis, que
consiste en la construccién de un relato con los sintomas iniciales, cuando empezaron a
aparecer y cual ha sido su evolucion; y una entrevista clinica con el paciente y un
informador fiable. También se debe realizar una exploracion neuropsicoldgica abreviada,
una valoracion de la repercusion funcional, y una exploracion fisica y neuroldgica
detallada, tratando de advertir cambios en la atencion, en la memoria y en el

comportamiento, asi como en otras funciones [197].

2.2. Test cognitivo

Durante la primera visita, ya puede realizarse algun test cognitivo breve que,
aunque no sea especifico de la AD, puede indicar el grado de afectacion. Uno de los mas
empleados es el MMSE, que permite una primera valoraciéon de cribado de algunas
funciones cognitivas, como la orientacion espacio-temporal, la memoria inmediata, la
concentracion o el lenguaje, entre otras [97]. Dicho test, podréa repetirse a lo largo de la

evolucion de la enfermedad para valorar de forma objetiva los cambios clinicos.
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MINI MENTAL STATE EXAMINATION (MMSE)

¢En qué afo estamos? 0-1
¢En qué estacion? 0-1
¢En qué dia (fecha)? 0-1
¢En qué mes? 0-1
¢En qué dia de la semana? 0-1
¢En qué hospital (o lugar) estamos? 0-1
¢En qué piso (o planta, sala, servicio)? 0-1
¢En qué provincia estamos? 0-1
¢En qué pais (o0 nacién, autonomia)? 0-1

Nombre tres palabras Euro-Caballo- Manzana (o Bal6n-Bandera-
Arbol) a razén de 1 por segundo. Luego se pide al paciente que las repita.
Esta primera repeticion otorga la puntuacién. Otorgue 1 punto por cada
palabra correcta, pero continGe diciéndolas hasta que el sujeto repita las
3, hasta un maximo de 6 veces.

Si tiene 30 euros y me va dando de tres en tres, ;cudntos le van
quedando? Detenga la prueba tras 5 sustracciones. Si el sujeto no puede

realizar esta prueba, pidale que deletree la palabra MUNDO al revés.
300-1 270-1 240-1 210-1 18 0-1
(00-1 DO0-1 N 0-1 U0-1 M 0-1)
Preguntar por las tres palabras mencionadas anteriormente. Otorgar 1
punto por cada palabra.
- Denominacién: Mostrarle un lapiz o un boligrafo y preguntar
¢qué es esto? Hacer lo mismo con un reloj de pulsera. Lapiz 0-1
Reloj 0-1
- Repeticion: Pedirle que repita la frase: “ni si, ni no, ni pero” (o
“En un trigal habia 5 perros”) 0-1
- Ordenes: Pedirle que siga la orden: “coja un papel con la mano
derecha, doblelo por la mitad, y poéngalo en el suelo”. Coge con
mano derecha 0-1, dobla por la mitad 0-1, pone en suelo 0-1
- Lectura: Escriba legiblemente en un papel “Cierre los 0jos”.
Pidale que lo lea y haga lo que dice la frase. 0-1
- Escritura: Que escriba una frase (con sujeto y predicado). 0-1
- Copia: Dibuje 2 pentagonos intersectados y pida al sujeto que los
copie tal cual. Para otorgar un punto deben estar presentes los 10
angulos y la interseccién. 0-1
Puntuaciones de referencia: 26 o mas (normal), 25-20 (MCI), 19-10

(deterioro moderado), 9-0 (deterioro severo)
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Tabla 1.2. MMSE. Se obtiene una puntuacion global sobre 30, estando estandarizada su interpretacion. De
30 a 26 se considera compatible con la normalidad; de 25 a 20 existe MCI; de 19 a 10 se asocia a deterioro
cognitivo moderado; mientras que puntuaciones de 9 a 0, implican un deterioro cognitivo severo. [198][199][200]

2.3. Pruebas complementarias

Con el objetivo de descartar otras posibles causas de deterioro cognitivo y afinar
en el diagndstico, el especialista puede indicar que se realicen pruebas
complementarias. No hay ninguna prueba gque por si misma permita diagnosticar la AD,
por lo que se precisa de un conjunto de pruebas e indicios de cambios cerebrales que

permitan orientar el diagndstico [97].

2.3.1. Analisis de sangre

Habitualmente se solicita una analitica de sangre convencional para descartar,
entre otros, procesos infecciosos o déficits vitaminicos que puedan explicar afectacion
cognitiva. La Academia Americana de Neurologia (AAN) estableci6 como
recomendables para el diagnéstico y evaluacion de la demencia la determinacion en todo
paciente con deterioro cognitivo de las siguientes pruebas de laboratorio: recuento de
células sanguineas, electrolitos (incluido calcio), glucosa, BUN/creatinina (BUN, del
inglés Blood Urea Nitrogen), pruebas de funcién hepética, tirotropina, vitamina B12 y
serologia de lUes; estableciendo el resto de las pruebas complementarias como opcionales.
En la préctica diaria, y a pesar de las recomendaciones expuestas, la realizacion de
pruebas de laboratorio rutinarias ronda en torno sélo al 70% de los pacientes, siendo

menor en mayores de 85 afos (40-50%) [192].

2.3.2. Exploracion neuropsicoldgica

Una evaluacién neuropsicoldgica detallada es Util para precisar las caracteristicas
y el alcance de la alteracion cognitiva, conductual y de su posible impacto en la vida
cotidiana. Cuando se realiza, por disponer del recurso en el centro donde se esta llevando
a cabo el estudio, suele ser una visita de cierta extension y se acostumbra a solicitar que
la persona afectada acuda a la visita con el neurélogo/neuropsicélogo acompafiado de
algan familiar o persona proxima que la conozca bien [201][202].
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2.3.3. Pruebas de neuroimagen

Las pruebas de imagen pueden servir para caracterizar otras causas de deterioro
cognitivo y para encontrar indicios de neurodegeneracion, atrofia o lesiones neuronales.
Se recomienda la realizacién de un estudio de imagen en todo paciente con demencia (al
mMenos en una ocasion).

Estas pruebas se pueden dividir en dos grupos:

e Pruebas de neuroimagen estructural: tomografia axial computerizada

(TAC o TC) y resonancia magnética nuclear (RMN).

e Pruebas de neuroimagen funcional: resonancia magnética funcional (RMF

o del inglés, fMRI), tomografia por emision de positrones (méas conocida

por las sigas del inglés, PET), tomografia por emision de positrones

asociada a tomografia computerizada, tomografia computerizada de
emision monofotonica.

Estas técnicas se estdn postulando como una alternativa no invasiva para el
diagndstico del MCI o de la AD preclinica [203], pudiendo ofrecer imagenes funcionales
con elevada sensibilidad y especificidad (variable en funcién del tipo de estudio
realizado).

A continuacion, se explican de forma pormenorizada:

A. Tomografia axial computerizada (TAC)

Se emplea para la deteccion de trastornos estructurales potencialmente
reversibles (neoplasias, hematomas subdurales, hidrocefalia a presién normal),
asi como la de cualquier otro hallazgo patoldgico (incluida patologia
cerebrovascular) [192].

Puede resultar una prueba 0til si previamente se ha realizado un
diagnostico clinico adecuado. El escaso porcentaje de TACs patoldgicos en
pacientes diagnosticados previamente de AD, apoya la escasa utilidad del TAC en
el diagndstico inicial de dichos pacientes sin la aplicacion de un protocolo
diagnostico adecuado [192].

La neuroimagen estructural se solicita de manera sistematica en pacientes
con problemas cognitivos en fases iniciales, buscando la confirmacion etiol6gica;
0 cuando existen dudas respecto a la misma [197]. EI TAC tiene un coste menor
que la RMN vy la duracién de la prueba es escasa, por lo que es bien tolerado por

el paciente, realizandose en la mayoria de los casos.
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B. Resonancia magnética nuclear (RMN)

En los dltimos afios, debido a la necesidad de realizar un diagnostico
precoz de la AD, se ha centrado el esfuerzo en el desarrollo de técnicas de
neuroimagen que permitan lograr la deteccion de la enfermedad en etapas
preclinicas, antes de que se produzca el dafio cerebral irreversible. Estas técnicas
se centran en la medicion de marcadores de injuria y disfuncion neuronal, e
incluyen técnicas avanzadas de RMN, como iméagenes de tensor de difusion
(DTI), espectroscopia, y conectividad neuronal mediante resonancia funcional de
estado de reposo. Se distinguen 2 tipos de resonancia magnética:

e Resonancia magnética estructural

La RM estructural busca la demostracion de marcadores positivos de la AD
como la atrofia hipocampal [204], siendo la que se realiza con mayor frecuencia
por ser la mas accesible y sencilla de ejecutar. La AD y las enfermedades
cerebrovasculares son las afecciones mas frecuentes causantes de demencia, por
este motivo, durante la realizacion de una RM estructural se debe evaluar la
extension y el patrén de atrofia cortical, ademas del dafio vascular en toda su
extension [204].

Las secuencias utilizadas en la RM estructural para el estudio de demencias
son:

3D T1-ponderado Gradient Echo: permite obtener imagenes volumétricas con
alta resolucion espacial que muestran un alto contraste entre la sustancia gris y la
sustancia blanca.

Fluid Attenuation Inversion Recovery (FLAIR): permite visualizar lesiones
hiperintensas cercanas a los espacios que contienen CSF como los ventriculos
cerebrales, detectando también lesiones ubicadas en la corteza y regiones
subcorticales. Posee baja sensibilidad para lesiones de fosa posterior, lesiones
lacunares del tdlamo, y de la médula espinal.

T2-ponderado Turbo o Fast Spin Echo (TSE/FSE), T2*-Gradient Echo (GE).
Estas secuencias permiten generar reconstrucciones multiplanares para generar
secciones en diferentes proyecciones que permitan una valoracion optimizada
[204].

Barkhof ha sugerido un algoritmo de seis pasos con el objetivo de interpretar
imagenes estructurales para la evaluacion de demencias (ver Tabla 1.3.)
[204][205].
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1. Excluir una lesion estructural susceptible de tratamiento quirdrgico. Considerar tanto lesiones con efecto
de masa significativo (p. ej. hematoma subdural, meningioma), como lesiones con menor efecto de masa

(p. ej. malformaciones arteriovenosas).

2. Excluir edema cerebral, tanto edema generalizado (p. ej. hidrocefalia) como edema focal (p. ej. edema
del 16bulo temporal medial en encefalitis por virus del herpes simple). En cualquier caso que exista edema,

considerar el uso de difusion por resonancia magnética e imagenes con contraste.

3. Evaluar el incremento de sefial en T2/FLAIR, tanto en sustancia blanca (p. ej. cambios de sustancia
blanca en enfermedad vascular) como en sustancia gris (p. €j. infarto talamico en enfermedad vascular o
alteraciones del pulvinal en Creutzfeldt-Jakob). Considerar aplicar una escala de evaluacién de
alteraciones de sustancia blanca, tales como el Fazekas o el ARWMC (cambios en la sustancia blanca
relacionados con la edad). Cuando se describan los cambios vasculares, evaluar y reportar especificamente
lagunas, état criblé, y lesiones talamicas (bilaterales), y si los cambios involucran el tronco cerebral o los

ganglios basales.

4. Evaluar microsangramientos en T2*GE, especialmente en sujetos con cambios de sustancia blanca.

5. Determinar el grado y patrén de atrofia cortical general (GCA), y reportar especificamente si la
atrofia:

- Esanormal para la edad o no
- Essimétrica o asimétrica
- Tiene un patron regional
- Tiene un gradiente posterior o anterior
6. Evaluar la atrofia focal, especialmente en las siguientes regiones:

- Lobulo temporal medial (p. ej. en AD)

- Polo temporal y/o 18bulos frontales (p. ej. consistente con demencia frontotemporal)

- Atrofia biparietal (atrofia cortical posterior, principalmente AD)

- Atrofia occipital (atrofia cortical posterior o sindrome de Balint, usualmente AD pero existe
considerable sobreposicion con otras patologias neurodegenerativas, p. ej. MCI)

- Cingulado posterior y prectneo (p. €j. presenil o AD posterior)

- Atrofia mesencefalica (p. ej paralisis supranuclear progresiva)

- Atrofia pontina (y cerebelosa) (p. e]. atrofia multisistémica)

- Atrofia cerebelosa (p. €j. abuso de alcohol, priones, etc.)

Tabla 1.3. Evaluacién estructurada de RM en el enfrentamiento clinico de las
demencias. MCI: Deterioro Cognitivo Leve. [204][205]

Si el algoritmo resulta negativo y existe una alta sospecha de demencia, es
recomendable repetir la prueba de imagen en un intervalo de tiempo que depende
de la velocidad de avance del deterioro clinico [204].

¢ Resonancia magnética funcional (fMRI)

La resonancia magnética funcional (conocida por sus siglas en inglés; fMRI),
mediante el efecto BOLD (del inglés, Blood-Oxygen-Level Dependeni), mide la
respuesta hemodinamica en los cambios de flujo sanguineo relacionados con la
energia utilizada por las neuronas [206][207].

Para su realizacion, se le solicita al individuo que lleve a cabo alguna tarea o

se le muestra un estimulo. EI modo en que se desarrollan estas actividades se
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denomina paradigma. Los paradigmas se elaboran de tres maneras diferentes: de

“bloques”, usado para eventos o tareas sistematicas [204], “relacionado a

eventos”, usado para eventos no repetitivos con una duracion variable cercana a

las tareas cotidianas [208][209], y “combinado”. El paradigma de bloques tiene

un mayor poder estadistico que el relacionado a eventos [204].

La fMRI se ha empleado para determinar la ubicacion de areas especificas
previo a intervenciones quirargicas [210]. Se han usado paradigmas cognitivos en
diversas patologias, como es el caso de la AD, y también se han llevado a cabo
estudios de cambios de la memoria (ajustados por edad y por patologia) [211].

C. Pruebas de medicina nuclear: tomografia por emision de positrones
(PET), PET/TC y tomografia computerizada de emision monofotdnica
(SPECT)

Se reservan para el diagnostico diferencial de las demencias, ya que tienen un
coste muy elevado. Poseen una sensibilidad y especificidad muy altas. Son
pruebas funcionales.

e SPECT

Su realizacién se lleva a cabo en pacientes en los que interesa realizar un
diagndstico diferencial en demencias atipicas o en el MCI, asi como para estudiar
la progresion de la enfermedad.

e EIPETYPET/TC

Se utilizan para la medicion de depoésitos de B-amiloide o tau en el caso de la
AD. Ambas técnicas detectan alteraciones morfologicas y moleculares especificas
de la enfermedad.

Son técnicas de evaluacion funcional y molecular del cerebro que permiten
estudiar la distribucion encefalica de un radiotrazador, que puede ser un
marcador de metabolismo (glucosa, oxigeno), de perfusion, de neurorreceptores
(benzodiacepinas, dopamina, GABA), o de otras moléculas (amiloide, proteina
tau). Cada uno de ellos, se liga a un is6topo emisor de positrones (Ej: Fluor-18),
permitiendo la visualizacion de su distribucion en el encéfalo [204].

A pesar de que el F18-fluorodeoxiglucosa (F18-FDG) es el radiotrazador mas
empleado, existen en la actualidad numerosos compuestos que resultan mas
especificos en las demencias, permitiendo incluso evaluar el deposito de proteina
tau y B-amiloide cerebrales.
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El estudio de las imégenes del PET se lleva a cabo de forma visual y

semicuantitativa mediante la utilizacion de diversos programas [204].
- PET con F18-FDG

La prueba se basa en que los individuos sanos presentan habitualmente un
consumo elevado de glucosa en la corteza cerebral y en los nucleos de la base, con
una distribucion homogénea y simétrica sefializada por el F18-FDG, una molécula
analoga a la glucosa.

Puede distinguir precozmente grupos de riesgo de acuerdo a la alteracion
metabdlica existente, estratificando a los sujetos con mayor riesgo de demencia.
Anualmente, un 10-15% de individuos con MCI evolucionan a la AD [212],
apreciandose hipocaptacion bilateral en la corteza parietotemporal y cingulo
posterior. Esto es indicativo de la fase prodromica de la AD. Por el contrario, el
resultado normal de la prueba indica un riesgo muy bajo de progresién a demencia
(a corto/medio plazo) [213][214].

Se han realizado estudios que demuestran que el patron de hipometabolismo
temporoparietal bilateral es indicativo de la AD, con una sensibilidad del 93%,
una especificidad del 63%, y una precision diagndstica del 82% [215].

Los estudios metabdlicos cerebrales se pueden llevar a cabo mediante una
evaluacion cuantitativa mecanizada, con el objetivo de disminuir los errores
diagnosticos, a través de la comparacion de imagenes entre pacientes con la AD y

modelos de sujetos sanos [216].

0:)

PET  F18-FDG

PET  F18-FDG

Figura 1.9. A) PET/TC normal. B) PET/TC en un paciente con AD. A) Distribucion
homogénea de F18-FDG en la corteza y los nlcleos basales. B) Hipometabolismo parietotemporal de
cingulo posterior y frontal bilateral, respetando las reas pre y postcentral [204].

43



Introduccion

- PET con otros radiotrazadores

Se considera establecido que 15 afios antes de la aparicion de los sintomas
clinicos del MCI, comienzan a depositarse en el cerebro el péptido B-amiloide y
posteriormente la proteina tau. Se estan estudiando mdultiples formas de medir
proteinas relacionadas con la evolucion temporal de la enfermedad
(biomarcadores), con el objetivo de realizar un diagnéstico lo mas precoz posible,
lo cual servira para estimar el prondstico y para evaluar la respuesta al tratamiento
[217][218].

Existen multiples radiotrazadores para el estudio de AP, entre ellos el 18F-
AV-45 (18F-florbetapir; Amyvid™), el 18F-BAY94-9172 (18F-florbetaben;
Neuraceq™) y el 18F-3'-F-PIB (18F-flutemetamol; Vizamyl™) [204][219].

En la actualidad, se estan evaluando radiotrazadores que permitan detectar el
depdsito de tau en el cerebro mediante PET/TC. Un ejemplo de ellos lo constituye
el 18F-THK5105, diferenciando a controles de pacientes con la AD, en los que se
aprecia alta concentracion del radiotrazador en el hipocampo y en la base del
I6bulo temporal [220].

El PET cerebral se puede utilizar en la actualidad para identificar pacientes
con riesgo de desarrollar demencia con el objetivo de iniciar un tratamiento
precoz. Todavia no se ha incorporado esta prueba molecular en el protocolo
diagndstico estandar de los pacientes con AD, a pesar de la existencia de una
correlacion entre el grado de deterioro cognitivo de los sujetos con la AD, y los
depositos de AP y tau [221].

2.3.4. Pruebas genéticas: analisis de formas familiares

Suelen recomendarse en casos de inicio muy precoz o con historia familiar de la AD.
Hay que tener en cuenta, eso si, que el origen puramente genético y hereditario de la AD
solo se da en menos de un 1-2% de los casos. Por eso, no se emplean de forma
generalizada los tests geneticos con fines diagndsticos, ya que tienen un coste muy

elevado con rentabilidad escasa [222].
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3. Biomarcadores en CSF

En el afio 2007 comenzé el proceso de consenso para la utilizacion de biomarcadores
en el diagnostico precoz de la AD [223]. El objetivo, como ya se ha mencionado
anteriormente, era diagnosticar la AD en el estadio mas temprano posible mediante la
medicion de AB42, T-tau y P-tau en CSF, la realizacion de pruebas genéticas, el estudio
funcional con PET y/o la medicién de cambios estructurales por RM; todo ello posterior

a la presencia de los cambios cognitivos sugestivos del inicio de la enfermedad [96][224].

3.1. Importancia de la busqueda de biomarcadores en CSF para la enfermedad
de Alzheimer: Ap42, T-tau y P-tau

En 2018 se clasificaron los biomarcadores en 3 grupos mediante un sistema
denominado AT(N): A (AP42), T (tau patolégico) y N (neurodegeneracion/dafio
neuronal); en el que se clasifican dicotbmicamente los biomarcadores como positivos o
negativos y que permite una definicion “biologica” de la AD [96]. La asignacion de
positividad se puede dar, no sélo en base a la determinacion de estos biomarcadores en el
CSF, sino también en base a pruebas de PET, RMN u otras pruebas de imagen.

Muchos estudios han examinado los niveles de AB42 o tau en el CSF de pacientes
con la AD [194][195]. La mayoria de estos estudios concluyen que los niveles de T-tau
y P-tau estan elevados en los CSF de pacientes con la AD respecto a individuos sanos,
aunque también concluyen que la especificidad respecto a esta enfermedad es
insuficiente, ya que individuos con otras taupatias y desérdenes neuroldgicos también
muestran niveles altos de ambos biomarcadores.

El grado de deterioro clinico en la AD se asocia con los niveles de P-tau y T-tau en el
CSF. La existencia de la proteina tau en CSF actia como marcador de cambios
patoldgicos, vinculandose a la pérdida de neuronas. La forma hiperfosforilada de la
proteina tau, proteina P-tau, en el CSF, se correlaciona con el estado de fosforilacion de
tau en el cerebro [225], y se asocia de forma paralela al cambio de volumen del hipocampo
en pacientes con pérdida de memoria [226]. Sin embargo, no existe buena correlacién
entre los niveles de T-tau en el CSF y la progresion clinica de la AD [225] [226], lo cual
puede estar en relacion a la existencia de un techo en el nivel de biomarcador cuando la

demencia se ha establecido [194].
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En la mayoria de los sujetos con la AD en los que se ha realizado un diagndstico
clinico [195], se observan niveles bajos de APB42 en el CSF. Estos niveles pueden
detectarse afios 0 décadas antes de la aparicion de los sintomas [227]. Aunque sus
niveles aumentan en el cerebro de pacientes con la AD, paraddjicamente disminuyen en
el CSF. La razén no esté clara, aunque es posible que se deba a la mayor facilidad de
fibrilacion de AB42 y su secuestro en placas. Por otra parte, niveles bajos de AP42 se
han determinado también en otras patologias como la hidrocefalia normotensiva o en la
encefalopatia del tipo Creutzfeldt-Jakob, asi como en alguna otra patologia [228].

Se ha demostrado que niveles elevados del cociente T-tau/AB42 o P-tau/AB42 en el
CSF infieren en el deterioro clinico, funcional y cognitivo [229], el cual posee un elevado
nivel predictivo para la identificacion de sujetos con AD prodromico o con MCI [230].

A pesar del avance realizado en los Gltimos afios, la combinacion de los marcadores
clasicos de la AD, AP42, T-tau y P-tau, continta sin ofrecer suficiente mejora en el
diagnéstico clinico, y la busqueda de nuevos biomarcadores en el CSF sigue siendo
prioritaria.

La obtencién de CSF para el estudio de biomarcadores supone un procedimiento que
todavia se considera invasivo, y su andlisis resulta complicado para muchos de los
sistemas de salud [224]. Por ello, la generalizacion del uso de biomarcadores para el
diagnostico de la AD requiere que los test sean simples y seguros para el paciente, que
detecten de forma temprana la enfermedad, que tengan un alto valor predictivo positivo
con un bajo indice de falsos negativos, y un coste/beneficio aceptable.

Este apoyo “biologico” al diagnodstico de la AD permitira, una vez desarrollado y
validado, llevar a cabo una medicina méas precisa, con el soporte de los biomarcadores
para realizar el diagndstico temprano y valorar la respuesta al tratamiento.

Existen una serie de aspectos pendientes de desarrollarse/mejorar en el futuro, entre
los que se encuentra establecer unos parametros razonables de sensibilidad, especificidad
y reproducibilidad en todos los biomarcadores, corrigiendo su variabilidad en el CSF.
Ademas, resultaria interesante la introduccion de nuevos biomarcadores al sistema AT(N)
[96][224].
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3.2. Otros fragmentos de APP como marcadores alternativos al Ap: sAPPa y
sAPPB

Como se ha comentado, el péptido AB42 puede ser considerado como el marcador
mas especifico para la AD, pero se da la paradoja de que disminuye en el CSF aun
cuando aumenta su generacion en el cerebro. De este modo, la dindmica del cerebro no
se corresponde en paralelo con la del CSF. Por este motivo, se han considerado como
biomarcadores alternativos fragmentos de APP alternativos al AB42, que no quedan
secuestrados en placas, y que también son generados durante el procesamiento de la
proteina. Los fragmentos del ectodominio de la APP, sAPP, han sido postulados como
nuevos y prometedores biomarcadores en el CSF para el diagnostico de la AD. Tanto
sAPPa como sAPPP estan presentes en el CSF, y numerosos estudios han buscado
confirmar su potencial interés [231][232][233].

Sin embargo, hasta el momento, la determinacién de los niveles de sAPPa, producto
de la via no amiloidogenica, en el CSF de sujetos con la AD frente a sujetos sin
demencia ha resultado contradictoria. De este modo, hay trabajos en los que se reporta
un aumento en sus niveles, otros que no muestran cambios significativos, e incluso hay
algunos que muestran una ligera disminucion [234]. Los resultados de los niveles de
sAPPB, de los que se espera reflejen la via amiloidogénica, también han resultado
controvertidos [234]. Ademas, la mayoria de los estudios muestran una correlacion
positiva entre los niveles de sAPPa y sAPPp, tanto en sujetos control como en sujetos
con la AD [235][236][237][238]. Dado que la generacion de sAPPP deberia ser
inversamente proporcional a la de sAPPa, estos resultados son un tanto desconcertantes,
y se ha sugerido que puede haber un factor comun que regule el metabolismo de APP
influyendo en la actividad de ambas secretasas (o y B-secretasa) [231]. También se ha
sugerido una posible reactividad cruzada en los anticuerpos usados en los ensayos de
sAPPa y sAPPB como un factor contribuyente para su inexplicable correlacion [231].

Hasta hace poco no se habia estudiado la posibilidad de que el sAPPa y el SAPPB
estuvieran presentes en CSF formando oligomeros, aunque a nivel cerebral la APP forma
dimeros en membrana. En un trabajo anterior de nuestro grupo demostramos que la APP
completa, no procesada proteoliticamente (SAPPf, del inglés soluble full-length), coexiste
en el CSF con sAPPa y sAPPpB, y que todas estas especies son capaces de formar
heteromeros [239][240][241]. En este sentido, el estado de oligomerizacion de APP es
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especialmente relevante, ya que la mayoria de las cuantificaciones de los niveles de
sAPPa y sAPPB en el CSF de los sujetos con la AD se basan en determinaciones
ELISA, en las que no se discrimina el estado de oligomerizacion de estas proteinas. Los
datos previos de nuestro equipo indican que la formacién de heterémeros de SAPP
interfiere en la medicién de los niveles de sAPPa y sAPPP cuando se utilizan los ELISA
comerciales disponibles en la actualidad.

Por lo tanto, la correcta estimacion de los niveles de sSAPPa y sAPPJ es necesaria para
una evaluacion de su potencialidad como biomarcadores. La posibilidad de estudiar otros
fragmentos proteoliticos producto del procesamiento de la APP permanece casi

totalmente inexplorada [231].
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Objetivos

La finalidad del trabajo estriba en caracterizar las especies de SAPP en CSF como
biomarcadores potenciales para la AD. Para ello, se han desarrollado los siguientes

objetivos:

1. Caracterizar las variantes/isoformas de SAPP (sAPPf, sAPPa y sAPPpB) en el CSF
de pacientes sanos y con la AD.

2. Determinar la posible correlacion existente entre los niveles de sAPPf, sAPPa y
sAPPB entre si, y respecto a los biomarcadores clésicos de la AD, como son el
AP42, T-tau y P-tau, en el CSF de pacientes sanos y con la AD.

3. Determinar los niveles de los fragmentos proteoliticos cerebrales de la APP
(sAPPo/sAPPp).

4. Determinar la influencia de la glicosilacion en el procesamiento de la APP en
extractos cerebrales de pacientes sanos y con la AD.

5. Investigar la presencia de pequefios fragmentos APP-CTFs en el CSF de pacientes
sanos y con la AD para explorar su potencial empleo como biomarcadores

alternativos.
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1. Material y Métodos
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Material y Métodos

1. Recoleccion de muestras: CSF y cortezas cerebrales humanas

Con el fin de conseguir los objetivos antes mencionados, hemos realizado diversos
andlisis empleando para ello dos tipos de muestras humanas: CSF y fragmentos de corteza

cerebral frontal.

1.1. Muestras de CSF

Disponemos de muestras de 3 tipos de pacientes procedentes de diferentes centros
médicos. Cada estudio se realizd con sus respectivos controles (NC, del inglés non-
disease controls), obtenidos por el mismo equipo, y con el mismo protocolo de
manipulacion de las muestras. En los grupos control la edad fue siempre pareada
respecto a la de los sujetos con demencia. Dado el escaso nimero de muestras
ensayadas, no siempre se consiguié disponer de colecciones donde el género también
estuviera pareado.

e FAD

7 pacientes con confirmacién de AD autosémico dominante. Todos ellos
tienen el gen PSEN1 mutado (diversas mutaciones) y forman parte del
Programa de Asesoramiento Genético para la demencia familiar (PICOGEN).
Las muestras proceden del Hospital Clinic de Barcelona.

NC, como controles de los pacientes con FAD: 7 sujetos sanos de las mismas
familias y edad similar, pero portadores del gen silvestre (sin mutar).

e dDS (del inglés Down syndrome subjects with Alzheimer”s type dementia)
7 pacientes con sindrome de Down y demencia tipo Alzheimer. Las muestras
proceden del Hospital Sant Pau de Barcelona.

NC, como controles de los pacientes con dDS: 7 sujetos sanos de edad similar.
e LOAD

20 sujetos con AD esporadico. Estos sujetos presentan sintomas cognitivos
tempranos y diagnostico bioldgico de la AD por su perfil de biomarcadores
clasicos de CSF. Estos biomarcadores tienen capacidad para discriminar
sujetos con la AD con mas de un 90% de especificidad [242]: niveles de T-
tau superiores a 400 pg/mL y de P-tau a 70 pg/mL, junto con concentraciones
de AP42 menores de 550 pg/mL. Las muestras proceden del Laboratorio
Clinico de Neuroquimica en Maolndal, Suecia.
NC, como controles de los pacientes con LOAD: 20 sujetos de edades

similares con sintomas cognitivos inespecificos y sin evidencia neuroguimica
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de la AD determinada mediante los biomarcadores clasicos (T-tau <350 pg/
mL; P-tau <60 pg/mL y AB42> 550 pg/mL).

Medicion de T-tau, P-tau y Ap42 por ELISA

Las concentraciones totales de T-tau, P-tau y AP1-42 (Ap42) en el CSF se
midieron utilizando los ensayos ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas,
del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de INNOTEST (Fujirebio Europe).
Todas las muestras fueron analizadas como parte de la rutina clinica por técnicos de
laboratorio certificados, siguiendo procedimientos estrictos y con controles de calidad de

placas ELISA individuales, tal y como se ha descrito previamente [243].

1.2. Muestras de corteza cerebral frontal

Las muestras de corteza cerebral se corresponden con piezas congeladas inferiores
a 1 gramo de tejido. Estas muestras fueron obtenidas del banco de tejidos neuroldgicos
de la Fundacion CIEN-Unidad de Investigacion Proyecto Alzheimer (UIPA; Madrid), y
del banco de tejidos de la Region de Murcia, en ambos casos coordinados por el mismo
neuropatélogo, el Dr. Alberto Rabano (Fundacion CIEN-UIPA).

Los casos de la AD se corresponden a casos esporadicos con historial clinico de
demencia y confirmacion histoldgica. Los casos fueron categorizados como estadios V-
VI durante el analisis neuropatologico siguiendo la escala de Braak y Braak [244]. El
intervalo postmortem medio del tejido fue inferior a 8 horas. Se dispuso de muestras
obtenidas de 7 pacientes con la AD (3 hombres y 4 mujeres, con un rango de edad 81 +
12 afios) y 7 pacientes sanos como controles (3 hombres y 4 mujeres, en este caso su
rango de edad fue sensiblemente inferior por limitaciones de disponibilidad del banco de
tejidos, 65 + 15 afos). Todos los pacientes con la AD cumplian criterios clinicos para
probable AD (NINCDS-ADRDA) [245]. Tal y como se comentd anteriormente, fueron
seleccionados en base a su historial clinico y diagnostico neuropatoldgico basado en los
criterios de diagnostico CERAD, del inglés Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease[246]. Los sujetos control resultaron negativos en su analisis
histopatdgico, y no tenian antecedentes de sintomas neurolégicos o psiquiatricos ni de
alteracion en la memoria.

Todos los estudios realizados con las muestras fueron previamente aprobados por

el comité de etica de la Universidad Miguel Hernandez, y se llevaron a cabo en
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conformidad con la declaracion de Helsinki [247]. Las muestras se recibieron

anonimizadas e identificadas solo en base al codigo del banco de tejidos.

2. Procesamiento analitico de las muestras bioldgicas

Cada tipo de muestra tuvo un tratamiento diferente en funcion de su naturaleza.

2.1. Extraccion, tratamiento y preparacion de las muestras

2.1.1. Muestras de CSF

Nuestro estudio no requiri6 de reclutamiento especifico de los sujetos
participantes, y se realizd con consentimiento informado para la cesion de las muestras
en proyectos de investigacion genéricos. El procedimiento de extraccion y analisis del
CSF en los hospitales y centros donde fue recolectado se realizé siguiendo protocolos
estandarizados [248]. Las muestras fueron almacenadas a -80°C en el propio banco hasta
su cesion. El transporte se realizd en nieve carbonica. A su recepcién, los CSFs fueron
alicuotados por nuestro equipo de investigacion para evitar procesos de descongelacion-

congelacion en cada uno de los analisis realizados.

2.1.2. Muestras de corteza cerebral

Las muestras de tejido cerebral recolectadas en los bancos de tejidos se
mantuvieron en todo momento a -80°C. Su transporte se realizé en nieve carbénica y se
almacenaron en destino de nuevo a -80°C.

Para solubilizarlas, se descongelaron parcialmente en nieve carbonica de manera
que la temperatura no subiese mas de lo necesario (entre -40°C y -20°C). De esta forma,
se separaron pequefios trozos de muestra de alrededor de 0,2 g. Posteriormente, el tejido
separado se descongeld lentamente en hielo, se pes6 con precision y se homogeneiz6 en
un tampdn de solubilizaciéon (10% p/v) adecuado para extraer proteinas intrinsecas de
membrana (Tris-HCI 50 mM; pH 7,4; NaCl 500 mM; EDTA 5 mM; 1% (p/v) Nonidet P-
40; 0,5% (p/v) Triton X-100). El tampdn se complementd con un coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma P834) para evitar la degradacion producida por las enzimas proteoliticas
liberadas durante la homogeneizacion. El homogenado se sonico utilizando un Microson
ultrasonic cell disruptor Misonix en 3 series de 10 pulsos, manteniéndolo siempre en hielo
y evitando en la medida de lo posible la formacion de espuma. Tras sonicar, las muestras
se centrifugaron a 70.000xg a 4°C durante 1 hora (Allegra™ 64R de Beckman Coulter).
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Por ultimo, se recolectd el sobrenadante, que contenia las proteinas intracelulares y de
membranas solubilizadas, se alicuotd y se almacen6 a -80°C hasta el momento de su
utilizacion.

La concentracion total de proteina de los distintos extractos se determind utilizando
como estandar albimina de suero bovino (BSA, abreviatura estandar del inglés) de
acuerdo con el método del acido bicinconinico (BCA; Pierce). Este método se basa en la
reduccion, por reaccién con las proteinas, de los iones cuprico a iones cruproso bajo
condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el BCA (verdoso) para dar un
color morado. La intensidad del color morado resulta proporcional al contenido proteico
de la muestra. La medida de la proteina se realizd en placa de 96 pocillos, en la que
también se incluyeron pocillos con BSA a diferentes concentraciones para construir una
recta patrén de concentracion frente a absorbancia. Una vez obtenida la recta, se
extrapolaron los valores de absorbancia para conocer la concentracion de proteina de la
muestra a analizar. Las determinaciones de proteina se realizaron siempre por triplicado,
utilizando 2 pL de muestra, y 10 pL para los estandares y los blancos (H20 destilada por
la dilucion de los estandares de BSA y tampdn de solubilizacion por las muestras). Se
midié la absorbancia de la muestra a 560 nm en el lector de placas Microplate Reader
Benchmark de Bio-Rad, que esta acoplado a un ordenador para registro de los resultados

y tratamiento de los mismos mediante el programa Excel.

3. Electroforesis y western blot de APP

Con el fin de analizar y caracterizar las proteinas de extractos de corteza cerebral
y de CSF, se recurrio a la separacion electroforética en condiciones desnaturalizante en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE del inglés Sodium Dodecyl Sulphate-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). Las electroforesis se llevaron a cabo siguiendo el
método de Laemmli [249] y con el sistema electroforético Mini-Protean Tetra Cell (Bio-
Rad). Se trata de un tipo de electroforesis desnaturalizante en que las muestras se
desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes como el beta-
mercaptoetanol, que rompe los puentes disulfuro, y el SDS, un detergente anidnico que
actua como agente desnaturalizante y disociante, igualando las cargas entre proteinas y
permitiendo su separacion en funcién tnicamente de su masa molecular. Por lo tanto, es
un tipo de electroforesis basado en la distinta migracion de moléculas cargadas en

solucion en respuesta a un campo eléctrico.
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Los volimenes de muestra a cargar fueron de 30 pL para los CSF (mismo volumen
en cada calle) y 30 pg para las cortezas cerebrales (misma cantidad de proteina en cada
calle). Antes de cargar el gel, se afiadié tampdn de carga electroforética a las muestras, y
éstas se desnaturalizaron en un termobloque a 98°C durante 5 minutos.

Para el analisis de la proteina completa APP y de los fragmentos N-terminales de
mayor tamario, SAPPa y sAPPJ, las muestras se separaron por electroforesis en geles de
Tris-Tricina al 7,5%, y posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de
0,45 pum (Schleicher & Schuell Bioscience, GmbH, Dassel, Germany).

Para el analisis de los fragmentos C-terminales de APP (APP-CTFs), las muestras
de CSF se separaron por electroforesis en geles Tris-Tricina al 16%, y posteriormente se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,20 um (Whatman, GE-Healthcare).

Las membranas fueron bloqueadas con tampon de bloqueo Odyssey (LI-COR
Biosciencies) y posteriormente se incubaron con los anticuerpos indicados en la Tabla
3.1. Por ultimo, se incubaron con el anticuerpo secundario apropiado conjugado
fluorescentemente. Las inmunoreactividad se registr6 en un sistema de iméagenes
infrarrojas Odyssey Clx (LI-COR Biosciencies). La intensidad de las bandas obtenidas
fue analizada empleando el software LI-COR (Image Studio Lite).

3.1. Anticuerpos utilizados

3.1.1. Anticuerpos primarios

e Anti-APP N-terminal (IgG): Anticuerpo policlonal desarrollado en conejo.
Epitopo: amino&cidos 46-60 de APP695. Reconoce la region N-terminal del
APP695, APP751 y APP770. Dilucion 1:1000. Sigma A8967. Llamado en
este estudio Sigma-Nt.

e Anti-APP C-terminal (1gG): Anticuerpo policlonal desarrollada en conejo.
Epitopo: aminoacidos 676-695 del APP695. Reconoce la region C-terminal
del APP695, APP751y APP770. Dilucién 1:2000. Sigma A8717. Llamado en
este estudio Sigma-Ct.

e Anti-APP C-terminal (IgG1): Anticuerpo monoclonal desarrollado en ratén.
Epitopo: amino&cidos 676-695 del APP695. Dilucién 1:1000. Covance SIG-
39152. Llamado en este estudio C1/6.1.
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Anti-APP C-terminal (IgG): Anticuerpo monoclonal desarrollado en conejo.
Epitopo: aminoacido 750 del APP. Abcam ab32136. Dilucién 1:1000.
Llamado en este estudio Y188.

Anti-APP C-terminal (2D8): desarrollado en rata. Epitopo: region N-
terminal del AB humano. Dilucion 1:50. Llamado en este estudio 2D8 [62].
Anti-APP C-terminal (2E9): desarrollado en rata. Epitopo: fragmento del
ectominio de APP proximo al punto de corte N-terminal del AB humano (N-
PWHSFGADSVP-C). Dilucién 1:100. Llamado en este estudio 2E9[62].
Anti-Ap (IgG1): Anticuerpo monoclonal desarrollado en ratén. Epitopo:
aminoacidos 1-16 del péptido B-amiloide. Covance S1G-39300. Dilucion
1:2000. Llamado en este estudio 6E10.

Anti-sAPPa, (1gG2b): Anticuerpo monoclonal desarrollado en ratén. Epitopo:
C-terminal especifico del sAPPa humano. Dilucion 1:100. IBL 11088.
Llamado en este estudio IBL-a.

Anti-sAPPB (1gG): Anticuerpo policlonal desarrollado en conejo. Epitopo:
C-terminal especifico del sAPPB humano. IBL 18957. Dilucién 1:100.
Llamado en este estudio IBL-f.

Anti-KPIl (IgG): anticuerpo policlonal desarrollado en conejo. Epitopo:
dominio KPI especifico de las isoformas APP751 y APP750. Millipore
AB5302. Dilucién 1:500. Llamado en este estudio KPI.
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Anticuerpo

Anti-APP-Ct: Sigma-Ct
(policlonal; Sigma Aldrich)

Sitio de reconocimiento
Aminoécidos 676-695
del C-terminal de
APP695

Material y Métodos

Dilucién Especie

1:2000 Conejo

Anti-APP-Ct: C1/6.1
(monoclonal; Covance)

Aminoacidos 676-695
del C-terminal de
APP695

1:1000 Ratén

Anti-APP-Ct: Y188

(monoclonal; Abcam)

Aminoéacido 750 del C-
terminal de APP750

1:1000 Conejo

Anti-APP-Nt: Sigma-Nt
(policlonal; Sigma Aldrich)

Aminoacidos 46-60 del
N-terminal de APP695

1:1000 Conejo

Anticuerpo
Anti-sAPPa: IBL-a conformacional contra el ’
) - 1:100 Raton
(monoclonal; IBL) C-terminal especifico del
SAPPa
Anticuerpo
Anti-sAPPB: IBL-B conformacional contra el )
) ) . 1:100 Conejo
(policlonal; IBL) C-terminal especifico del
SAPPB
) Dominio KPI especifico
Anti-APP-KPI: KPI . .
. o de las isoformas APP751 1:500 Conejo
(policlonal; Milllipore)
y APP750
Ectominio de APP
proximo al punto de
Anti-APP-Ct: 2D8 corte N-terminal del AB 1:50 Rata
humano
(N-PWHSFGADSVP-C)
. Region N-terminal del
Anti-APP-Ct: 2E9 1:100 Rata
AB humano
Aminoacidos 1-16 del
éptido AB.
Anti-Ap: 6E10 p-!o P ]
También reconoce el 1:2000 Raton

(monoclonal; Covance)

APP completo y el
SAPPa
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Tabla 3.1. Anticuerpos primarios. En la tabla se pueden observar los anticuerpos primarios
utilizados en este estudio dirigidos contra la proteina APP humana. En ella se especifica el sitio de
reconocimiento y las diluciones a las que se usaron. Si no se indica lo contrario, los anticuerpos
reconocen las isoformas APP695, APP751 y APP770 sin distincion. APP-Ct: APP C-terminal; APP-
Nt: APP N-terminal.

3.1.2. Anticuerpos secundarios

Todos los anticuerpos secundarios se utilizaron a una dilucion 1:10000, y
pertenecen a la marca comercial LI-COR® Biosciences Lincoln.

e IRDye® 680RD (IgM): anti-ratén desarrollado cabra. Numero de catalogo
925-68180.

e IRDye® 800CW (IgG): anti-conejo desarrollado en cabra. NUmero de
catdlogo 925-32211.

e IRDye® 680RD (lIgG): anti-conejo desarrollado de cabra. Numero de
catdlogo 925-68071.

e IRDye® 800CW (IgG): anti-ratdn desarrollado en cabra. Nimero de catalogo
926-32210.

e IRDye® 800CW (IgG): anti-rata desarrollado en cabra. Numero de catalogo
925-322109.

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos pan-especificos de APP, se detect6
simultaneamente la inmunorreactividad de sAPPB y sAPPa en muestras de CSF. Las
transferencias se incubaron luego con los anticuerpos secundarios conjugados apropiados
(IRDye 680RD de cabra anti-ratén y IRDye800CW de cabra anti-conejo) y se analizaron
mediante el sistema de imagenes infrarrojas Odyssey Clx (LI-COR).

Para demostrar la identidad de las bandas KPI de 120 y 100 kDa, se detecto
simultaneamente la inmunoreactividad de dos anticuerpos en diferentes combinaciones
en muestras de CSF: Sigma-Nt/KP1 y 6E10/KPI. Las transferencias se sondearon con los
anticuerpos secundarios conjugados apropiados (IRDye 800CW de cabra anti-raton e
IRDye 680RD de cabra anti-conejo) y se analizaron mediante el sistema de iméagenes
infrarrojas Odyssey CIx (LI-COR).

Para demostrar la identidad de los fragmentos APP-CTF, se detectd
simultaneamente la inmunoreactividad de dos anticuerpos en diferentes combinaciones
en muestras de CSF: Sigma-Ct/2E9 y (C1/6.1)/2D8. Las transferencias se sondearon con

los anticuerpos secundarios conjugados apropiados (IRDye 680RD de cabra anti-conejo
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e IRDye 800CW de cabra anti-rata para el doble marcaje Sigma-Ct/2E9; y IRDye 680RD
de cabra anti-raton e IRDye 800CW de cabra anti-rata para el doble marcaje
(C1/6.1)/2D8, y se analizaron mediante el sistema de imagenes infrarrojas Odyssey Clx
(LI-COR).

4. Analisis de APP mediante interaccion con lectinas

Para la caracterizacion de los azlcares terminales presentes en la proteina APP
obtenida de extractos cerebrales se realiz6 un estudio de interaccion con lectinas. Las
lectinas son glicoproteinas de naturaleza no inmune con una alta especificidad por los
azlcares terminales y con capacidad para aglutinarlos [250]; la especificidad de las
lectinas usadas en este estudio puede consultarse en la Tabla 3.2.

Para el ensayo de interaccion se mezclaron, en microtubos de 0,5 mL, extractos
de corteza cerebral (60 ug de muestra en un volumen final de 60 uL) con 30 uL de la
lectina de Canavalia ensiformis (ConA) (Sigma C9017) o de Phaseolus vulgaris (PHA)
(Vector AL113), inmovilizadas en sefarosa (ConA) o agarosa (PHA). La mezcla se
incubo a 4°C durante toda la noche en agitacion suave. La fraccion de glicoproteina no
ligada a las lectinas se separd por centrifugacién a 400xg durante 3 minutos en tubos
Spin-X (Costar 8163), y el sobrenadante se reservo para posterior andlisis electroforético.
La resina de agarosa conteniendo la fraccion de glicoproteina ligada a la lectina se hirvid
a 98°C durante 5 minutos en presencia de tampdn de electroforesis, y se reservé para su
posterior analisis.

En base a experimentos preliminares y a la propia experiencia del grupo de
investigacion, el calculo del porcentaje de proteina APP que interacciona con la lectina
en cuestion se realizo en la fraccion no ligada, donde los resultados han mostrado una
mayor reproducibilidad. De este modo, se realiz6 el analisis por western blot de las
fracciones no ligadas a lectina de acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado
anterior (apartado 3). En todos los experimentos se incluyd una muestra de extracto de
corteza cerebral sin interaccionar con ninguna lectina para el calculo de la proteina total.
Esta muestra se mantuvo en las mismas condiciones que el resto. El porcentaje de APP
no ligado a lectinas para cada uno de los fragmentos N-terminal de APP se calcul6 como
el cociente entre la inmunorreactividad de APP no ligada a lectina y la inmunorreactividad

total para cada una de las bandas immunoreactivas de APP.
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Lectina Especificidad

Canavalia ensiformis (Con A) Residuos de a-D-manosil y a-D-glucosil

. Complejos bi- o tri-antenarios unidos por N-
Phaseolus vulgaris (PHA) L )
glicosilacion a Asn, y ricos en galactosa

Tabla 3.2. Lectinas. En la tabla se muestra la especificidad de union a los residuos
terminales del azlcar indicado de las lectinas Con A y PHA utilizadas en este estudio.

5. Inmunoprecipitacién de APP

Para la inmunoprecipitacién, se realiz6 una incubacién previa de la muestra de
CSF con proteina A-Sefarosa durante 2 horas a 4°C para eliminar la mayor parte posible
de pegada inespecifica (Sigma Aldrich Co). Las inmunoprecipitaciones se realizan o/n a
4°C incubando 150 puL de CSF con diferentes anticuerpos anti-APP tal y como se indica
en los resultados. Los anticuerpos se acoplaron previamente a la proteina A-Sefarosa
usando diclorhidrato de dimetil pimelimidato (Sigma Aldrich Co). Se utiliz6é una IgG de
conejo y una I1gG de rata (Vector) como anticuerpos control para las
inmunoprecipitaciones. Las proteinas precipitadas se lavaron con PBS y se eluyeron con
tampon de glicina 0,1 M a pH 2,5. Tras la neutralizacion del pH, se desnaturalizaron los
sobrenadantes y se sometieron a SDS-PAGE. Las membranas se sondearon con un

anticuerpo alternativo anti-APP segun lo indicado.

6. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados usando el programa SigmaStat (Version 3.5;
Systac Software Inc.), SPSS y R software. Los analisis se realizaron mediante la prueba
t de Student o la prueba U de Mann-Whitney para comparaciones por pares Yy
determinacion de los valores p exactos. Para verificar la distribucion normal de las
muestras se empled el test Kolmogorov-Smirnov. El estudio de las correlaciones entre las

variables estudiadas se realiz6 mediante el coeficiente de correlacién de Pearson.
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Resultados

1. Alteraciones en los niveles de las distintas especies de APP presentes
en el CSF de pacientes con la enfermedad de Alzheimer

Tal y como se ha comentado con anterioridad, el diagnostico temprano y preciso
de la AD es esencial para establecer terapias oportunas y efectivas. Debido a su
importante papel en la patogenia de la enfermedad [251], el AB es uno de los
biomarcadores mas especificos para la AD. El aumento en la produccion y deposicion
de AB42 en el cerebro afectado por la AD probablemente se produce durante décadas
antes de la aparicién de sintomas [252]. Sin embargo, el AB se acumula en el
parénquima cerebral como placas seniles, y ello se refleja probablemente en la
reduccién de su concentracion en el CSF. En consecuencia, los cambios longitudinales
en las especies de AB en el CSF son dificiles de interpretar, y de ahi la necesidad de
biomarcadores adicionales, especialmente en las primeras etapas de la enfermedad. Del
mismo modo, es dificil obtener informacion significativa sobre los posibles cambios en
los niveles de AB en el CSF, informacion que podria ayudar a evaluar las terapias
experimentales destinadas a reducir la produccion de Ap [253].

Por todo ello, en este estudio planteamos el anélisis de sAPPa y SAPPP en el CSF

mediante la técnica de western blot.

1.1. Niveles inalterados de sAPPa y sAPPJ en el CSF de pacientes con la AD

Los largos fragmentos solubles derivados de la protedlisis de la APP, como son el
sAPPa y el sAPPPB, se han postulado como biomarcadores prometedores para el
diagnostico clinico de la AD en el CSF (ver apartado 3.2.). Sin embargo, los resultados
obtenidos hasta el momento sobre los niveles de estas proteinas en el CSF son poco
concluyentes, ademas de contradictorios. Esto puede ser debido a que la mayoria de los
estudios previos se han basado en determinaciones ELISA, pero dada la formacion de
heterdmeros de estas proteinas en el CSF [231], su deteccion mediante esta técnica se ve
comprometida. Por ello, para evitar la posible interferencia de la formacion de complejos
heteroméricos de esta proteina en el CSF, hemos determinado los niveles de sAPPa y
sAPPB después de su separacion electroforética en condiciones desnaturalizantes SDS-
PAGE mediante la técnica de western blot, y la posterior utilizacién de anticuerpos pan-
especificos contra los dominios exclusivos C-terminales de estos fragmentos que se

generan tras el corte por la a- o B-secretasa (Figura 4.1. (A)).
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Los CSFs de los pacientes con la AD y de los controles (NC) utilizados en este
estudio (referenciados como LOAD en Material y Métodos), fueron previamente
caracterizados mediante los biomarcadores clasicos de la AD como son el AB42, el T-tau
y el P-tau (ver Tabla 4.1.). Para la deteccion del sAPPa y el sAPP, la especificidad de
los anticuerpos fue corroborada con un ensayo simultdneo de fluorescencia (Figura 4.1.
(B)). Estos ensayos revelaron un patron de bandas similar, con una banda inferior mas
ancha de aproximadamente 100-110 kDa (a partir de ahora referida como banda de 100
kDa), y una banda superior con menor inmunorreactividad de unos 120-130 kDa (a partir
de ahora referida como banda de 120 kDa). La incubacién de las membranas con ambos
anticuerpos simultameamente, dio como resultado una colocalizacion moderada so6lo en
la banda de 120 kDa (Figura 4.1. (B)). Hay que tener en cuenta que las pequefias
diferencias detectadas en la migracion electroforética de las proteinas cuando se utilizan
distintos anticuerpos, posiblemente estén reflejando las pequefias diferencias de tamarfio
entre el sAPPa y el sAPPB, aunque diferencias en la glicosilacion también pueden
contribuir a la diferente migracion electroforética.

No se detectaron diferencias significativas entre los grupos control y AD respecto
a los niveles estimados de inmunoreactividad de la banda de 100 kDa, ni de la de 120
kDa, ni para sAPPa ni para sAPPp (Figura 4.2.). Intentamos también determinar si existia
una diferencia relativa en el cociente entre las bandas de 100 y 120 kDa, y para ello,
calculamos la relacion entre la inmunoreactividad de las banda inferior y superior
(relacion 100 kDa/120 kDa, o cociente APPr). De nuevo, no encontramos diferencias
significativas entre los grupos control y AD (Figura 4.2.).
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Figura 4.1. Representacion del procesamiento de SAPPf y deteccion de sAPPa y sAPPJ

mediante fluorescencia. (A) Representacion esquematica del procesamiento de sAPPf por a-secretasa (via
no amiloidogénica) y B-secretasa (via amiloidogénica), y de la generacion de fragmentos grandes extracelulares:
sAPPa y sAPPB (no dibujados a escala). Se indican los epitopos para los anticuerpos utilizados en este estudio. El
asterisco (*) indica los anticuerpos pan-especificos exclusivos del dominio C-terminal de sSAPPa (IBL-a) y SAPPB
(IBL-B). (B) Se analizaron dos muestras de CSF de sujetos control para detectar sAPPa. con el anticuerpo IBL-a y
sAPPPB con IBL-B. La fluorescencia simultanea (suma) demuestra la especificidad de estos anticuerpos. La
colocalizacion solo fue evidente para la banda de 120 kDa (amarillo).

. CSF Ap42 CSF T-tau CSF P-tau
Grupo Edad (afos) Género
(ng/L) (ng/L) (ng/L)
NC 69+1 8M/12H 831+ 30 251+ 14 402
AD 69+3 15M/5H 424 + 12* 762 £ 69* 100 + 8*

Tabla 4.1. Datos clinicos, demograficos, y andlisis de biomarcadores clasicos de la
coleccion de CSFs usados en este estudio. M, mujeres; H, hombres; *p< 0,001. Las muestras de la AD

estan referenciadas como LOAD en el apartado de Material y Métodos.
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Figura 4.2. Niveles de sSAPPa (A) y SAPPB (B) en el CSF de pacientes con AD. Western blots
representativos de muestras de CSF humano de NC (circulos negros; n = 20) y de pacientes con AD de edad similar
(circulos blancos; n = 20) incubados con un anticuerpo contra (A) sAPPa (IBL-a) o (B) sAPPB (IBL-B). Al lado
de la imagen se muestra la cuantificacion densitométrica de las bandas inferior y superior tanto de SAPPa como
de sAPPB, y la relacion derivada del calculo del cociente de la inmunorreactividad entre las bandas inferior y
superior para cada una de las muestras (APPr:100 kDa/120 kDa). Los datos representan la media + SEM. Cada
una de las muestras fue analizada por duplicado. n.s.: valor de p no significativo.
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120 kDa sAPPa (a.u.)

Resultados

Curiosamente, algunos estudios han detectado una correlacion positiva entre los
niveles de SAPPa y SAPPp en el CSF [236], pero nosotros consideramos a priori que esta
correlacion, inexplicada e inesperada, podria ser en parte artefactual y estar relacionada
con la existencia de heterébmeros de estas proteinas en el CSF, y a su determinacion
mediante ELISA, que no discrimina dichos heterémeros [231]. Sin embargo, en este
estudio en el que el andlisis se realiza mediante SDS-PAGE, se confirma la correlacion
entre los niveles de sAPPa y SAPPf para ambas bandas, tanto en el grupo control como
en la AD (Figura 4.3.). Ademas, tanto la inmunorreactividad de la banda superior como
de la inferior de SAPPa, se correlacion6 con los niveles de AB42 en el grupo de control,
mientras que esta correlacion no se evidencid en los pacientes con la AD. Por otro lado,
los niveles de sAPPa se correlacionaron con los de T-tau en las muestras patoldgicas,
pero no en las muestras control (Figura 4.4. (A y B)). Del mismo modo, la correlacion
entre las bandas superior e inferior de SAPPf con T-tau solo se detecto en las muestras
de pacientes con la AD (Figura 4.4. (C y D)), mientras que no hubo correlaciones claras
entre el SAPPB y el AB42, ni en el grupo control ni en el grupo con la AD.
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Figura 4.3. Correlacion positiva entre SAPPa y SAPPB en muestras de CSF. Se analizaron
muestras de CSF de 20 NC (circulos negros) y 20 pacientes con la AD (circulos blancos) con edad similar para
detectar fragmentos sAPPo. y sAPPB utilizando anticuerpos pan-especificos (ver Figura 4.2.). Se encontrd una
correlacion positiva entre los niveles de SAPPa y de sAPPJ para las bandas inferiores (~ 100 kDa) y superiores
(~ 120 kDa) de APP en sujetos NC (linea continua) y con la AD (linea punteada). Se muestran el coeficiente de
regresion lineal (R) y los valores de p para cada correlacion.
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Figura 4.4. Correlacion de sAPPa y sAPPp con los niveles de Ap42 y T-tau en muestras
de CSF. Niveles para la banda de ~100 kDa; [(A) y (C)] y de ~120 kDa [(B) y (D)] de sAPPa. (A, B) y sAPPp
(C, D) en las muestras de CSF control (NC; circulos negros, lineas continuas) y de pacientes con la AD de edad
similar (circulos blancos, lineas punteadas). Se usd una regresion lineal para evaluar la correlacién de los SAPP
con los niveles AB42 y T-tau obtenidos mediante ELISA (ver Tabla 4.1.). Las correlaciones para P-tau fueron
similares a las mostradas por T-tau (no se muestra). Se muestran el coeficiente de regresion lineal (R) y los valores

de p para cada correlacion. n.s., valor de p no significativo.
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1.2. Desequilibrio entre las especies de APP en el CSF de pacientes con la
AD

En un estudio anterior de nuestro grupo y mediante la utilizacion de anticuerpos
especificos contra la region C-terminal de APP, se detectaron formas sin procesar de esta
proteina en el CSF, y cuyo tamafio por SDS-PAGE fue similar al de los grandes
fragmentos solubles de APP (sAPPa y sAPPP; Figura 4.5. (A)). Estas bandas de
aproximadamente 100 y 120 kDa se caracterizaron como especies solubles de APP sin
procesar proteoliticamente, SAPPf [231]. Cuando determinamos los niveles de sAPPf en
el CSF de la misma coleccion de sujetos, no encontramos diferencias significativas para
ninguna de las dos bandas entre los sujetos del grupos control y con la AD (Figura 4.5.
(A)). Sin embargo, si se detecto una diferencia significativa en el cociente APPr (100
kDa/120 kDa) entre los controles y los sujetos con la AD (Figura 4.5. (A)). Por otro
lado, tanto en el grupo control como en el de la AD, hubo correlacion entre la banda de
100 kDa del sAPPf y la banda de similar masa molecular del sAPPa y SAPPB. Las
correlaciones para la banda de 120 kDa del sAPPf tambien fueron positivas, excepto
para el SAPPa del grupo control (Figura 4.5. (B)). Por ultimo, ninguna de las bandas de
SAPPf se correlaciond con los niveles de Ap42 y P-tau ni en el grupo control ni en el
grupo con la AD. Sin embargo, las bandas sSAPPf se relacionaron con los niveles de T-
tau en el grupo con la AD, aunque no en el grupo control (Figura 4.5. (C)).
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Figura 4.5. Inmunorreactividad de sAPPf en el CSF de controles y pacientes con la AD.
(A) Imagen de western blot representativo de muestras de CSF humano de controles (NC; circulos negros; n = 20)
y pacientes con la AD de edad similar (circulos blancos; n = 20) resuelto con un anticuerpo anti-APP C-terminal
(Sigma-Ct). Al lado de la imagen se muestra la cuantificacion densitométrica para las bandas de ~120 y 100 kDa
y el cociente APPr (100kDa/120 kDa) calculado tal y como se describe en la Figura 4.2. Los datos representan la
media + SEM vy los valores de p. Cada una de las muestras fue analizada por duplicado. (B) Coeficiente de
regresion lineal (R) y valores de p para la correlacion de sSAPPf con sAPPa o sAPPp (bandas de 100 y 120 kDa).
(C) Coeficiente de regresion lineal (R) y valores de p para la correlacion de las bandas inferior y superior de sAPPf
con los biomarcadores de la AD clasicos ApB42, T-tau y P-tau. n.s., valor de p no significativo.

1.3. Desequilibrio entre las especies APP-KPI en el CSF de pacientes con la
AD

Finalmente, se utiliz6 un anticuerpo generado contra el dominio KPI de la proteina
APP, presente Unicamente en las variantes APP751 y APP770, para analizar el contenido
en estas variantes en las muestras de CSF. De nuevo, se identificaron bandas
inmunorreactivas a la region KPI de aproximadamente 100 y 120 kDa en el CSF,
inmunorreactividad similar a la observada hasta el momento con los distintos anticuerpos
utilizados contra APP (Figura 4.6. (A)).

Dado que el dominio KPI estd presente en otras glicoproteinas cerebrales,
verificamos la identidad de estas bandas en ensayos de fluorescencia simultaneos. Para
este ensayo, utilizamos por un lado anticuerpos anti-KPI combinados con anticuerpos
contra la regién N-terminal de APP, y por otro lado, el mismo anticuerpo anti-KPI
combinado con otro anti-APP, el anticuerpo 6E10, que reconoce un epitopo en la region
N-terminal del péptido AP, detectando por lo tanto sAPPf y sAPPa, pero no sAPPf
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(Figura 4.7.). La colocalizacion entre los anticuerpos contra la region KPI y N-terminal
de APP confirmd la identidad de las bandas inmunorreactivas a KPI de ~100 y 120 kDa
como especies solubles de APP (sAPP-KPI). Por otro lado, como la colocalizacion del
anticuerpo KPI con 6E10 solo era evidente para la banda de 120 kDa, y no para la de
100 kDa, se pudo deducir de estos experimentos que esta banda SAPP-KPI
posiblemente corresponde a SAPPB, pero no a sAPPa. No pudimos realizar ensayos
simultaneos de fluorescencia usando anticuerpos especificos contra SAPPB y la regién
KPI de APP, ya que ambos son anticuerpos policlonales desarrollados en conejo y por
lo tanto, no se pueden distinguir mediante diferentes anticuerpos secundarios. En otros
trabajos se han reportado formas sAPP-KPI de 110-100 kDa tanto en cerebro humano
como en cultivos celulares [254][255][256].
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Figura 4.6. Inmunorreactividad de sAPP-KPI en CSF de controles y pacientes con la

AD. (A) Blot representativo y cuantificacion densitométrica para las bandas sAPP-KPI de ~100 y 120 kDa
resueltas con un anticuerpo anti-KPI. Se analiz6 el CSF de 20 controles (NC; circulos negros) y 20 pacientes con
la AD (circulos blancos). El cociente APPr (100 kDa/120 kDa) se calcul6 tal y como se describe en la Figura 4.2.
Los datos representan la media £ SEM y los valores de p. Cada una de las muestras fue analizada por duplicado.
(B) Coeficiente de regresion lineal (R) y valores de p para la correlacion de sAPP-KPI con sAPPa, SAPPB 0
SAPPf (bandas 100 y 120 kDa). (C) Coeficiente de regresion lineal (R) y valores de p para la correlacion de las
bandas 100 y 120 kDa de sAPPKPI con los biomarcadores de la AD clasicos Ap42, T-tau y P-tau. n.s., valor de
p no significativo.
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Figura 4.7. Fluorescencia simultanea con APP y KPI para la deteccion de las formas

SAPP-KPI. Para detectar las formas sAPP-KPI se analizaron muestras de CSF de sujetos control mediante
SDS-PAGE, y se sondearon simultaneamente con dos anticuerpos diferentes: anti-KPI combinado con un anti N-
terminal de APP (Sigma-Nt); y anti-KPI combinado con el 6E10. La fluorescencia de los anticuerpos secundarios
(IRDye 800CW cabra anti-conejo, verde; IRDye 680RD cabra anti-raton, rojo) se detectd con el sistema Odyssey
con fluorescencia simultanea (suma) que permite estudios de colocalizacion (amarillo).

Cuando se analizaron con anticuerpos anti-KPI alicuotas de la misma coleccion
de CSFs de controles y pacientes con la AD, no se observaron cambios significativos en
ninguno de los dos grupos (Figura 4.6. (A)), aunque nuevamente el cociente APPr reveld
un posible desequilibrio entre la banda de 100 kDa y la de 120 kDa en el CSF de
pacientes con la AD (Figura 4.6. (A)). Ademas, cuando se evaluo la correlacion de las
bandas SAPP-KPI con el sAPPa, SAPPB o el SAPPf, la correlacion en el CSF de los
sujetos control fue méas pobre que la observada en el grupo con la AD (Figura 4.6. (B)).
Por ultimo, la correlacion de las bandas sAPP-KPI con los biomarcadores clésicos de la
AD indicaron una relacion mas fuerte con T-tau o P-tau que con AB42 (Figura 4.6. (C)).

2. La glicosilacion de la proteina APP determina su procesamiento
proteolitico y se muestra alterada en el cerebro de los pacientes con la
enfermedad de Alzheimer

A dia de hoy, resulta dificil medir la alteracion en las vias de procesamiento de la
APP (amiloidogénica/no amiloidogénica) mediante la determinacion de los niveles de Af
cerebral, ya que éste queda secuestrado en placas y la solublilizacion y estimacion de sus

niveles totales es compleja. Dado que la APP de la superficie celular sufre una endocitosis
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y reciclaje rapidos [257], la estimacion de sus niveles (sin procesar proteoliticamente)
también puede resultar compleja de interpretar, pudiendo no reflejar cambios en los
niveles de expresion. En este contexto, se ha considerado que la determinacion de los
niveles de sAPPa y sAPPPB en el CSF de sujetos con la AD, podria detectar el
desequilibrio entre el procesamiento amiloidogénico/no amiloidogénico de APP, pero
como se ha comentado anteriormente, los resultados hasta la fecha no han sido del todo
satisfactorios [234][258]. Del mismo modo, también se han analizado alteraciones en
los niveles de sAPPa y sAPPJ en extractos de cerebros de pacientes con la AD [259]
[260][261], pero los resultados han sido pobres igualmente.

La glicosilacion juega un papel fundamental en la determinacion del tréfico y la
localizacion subcelular final de las glicoproteinas. En el caso concreto de APP, esta
sufre varias modificaciones co- y postraduccionales entre las que se encuentran la N- y
la O-glicosilacién. Del mismo modo, el procesamiento proteolitico de APP, a través de
la via amiloidogénica/no amiloidogénica, ocurre obviamente después de la glicosilacion
[90]. Tanto el trafico como la localizacion subcelular final de APP son elementos
cruciales que determinan su procesamiento en la superficie celular. Por ello, no es de
extrafiar que cambios en el estado de glicosilacién se hayan relacionado con cambios en
su procesamiento [42][44][262][263][264][265]. Sin embargo, poco se sabe de

potenciales cambios en la glicosilacion de APP en el cerebro de sujetos con la AD.

2.1. Caracterizacion y niveles de sAPPa y sAPPp en el cerebro de sujetos

con la AD

La discriminacion entre las diferentes especies de APP resulta complicada si nos
basamos unicamente en una masa molecular distinta, ya que se predice que sAPPa o
sAPPB son solo ligeramente mas pequefios que la APP de longitud completa, y por lo
tanto, no se distinguen por separacion electroforética [233]. Ademas, pequefias
diferencias en la migracion electroforética también pueden atribuirse a diferencias en la
glicosilacion [266], o incluso reflejar formas inmaduras de la proteina [267]. En
consecuencia, abordamos la discriminacion de estas proteinas por SDS/PAGE
utilizando anticuerpos pan-especificos generados contra el dominio exclusivo C-
terminal de sAPPa y sAPPJ [268].

Se espera que mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes las
diferentes especies de APP y sus fragmentos N-terminales largos solubilizados de

extractos cerebrales, migren en el entorno de entre 100 y 130 kDa [254][269]. Las

77



Resultados

diferencias en la masa molecular deben corresponderse con la distinta migracién de la
variante predominante neuronal, la especie denominada APP695, y las isoformas APP751
y APP770, ambas portadoras del dominio KPI y practicamente indistinguibles entre ellas
por tamafo. Todas las variantes sufren el mismo procesamiento por secretasas y generan
los mismos tipos de fragmentos, incluidos el sAPPa y el sAPPB. Como ya se ha
mencionado, mas alla de la ventaja que supone la separacion electroforética para
distinguir entre estas variantes, consideramos que el mejor abordaje es el uso de
anticuerpos panespecificos contra la region C-terminal exclusiva de sAPPa y sAPPJ
[268]. Ademaés, tenemos la posibilidad de combinar parcialmente con un anticuerpo
generado contra el dominio KPI presente en las variantes APP751 y APP770, que nos
permitira diferenciar entre estas especies KPI(+), en adelante APP-KPI, y las KPI(-), en
adelante APP695. La Figura 4.1. muestra una representacion esquematica de la longitud
completa de APP y de los fragmentos N- y C-terminales determinados en este estudio, asi
como los epitopos reconocidos por los diferentes anticuerpos utilizados.

Lo primero que hicimos, fue determinar y cuantificar los niveles de las diferentes
especies de SAPPa y sAPPB mediante la utilizacion de anticuerpos pan-especificos en
extractos de cortezas de cerebro humano mediante la técnica SDS-PAGE/western blot.
No obtuvimos diferencias significativas en cuanto a los niveles de las especies APP695 o
APP-KPI derivadas tanto de sAPPa (Figura 4.8.), como de sAPPJ (Figura 4.8.), entre las
muestras control (n=7) y con la AD (n= 7). Al establecer el cociente entre los niveles de
APP695/APP-KPI para ambas especies, sAPPa y sAPPpB, aunque ambas mostraron
claras diferencias, tampoco obtuvidos diferencias significativas en la comparacion de
este cociente entre las muestras control y con la AD (Figura 4.8.). Los niveles de las
bandas inmunorreactivas para sAPPa atribuidas a especies APP-695 y KPI se
correlacionaron en ambos grupos, control (R =0.76; p = 0.048) y con la AD (R =0.96; p
<0.001), mientras que esta correlacion no fue evidente entre las especies SAPPJ ni en el
grupo control ni en el de pacientes con la AD (NC: R =0.19; p =0.69; AD: R =0.57; p
= 0.17). No hubo correlaciones significativas entre SAPPa y sAPPf ni considerando las
especies APP695, ni las APP-KPI, estimadas tanto en las muestras control como en las
de la AD (correlaciones no mostradas).
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Figura 4.8. Niveles de las diferentes especies de sAPPa y sAPPp en cortezas de cerebro

humano. Blots representativos de las muestras analizadas y cuantificacién densitométrica para las bandas
APP695 y APP-KPI. Se analizaron muestras de corteza frontal humana de 7 controles (NC; simbolos negros) y 7
pacientes con la AD (simbolos bancos) resueltas con anticuerpos anti-sAPPa (A) y anti-sAPPB (B). En la imagen
se muestra la cuantificacion densitométrica de las especies atribuidas a las variantes APP695 y APP-KPI. Los
calculos se realizaron por duplicado. También se muestra el cociente para sAPPa y para sAPPB (APP-
KPI/APP695) calculado dividiendo el nivel de inmunoreactividad de las especies APP-KPI por el de la APP695
para cada muestra. Ninguna de las comparaciones result6 estadisticamente significativa.

2.2. Patrén de interaccion de las especies sAPPa y sAPPp de cerebro

humano con lectinas

Para comparar el patron de glicosilacion de sAPPa y sAPPp, se analizaron las
mismas muestras de extractos de corteza frontal de controles (n=7) y sujetos con la AD
(n=7) en cuanto a su interaccién con las lectinas ConA (alta especificidad por manosas
terminales) y PHA (alta especificidad por residuos de galactosa terminales)
inmovilizadas. Las interacciones lectina-glicoproteina se analizaron en la fraccién no
ligada para estimar qué porcentaje de sAPPa y SAPPJ no era reconocido por cada una
de las lectinas (Tabla 4.2.). Dado que se supone un origen celular diferente para las
isoformas derivadas de la especie APP695 (neuronal) y las APP-KPI (mayormente glial)

[270], y que cada tipo celular tiene una maquinaria de glicosilacion particular,
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esperabamos detectar diferencias en las propiedades de unién de los fragmentos NTF
derivados de las distintas especies. De acuerdo a esta presuncion, las fragmentos sAPPJ
derivados tanto de APP695 como de APP-KPI, mostraron diferencias en su interaccion
con ambas lectinas, tanto en el grupo control como en el de pacientes con la AD; sin
embargo, los distintos fragmentos sAPPa exhibieron un patrén similar de union a Con
A o PHA en ambos grupos (Tabla 4.2. y Figura 4.9.). Lo que resultd mas interesante,
fue constatar que el patron de unidn a lectinas variaba al comparar SAPPa y sAPPS,
tanto para las especies derivadas de APP695, como para las derivadas de APP-KPI, y en
ambos grupos, control y con la AD (Figura 4.10.). Este resultado sugiere que diferentes
glicoformas de APP se procesan preferencialmente por la via no amiloidogénica (a-
secretasa) o por la amiloidogénica (3-secretasa). Ademas, esta determinacion se da tanto

en neuronas (APP695) como en células gliales (APP-KPI).

Porcentaje de APP no unido a lectinas

ConA PHA ConA PHA
12.2+1.7 6.6:0.8 29408 26:038
e APPEIS | 17.3.20.6] [4.3-9.4] [0.3-7.1] [0.2-6.8]
APl | 137221 5.740.8 40.4+4.6 37.0£3.2
[9.2-24.6] [2.8-8.1] [20.2-58.3] [22.6-51.0]
7.0+L5 4.0%06 1205 19103
AD APPBS | 19 412.9] [1.8-6.8] [0.1-3.7] [1.0-3.1]
APl | 77413 3.8%0.6 57.1+8.5 56.7£9.7
[4.0-12.4] [2.3-5.4] [37.6-89.0] [27.4-95.3]

Tabla 4.2. Glicosilacion de sAPPa y sAPPp en extractos cerebrales de sujetos control y

con la AD. Se incubaron los extractos cerebrales de los sujetos control (NC; n=7) y de los sujetos con la AD
(n=7), con las lectinas inmovilizadas ConA o PHA. EIl sobrenadante obtenido, que contiene la fraccion de
glicoproteinas no reconocidas por las lectinas, se analiz6 mediante western blot utilizando anticuerpos pan-
especificos para sAPPa y SAPPp, tal y como se describe en la Figura 4.1. Los datos representan los porcentajes
(media £ SEM) y los intervalos de la inmunorreactividad detectada en la fraccion no unida a cada lectina en
cuestion, tanto para sSAPPa como para sAPPp; estos valores se usaron para comparar las diferencias en la union a
lectinas entre especies y grupos (ver Figura 4.9. - Figura 4.10. - Figura 4.11.).
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Figura 4.9. Interaccion de las especies APP695 y APP-KPI derivadas de sAPPa y
SAPPB con las lectinas ConA y PHA.

Finalmente, para estudiar si la glicosilacion de APP difiere en extractos cerebrales
de sujetos con la AD en comparacion con los sujetos control, confrontamos el patron de
glicosilacion de sAPPa y sAPPp (Figura 4.11.). Determinamos diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo con la AD en cuanto a la interaccién del sAPPa,
derivado de la APP695 con ConA y PHA; y también con ConA para el sAPPa derivado
de las especies APP-KPI. No se detectaron diferencias significativas en la proporcion de
sAPPB que no se unié ni a ConA ni a PHA en muestras de pacientes con la AD en
comparacién con controles, ni para la especie APP695 ni para las especies APP-KPI.
Estas diferencias indicaron que la glicosilacion de APP en el cerebro con la AD esta
alterada y afecta principalmente a las glicoformas procesadas por la via no
amiloidogénica.
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Figura 4.10. Patron de union a lectinas de sAPPa y sSAPPB tanto para las especies

derivadas de APP695 como para las derivadas de APP-KPI en NC y en la AD.
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Figura 4.11. Patron de glicosilacion para cada especie sAPPa y sAPPfB enla AD en

NC.
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3. Fragmentos C-terminales de APP en el CSF como biomarcadores
potenciales para la enfermedad de Alzheimer

Otros biomarcadores alternativos para la AD podrian ser otros fragmentos
resultantes del procesamiento proteolitico de la proteina APP.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, APP es una proteina transmembrana
de tipo | constituida por un largo dominio extracelular N-terminal, un dominio
transmembrana, y un corto dominio C-terminal intracelular. Generalmente, APP se
escinde por ADAM10, que conduce a la via no amiloidogénica, o por BACEL, que
conduce a la via amiloidogénica, generandose de este modo los largos fragmentos N-
terminales, sAPPa y sAPPB, que como se ha comentado anteriormente, han sido
considerados como potenciales biomarcadores. Sin embargo, como se ha explicado en el
apartado anterior y en otros estudios, los niveles de sAPPa y sAPPB en el CSF no
muestran cambios en la AD [256]. En cambio, lo que permanece inexplorado hasta la
fecha es el analisis en el CSF de los fragmentos que restan, dado que se entiende que
quedan circunscritos al interior celular. De hecho, los CTF restantes de APP ligados a la
membrana (APP-CTF), productos de cualquiera de las vias proteoliticas, siempre son
procesados por la enzima y-secretasa generando un dominio intracelular mas corto
(AICD) [46].

Llegados a este punto, cabe recordar que APP también puede ser objeto de otras
vias de procesamiento proteolitico alternativas [258], como la llevada a cabo por la 8-
secretasa (una endopeptidasa de aspargina: AEP) [67] o por la m-secretasa (una
metaloproteinasa) [62], generando metabolitos proteoliticos alternativos de diferente

masa molecular (tanto fragmentos N-terminales como C-terminales).

3.1 Presencia de fragmentos solubles C-terminales de APP (APP-CTFs) en
el CSF humano

Para determinar la posible presencia de especies de APP-CTF en el CSF humano,
analizamos muestras de distintos individuos mediante western blot con tres anticuerpos
distintos contra la region C-terminal de APP: Sigma-Ct, C1/6.1 y Y188 (ver Material y
Métodos, apartado 3.1.1.). En la Figura 4.12. (A), se puede observar una representacion
esquematica de la proteina APP y los epitopos de reconocimiento para cada uno de los

anticuerpos utilizados en esta parte del estudio.
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Los ensayos realizados revelaron un patrén de bandas inmunorreactivas similar
para los tres anticuerpos anti-CTF utilizados, con una banda predominante de ~25 kDa
(Figura 4.12. (B)). Esta banda, también se observd con los anticuerpos 2D8 y 2E9,
especificos contra un dominio extracelular cercano al dominio transmembrana (Figura
4.12. (A)). Dado el tamafio molecular del fragmento detectado, ~25 kDa, y la presencia
de inmunoreactividad con todos los anticuerpos testeados, pudimos deducir que
estdbamos identificando un CTF de APP generado por la m-secretasa previamente
denominado como CTFn (Figura 4.12. (Ay B)) [62]. Por otro lado, los anticuerpos 2D8
y 2E9 también detectaron otros fragmentos solubles de ~15 kDa descritos previamente
[62], resultado del corte secuencial de APP primero por la n-secretasa y posteriormente
por la a- o B-secretasa, y que han sido denominados como An. Ademas, el anticuerpo
2D8 también detectd monomeros de Ap.

Siguiendo con la caracterizacion de las bandas, las imagenes de doble marcaje
fluorescente obtenidas con los anticuerpos Sigma-Ct y 2E9, sirvieron para corroborar que
la banda principal de ~25 kDa es compatible con el CTFn y no es representativa de
oligobmeros de AP (Figura 4.13. (A)). El doble marcaje con los anticuerpos C1/6.1'y 2D8

confirmo dicha observacion (Figura 4.13. (B)).
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Figura 4.12. Presencia de CTFs solubles de APP en el CSF humano. (A) Representacién
esquematica del procesamiento de APP por secretasas, asi como de los epitopos de reconocimiento de los
anticuerpos utilizados en este estudio. (B) Blots representativos de tres muestras de CSF humano control resueltas
con los anticuerpos indicados. Las muestras fueron las mismas en todos los geles. (C) Se inmunoprecipitaron
alicuotas de CSF control (Total, T) con los distintos anticuerpos indicados en las imagenes, y la fraccion de
proteinas precipitadas (fraccion unida, IP) se detecté con el anticuerpo alternativo indicado. Se analizaron en
paralelo como controles negativos alicuotas de CSF incubadas con proteina A-Sefarosa en ausencia de anticuerpo
de captura (IP @), o con una IgG irrelevante (IPig; 1gG de conejo para el anticuerpo Sigma-Ct e IgG de rata para
el 2D8),
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Figura 4.13. Analisis mediante SDS-PAGE y deteccion de fluorescencia de CTFs

solubles de APP en el CSF humano. Para probar que la especie de ~25 kDa resuelta con diferentes
anticuerpos es la misma, se analizaron tres alicuotas de CSF mediante SDS-PAGE y se resolvieron
simultaneamente con los anticuerpos Sigma-Cty 2E9 (A), 0 C1/6.1y 2D8 (B). La fluorescencia de los anticuerpos
secundarios se detectd de manera simultanea con el sistema Odyssey CLx Infrared Imaging (LI-COR) tal y como
se indica en la metodologia.

Por ultimo, realizamos ensayo de inmunoprecipitacion/western blot para
corroborar la identidad de la banda de ~25 kDa en CSF humano (Figura 4.12. (C)). Debido
a que mediante la técnica de SDS-PAGE la cadena ligera de inmunoglobulina migra a
una masa molecular similar a la banda de 25 kDa detectada con los diferentes anticuerpos,
para prevenir una interferencia inespecifica de esa cadena realizamos un protocolo de
inmunoprecipitacion que previene la separacion de los anticuerpos de la resina, que es lo
que ocurre si tras la inmunoprecipitacion se hierve la resina directamente con el tampén
de electroforesis. De este modo, utilizamos dihidroclorito de dimetil pimelidato para unir
covalentemente los anticuerpos primarios a la proteina A-Sefarosa, y eluimos la muestra
con tampon de glicina 0.1M a pH 2.5, que nos permite separar la proteina del anticuerpo
sin desligar el mismo de la resina [271]. Tras neutralizar el pH del tampdn de elucién
procedimos al andlisis electroforético convencional por SDS/PAGE. De este modo, las
muestras de CSF inmunoprecipitadas con el anticuerpo Sigma-Ct y resueltas por western

blot con el anticuerpo Y188, confirmaron la identidad de la banda de ~25 kDa como APP-
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CTF. La inmunoprecipitacion alternativa con el anticuerpo 2D8 y posterior western blot
con el Sigma-Ct respaldaron la identidad de dicha banda como CTFn (Figura 4.12. (C)).

3.2. EI APP-CTF de ~25 kDa aumenta en el CSF de pacientes con la AD

Para evaluar si los niveles de APP-CTF solubles presentes en el CSF se encuentran
alterados en la AD, se analizan muestras de distintas colecciones, descritas en el apartado
1.1. del Material y Métodos, FAD, dDS (con trisomia del cromosoma 21 que incluye el
APP) y AD esporadico (LOAD).

En primer lugar, describiremos los resultados obtenidos en pacientes con la
FAD, una forma de inicio temprano de la AD determinada genéticamente [272]. La
FAD ofrece oportunidades Unicas para analizar biomarcadores diagnosticos, dado que el
diagnostico de la enfermedad esta garantizado. En la Tabla 4.3. se han incluido los datos
clinicos y demogréficos de estos pacientes, asi como los niveles obtenidos de los
biomarcadores clasicos de la AD analizados en el CSF.

ofe dad (afio énero . . .
LOAD 71 + 2 [55-86] 15M/5H 412 + 19** 665 + 52 ** 84 + 6**
NC 72 +2[57-88] 6M/14H 739+ 32 23314 36+2
FAD 43 £ 2 [31-49] 5M/2H 266 = 49** 883 + 204** 168 + 69*
NC 39 + 3 [25-47] 5M/2H 809 +94 245+ 29 46 £ 4
dDS 53 + 2 [47-57] 4M/3H 422 + 17* 767 = 170* 108 + 19*
NC 48 + 2 [47-53] 5M/2H 751 + 84* 160 + 26 335

Tabla 4.3. Datos clinicos y demograficos de los sujetos utilizados en este estudio, asi
como los niveles obtenidos en el CSF de los biomarcadores clasicos de la AD Ap42, T-

tau y P-tau. Los datos se representan con la media + error estandar. Todos los grupos patolégicos son
comparados con los controles (NC) obtenidos del mismo hospital, y con un rango de edades similar al grupo
patolégico al que se compara. Los valores significativos son **p< 0,005; *p< 0,05. FAD, pacientes con la AD
autosémica dominante y portadores de la mutacion PSEN1 (3 portadores de la mutaciéon L286P, y el resto
corresponde a un caso portador de una de las siguientes mutaciones: S169P, L173F, L235R y L282R); en este
caso, los NC se corresponden con sujetos sanos de la misma edad portadores del gen sin mutar, y procedentes
de las mismas familias. dDS, pacientes con sindrome de Down y demencia de tipo Alzheimer. LOAD, pacientes
con AD esporadico definidos como sujetos con sintomas cognitivos, y un perfil de los tres biomarcadores
clésicos de CSF que indicaban la AD. M/H: n® mujeres/n® hombres.

Tras el andlisis por western blot y la resolucién mediante el anticuerpo Sigma-Ct,
se confirmo la deteccién de la banda de ~25 kDa en todos los CSF analizados (Figura
4.14.). La inmunoreactividad de esta banda en el CSF de sujetos con FAD aumentd

significativamente (95 + 27; p = 0.01) en comparacion con los niveles determinados en
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los controles (NC), sujetos de las mismas familias y edad similar, pero portadores del gen
silvestre sin mutar ( Figura 4.14. (A) y Tabla 4.3.).

Los sujetos con sindrome de Down y demencia de tipo Alzheimer, dDS, también
pueden considerarse una forma de la AD [273] determinada genéticamente, en este caso
por la sobreexpresion de APP. De nuevo, se produjo un aumento significativo (68 + 18;
p = 0.01) en la inmunorreactividad de la banda APP-CTF de ~25 kDa, resuelta con el
anticuerpo Sigma-Ct, en las muestras de CSF de pacientes con dDS en comparacion con
sus NC de edad similar (Figura 4.14. (B) y Tabla 4.3.).

(A) (B) ©)

NC FAD NC FAD NC FAD NC FAD NC dDS NC dDS NC dDS NC dDS NC LOAD NC LOAD NC LOAD NC LOAD
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Figura 4.14. Los niveles de la banda de APP-CTF de ~25 kDa se encuentran elevados en

el CSF de los sujetos con la AD. (A) Blot representativo de la banda de APP-CTF de ~25 kDa en las
muestras de CSF de 7 FAD sintométicos (circulos blancos) y 7 controles (NC; circulos negros) de la misma familia
y edad similar, pero portadores del gen sin mutar. También se muestra la cuantificacién densitométrica de la
inmunoreactividad de la banda de ~25 kDa. (B) Blot representativo de la banda de APP-CTF de ~25 kDa y su
cuantificacion en las muestras de CSF de 7 sujetos con Sindrome de Down y demencia de tipo Alzheimer (circulos
blancos) (dDS) y 7 NC (circulos negros) de edades similares. (C) Blot representativo de la banda de APP-CTF
de ~25 kDa y su cuantificacion en las muestras de CSF de 20 sujetos con AD esporadico, LOAD (circulo
abierto), y 20 sujetos NC (circulo cerrado) de edades similares. El anticuerpo utilizado para el estudio fue el

Sigma-Ct. En las graficas se muestran los valores de p.

Por ultimo, se evaluaron las diferencias en los niveles de inmunorreactividad de
la banda APP-CTF de ~25 kDa en sujetos con la AD esporadica (LOAD) en
comparacion con controles (NC) de la misma edad (Tabla 4.3.). De nuevo, la
inmunorreactividad total para esta banda detectada con el anticuerpo Sigma-Ct aumentd
significativamente en el CSF de los sujetos con LOAD en comparacién con sus controles
(35 9; p=0.01) (Figura4.14. (C) y Tabla 4.3.).
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Las muestras de CSF de sujetos con LOAD, también se testaron en paralelo con
el anticuerpo 2D8, confirmando un incremento practicamente idéntico para esta banda
(35 £ 9%; p = 0.01), y correlacionandose con la estimacion de los niveles calculados con
el anticuerpo Sigma-Ct (R = 0.73; p <0.001; Figura 4.15.). No hubo correlaciones claras
entre la inmunorreactividad de la banda APP-CTF de ~25 kDa y los niveles de los
biomarcadores clasicos, AB42, T-tau o P-tau, en los controles o en LOAD considerados
individualmente (Figura 4.16.). Sélo cuando se agruparon los controles y LOAD, surgio
una correlacion positiva entre los niveles de inmunorreactividad de la banda APP-CTF

de ~25 kDa con los niveles de T-tau y de P-tau (Figura 4.16.).
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Figura 4.15. Confirmacion del aumento de APP-CTF de ~25 kDa en el CSF de sujetos
con la AD esporadica (LOAD). Blot representativo y cuantificacién densitométrica del APP-CTF de 25
kDa en las muestras de CSF de 20 sujetos con LOAD y 20 controles (NC) de edad similar, resueltas con el
anticuerpo Sigma-Ct (mismos datos que en la Figura 4.14.) y con el anticuerpo 2D8. Se obtuvo correlacion

positiva cuando se confrontaron los niveles de inmunorreactividad de los mismos sujetos detectados con ambos
anticuerpos. Se muestran el coeficiente de regresion lineal (R) y los valores de p.
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Figura 4.16. Correlacion de APP-CTF de ~25 kDa con los niveles de Ap42, T-tau y P-

tau en muestras de CSF. Se us6 una regresién lineal para evaluar la correlacién entre el nivel de
inmunoreactividad del APP-CTF de 25 kDa (Figura 4.14.) y los niveles de Ap42, T-tau y P-tau obtenidos por
ELISA (ver Tabla 4.3.) en las muestras de pacientes con LOAD (circulos blancos, linea punteada fina) y de
controles cognitivamente normales de la misma edad (NC: circulos negros, lineas continuas). También se
muestran las regresiones lineales resultantes de la agrupacion de muestras con LOAD y NC (agrupados, Agr:
linea punteada gruesa). Se muestran el coeficiente de regresion lineal (R) y los valores de p para cada correlacion

(n.s.: valor de p no significativo).
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Discusion

El diagndstico temprano y preciso de la AD es esencial para establecer terapias
efectivas y para monitorizar la progresion de la enfermedad. Por ello, ambos retos,
realizar un diagnéstico precoz, antes de que se hayan producido cambios patoldgicos
irreversibles, y encontrar tratamientos curativos que modifiquen el curso de la
enfermedad, estan intimamente relacionados.

En esta tesis nos hemos centrado en contribuir al desarrollo de nuevos
biomarcadores que ayuden al diagndstico precoz de la AD. La comunidad cientifica
dispone basicamente de dos estrategias para llevar a cabo un diagndstico precoz: el uso
de pruebas de imagen funcionales, que ofrecen una imagen in vivo del cerebro humano
que refleja con bastante precision la distribucion de proteinas cerebrales; y el uso de
biomarcadores, que suelen determinarse en el CSF por tener una mejor correlacion
patogénica con una patologia del CNS que otros liquidos bioldgicos como la sangre.

Los biomarcadores bioquimicos son moléculas que se emplean como indicadores
de un estado biolégico. En medicina son Utiles para detectar la presencia de una
enfermedad (biomarcadores diagnosticos), o para valorar la respuesta a un tratamiento
especifico (biomarcadores pronoésticos). En este contexto, el método diagnostico mas
favorable para la AD seria el que se realizara de una forma fiable en las primeras etapas
de la enfermedad, con la medicidn de las proteinas implicadas en las vias patogénicas y
en su progresion. Se han estudiado multiples proteinas como biomarcadores en el CSF
de enfermos con la AD, pero de todas ellas, las que se utilizan como método diagndstico
consensuado son AP, T-tau y P-tau. El principal inconveniente de estas proteinas radica
en su falta de utilidad en etapas preclinicas, y en la falta de estandarizacion de los
protocolos utilizados para su medicion. Por todo ello, existe una necesidad real de definir
nuevos biomarcadores que permitan realizar un diagnostico precoz de la AD.

El primer paso para cumplir nuestro objetivo ha sido avanzar en la caracterizacion
bioquimica de la proteina APP para su mejora y aplicabilidad como biomarcador. Para
ello, hemos precisado de muestras de corteza cerebral frontal y de CSF de pacientes con
la AD. De manera sorprendente, a pesar de la relevancia de APP en la AD, y del avance
en el desarrollo de anticuerpos especificos contra alguna de sus isoformas, todavia esta
pendiente una completa caracterizacion bioquimica de esta proteina. La mejora en su
caracterizacion conllevaria la optimizacién o el redisefio de los protocolos de
determinacion, pero también permitiria avanzar en el conocimiento de los desequilibrios
fisiopatologicos que llevan al desarrollo de la AD. Asi, las diversas especies producidas

mediante el procesamiento de APP, bien por la via amiloidogénica de la /y-secretasa
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o por la no amiloidogénica de la o/y-secretasa, podrian tener funciones celulares
contrapuestas [274]. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios se han centrado en los
efectos contrapuestos del sAPPa y del propio AP, ya que este generado en exceso exhibe
efectos toxicos y amiloidogénicos, mientras que el sAPPa actia regulando la
proliferacion celular, el desarrollo del CNS y la neuroproteccion. Queda mucho por saber
no solo de estas especies, sino también de la funcion de la proteina completa en sus
diferentes variantes, de otros fragmentos menos estudiados como el sAPP, o incluso de
los CTF e ICD; asi como de fragmentos de APP producto de otras vias de procesamiento.
Una mejora en la caracterizacion de todos los componentes que forman el intricado
escenario fisioldgico de APP podria ser fundamental para avanzar en su conocimiento.

Siguiendo con el relato de esta tesis, el primer paso que se llevo a cabo fue estudiar
si las formas sAPPa y sAPPp, asi como de la proteina APP completa presente en el CSF
(sAPPf), pueden ser utilizadas para el diagndstico de la AD, ya que hasta el momento los
estudios en este sentido son controvertidos. De hecho, aunque siempre se ha considerado
que la estimacion de los niveles en el CSF de sAPPa y sSAPPJ puede ser un biomarcador
prometedor, los distintos estudios, en algunas ocasiones, lejos de ser concluyentes han
resultado contradictorios. La mayoria de los estudios llevados a cabo hasta la fecha se
basan en ensayos ELISA, que, aun fundamentados en anticuerpos de alta especificidad,
no discriminarian entre algunos fragmentos cuando estas proteinas forman agregados. De
hecho, previo al desarrollo de estos ELISA, los primeros estudios realizados mediante la
técnica de western blot indicaron una ligera disminucion de sAPPa en el CSF de sujetos
con la AD [232][275]. Posteriormente, mediante ensayos ELISA también se observo
disminucion de sAPPa en el CSF de la AD [276][277][278][279], aunque algunos
estudios no mostraron cambios significativos [280][281][282][283] y otros mostraron
niveles aumentados [236][284][285][286]. Por su parte, y de manera inesperada, la
mayoria de los estudios de SAPPJ realizados mediante ELISA 0 no mostraron cambios
0 mostraron una disminucion de los niveles en el CSF de pacientes con la AD [235]
[278][279][282][287], aunque hubo algin estudio que indicé un aumento [286]. Un
estudio reciente sobre el nivel de sAPPa y SAPPP en un nimero importante de muestras
de CSF ventricular postmortem (con confirmacion histologica), indicO pocas
diferencias, aunque ambos fragmentos sAPPa y sAPPJ aparecian ligeramente elevados
en CSF de sujetos con la AD en comparacion con los controles [288].

Una correcta evaluacion de los niveles de SAPPa y sAPPB en CSF, ademas de
por interés diagnostico, también podria ser de interés para monitorizar el efecto

bioquimico de los farmacos dirigidos contra la generacion de AB en los ensayos, en
94



Discusion

particular para los inhibidores de B- 0 y-secretasa. En este sentido, en un estudio
reciente la inhibicion de la B-secretasa dio como resultado un descenso significativo de
sAPPB, pero también un incremento en la concentracion de sAPPa en CSF, lo que
sugiere que la inhibicion de la B-secretasa provoca un incremento compensatorio en la
estimulacion de la via no amiloidogénica de APP [136][137][138].

Diversos factores pueden poner en duda la fiabilidad de las determinaciones de
APP en CSF mediante ELISA. En primer lugar, nuestro grupo ha descrito recientemente
la presencia de SAPPf en CSF humano [231]. Algunos de los kits de ELISA empleados
para evaluar sSAPPa se basan en el uso del anticuerpo 6E10, o anticuerpos similares, que
reconocen la parte N-terminal del péptido AP sin truncar [282]. En consecuencia, estos
anticuerpos reconocen sAPPa pero también SAPPf, cuya co-existencia en el CSF se
desconocia hasta hace poco. También se ha descrito recientemente que APP puede ser
objeto de otros procesamientos proteoliticos alternativos que generarian fragmentos que
no serian discriminados por estos u otros ELISA [271]. De hecho, se han descrito diversos
fragmentos N-terminales de APP en el CSF humano [62][67][232][233][289][290] y, por
lo tanto, estos fragmentos alternativos también pueden ser responsables de los resultados
divergentes obtenidos por ELISA. Conjuntamente, del estudio previo de nuestro grupo se
deduce que las distintas especies de sSAPP presente en el CSF se asocian en complejos
heteroméricos que interferirian en las determinaciones por ELISA, incluso basandose en
anticuerpos pan-especificos contra el extremo C-terminal truncado y exclusivo de sAPPa
y sAPPJ [231]. Por todas estas razones, y a pesar de las desventajas del analisis mediante
western blot en términos de reproducibilidad y andlisis cuantitativo, decidimos realizar
un estudio electroforético para estudiar los niveles de las distintas especies de sAPPa y
sAPPB, asi como de SAPPf, en el CSF de sujetos con la AD.

Esta aproximacion permite que distintas especies con un dominio epitopico comudn
se identifiquen por separado si tienen una masa molecular suficientemente distinta. La
proteina APP generalmente se detecta mediante electroforesis en extracto cerebral o en
CSF humano como un grupo de especies de entre 100 y 130 kDa [254]. Las diferencias
en la masa molecular posiblemente representan variantes de esta proteina, la APP695,
695 aminoacidos, expresada mayormente en neuronas, Yy las variantes portadoras del
dominio proteico KPI, las APP751 y APP770, 751y 770 aminoacidos respectivamente,
expresadas mayormente en células gliales (indistinguibles por separacion electroforética)

[291]. Esta aproximacion teorica debe ejercitarse con cautela ya que pequefias diferencias
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en la masa molecular, y por tanto en la migracion electroforética de especies de APP,
pueden atribuirse a diferencias en la glicosilacion [266], o también pueden reflejar formas
inmaduras de la proteina [267]. De hecho, el prondstico es que las formas sAPPa y
sAPPB generadas de la misma variante, se diferencian ligeramente de la APP sin
procesar proteoliticamente [233]. En consecuencia, las diferentes especies de APP y sus
correspondientes sAPPa y sAPPB, no pueden ser discriminados en el CSF por
separacion electroforética, y se deben usar anticuerpos pan-especificos para
identificarlas, anticuerpos que ademas han sido desarrollados recientemente contra el C-
terminal truncado exclusivo de sAPPa 0 sAPPJ [292]. En este sentido, para la validacion
de nuestro estudio hemos realizado un ensayo de especificidad de ambos anticuerpos
contra sAPPa y sAPPB mediante andlisis simultdneo por western blot y revelado por
fluorescencia. Esta aproximacion también tiene sus limitaciones, si bien un patron de
bandeado distinto por dos anticuerpos indica que representan proteinas o especies
diferentes, la identificacion superpuesta no puede aceptarse como prueba de identidad
incuestionable debido a las limitaciones de la separacion electroforética, tal y como
hemos mencionado. Asimismo, alguna combinacién de anticuerpos esta limitada por las
especies en las que se generan, ya que el analisis simultaneo requiere que los anticuerpos
secundarios fluorescentes sean contra especies distintas para no generar sefal “cruzada”.
Aln con estas limitaciones, nuestro estudio demuestra la eficacia del uso de estos
anticuerpos en nuestro ensayo.

En este complejo escenario, y con las herramientas metodoldgicas de la separacion
electroforética y el uso de anticuerpos especificos, confrontamos la determinacion de los
niveles de las especies sAPPa, sAPPP y sAPPf, ademas de las variantes SAPP-KPI. Para
este estudio, las muestras de CSF de sujetos con la AD y de los controles se caracterizaron
en base a su perfil de biomarcadores para T-tau, P-tau y Ap42. Los estudios de
seguimiento demuestran que los puntos de corte establecidos tienen una especificidad
superior al 90% para la AD [242]. No obstante, estos ensayos fueron ciegos, y careciamos
del detalle diagndstico clinico de los controles, salvo que eran sospechosos de demencia.
En cuanto a nuestro andlisis, no se observaron cambios en los niveles de las especies
sAPPa 0 sAPPB en CSF al comparar muestras de la AD y controles, ni tampoco en la
relacion de las proporciones entre las formas de ~100 y 120 kDa (APPr). Ademas,
aungue sospechabamos acerca de la correlacion positiva entre los niveles de sAPPa y
sAPPB reportada mediante ELISA [235][236], ya que inicialmente la habiamos
atribuido a la existencia de heteromeros [231], nuestro estudio también identifico dicha

correlacion.
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Asimismo, en el grupo control encontramos diferentes asociaciones de sAPPa y de
sAPP con los biomarcadores clasicos de la AD (AB42, T-tau o P-tau), y curiosamente,
estas correlaciones se perdian aparentemente en las muestras de la AD.

Si que pudimos detectar diferencias entre muestras de la AD y controles en el
cociente APPr, que refleja la inmunorreactividad de las bandas de ~100 y 120 kDa,
tanto al resolver con anticuerpos contra la regién C-terminal original de APP, que sirve
para evaluar las especies SAPPf, o contra el dominio KPI, que obviamente sirve para
definir las variantes SAPP-KPI. Un estudio previo de otro grupo en plaquetas habia
sugerido el interés de realizar este tipo de relacion entre las distintas especies de APP
[293]. Dado que el mecanismo por el cual una proteina transmembrana (SAPPf) aparece
en el CSF es desconocido, resulta dificil interpretar este desequilibrio existente entre las
especies sin procesar, aunque parece indicar una mayor expresion de APP en células
gliales, o menor en neuronales, asumiendo la identidad de la banda de 100 kDa como
APP695 y la de 120 kDa como APP-KPI, pero es necesaria una caracterizacion mas
completa de las diferentes especies, ya que las bandas de 100 y 120 kDa podrian
representar también diferentes glicoformas, o formas maduras e inmaduras de la misma
variante de APP. Para las especies definidas como sAPP-KPI, nuestra caracterizacion
parcial sugiere que la banda de 100 kDa representa probablemente un fragmento de
sAPP, pero en este caso, al menos 3 especies serian inmunoreactivas, por lo que la de
120 kDa no se puede precisar si estd también constituida por sAPPa, ademas de por
sAPPT, por lo que la interpretacion del desequilibrio es todavia mas compleja. Todavia
queda pendiente una completa caracterizacion de las distintas especies de SAPP en el
CSF, pero nuestros datos indican sutiles alteraciones en la expresion y/o el
procesamiento proteolitico de APP en la condicion patoldgica, mereciendo un analisis
mas detallado mediante herramientas y protocolos mas refinados.

Este tipo de estudios es necesario para mejorar la caracterizacion de las especies
de APP en el CSF, aunque ya hemos comentado las desventajas de usar western blot para
inferir si la proteina en cuestion es un buen biomarcador con fines clinicos. La técnica
de western blot presenta serias limitaciones tanto en el nimero de muestras que se
pueden analizar, como en los medios para normalizar los datos y poder compararlos
entre los ensayos. Este tipo de ensayos, por lo tanto, presenta dificultades en el uso de
curvas de calibracién para estimar las concentraciones de los componentes, dada la falta
de normalizacion entre ensayos. Por lo tanto, la via més adecuada tras extraer toda la

informacion de este tipo de técnicas seria la de refinar los protocolos ELISA para evaluar
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una sola especie o fragmento de APP. De este modo, podria investigarse la posibilidad de
realizar un pretratamiento quimico a las muestras destinado a desagregar oligémeros, tal
y como se reportd recientemente para el Ap [294]. Dichas modificaciones podrian hacer
del ELISA un procedimiento mas preciso para medir sAPP, superando la posible
interferencia de los heteromeros. De todos modos, nuestros datos sobre las diferencias en
la contribucion de las principales bandas de ~100 y 120 kDa para diferentes especies de
APP en el CSF, indican que la situacion es aun mas compleja y que requeriria disefios de
anticuerpos con mayor capacidad discriminatoria. También se tendria que contemplar la
posibilidad de que la composicion y/o niveles de los heterémeros de APP del CSF
muestren alteraciones en sujetos con la AD, algo que no hemos abordado en nuestros
estudios.

Algo que si hemos tenido la ocasidn de abordar en esta tesis ha sido el estudio de
los niveles de sAPPa y sAPPp en extractos de cortezas cerebrales de pacientes con la
AD vy controles. El valor de los niveles de sAPPa y SAPPJ en cerebro es sensiblemente
menor en comparacion con los realizados en el CSF. Esto podria ser debido a la
complejidad en la interpretacion de la correspondencia de los fragmentos de APP y de las
diferentes variantes (hasta hace muy poco se desconocia la existencia de sAPPf en el
CSF). Si que existen mas estudios acerca de los niveles de expresion de APP en cerebro
de sujetos con la AD, pero han resultado ser muy poco concluyentes, con indicacion de
aumentos moderados [295], sin cambios significativos [296] o incluso disminucién del
ARNmM de APP [297][298]. Algo que tampoco se aclara cuando se analizan por separado
los ARNm codificadores de APP695 [295][299][300] o de las especies APP-KPI
[301][302], donde los estudios también indicaron tendencias contrapuestas.

En nuestro estudio, y a pesar de sus limitaciones por los motivos ya expuestos, de
nuevo optamos por la técnica western blot para un andlisis cuantitativo respecto a los
ensayos ELISA. De cualquier modo, no obtuvimos cambios significativos para ninguna
de las bandas caracterizadas de ~100 0 120 kDa ni para sAPPa. ni para sAPPJ al comparar
sus niveles en extractos cerebrales de sujetos con la AD vy los controles. Este resultado,
junto con los estudios anteriores, indican claramente la dificultad de interpretar cambios
en la expresion y/o procesamiento en el cerebro humano de APP, posiblemente debido a
su rapidisimo procesamiento en membrana, y por la rapida sintesis de novo demostrada
para el ARNm de APP [257].

Asimismo, decidimos iniciar un nuevo abordaje para intentar discernir la

posibilidad de cambios en el procesamiento proteolitico de APP cerebral en sujetos
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aquejados de la AD. Dado que tanto la localizacién subcelular como las interacciones
proteicas que determinan la funcionalidad de una proteina y su ulterior procesamiento
estdn mediadas por la glicosilacién, decidimos explorar el estado de glicosilacion de
sAPPa y sAPPPB mediante su interaccion a lectinas especificas en su reconocimiento de
ciertos azUcares terminales. Los restos de oligosacaridos presentes en las glicoproteinas
dependen de la maquinaria enzimatica especifica del tipo celular particular; y diferentes
isoformas de la misma proteina pueden mostrar diversos patrones de glicosilacién
incluso en el mismo tipo celular [303]. Pero hasta donde sabemos, todavia no ha sido
investigado un patron de glicosilacion de APP alterado en el cerebro con la AD. En
nuestro estudio, hemos encontrado tanto resultados esperables como otros mas
novedosos que consideramos de interés. En primer lugar, encontramos diferentes
patrones de glicosilacion entre los derivados SAPPP atribuidos a la APP695 y a las
variantes APP-KPI. Este resultado era esperable, porque tal y como se ha comentado,
diversos estudios indican distinto origen celular de estas variantes, por lo que era
esperable un patron de glicosilacion diferencial derivado de la maquinaria de
glicosilacion particular de cada tipo celular. Que hayamos caracterizado este cambio
s6lo en sAPPB y no en sAPPa, puede ser debido a que s6lo hemos realizado el estudio
con dos lectinas, siendo probable que la extension del analisis a otras lectinas especificas
de otros restos de azlcares terminales permita caracterizar diferencias para el sAPPa
originado del APP695 y del APP-KPI. De manera mas interesante, hemos demostrado
que sAPPa y sAPPp expresan diferencias en la union a las lectinas al comparar las
especies originadas de las mismas variantes, luego presumiblemente en el mismo tipo
celular. Ello sugiere que la célula genera diferentes glicoformas de APP ya
predeterminadas a ser procesadas por las vias proteoliticas diferentes (no amiloidogénica
o amiloidogénica), y que esta caracteristica es generalizable a neuronas y células gliales.
Por ultimo, lo mas relevante en términos patoldgicos, ha sido constatar que existen
alteraciones en el patron de glicosilacion de sAPPa al comparar la AD y los controles, lo
gue podria ser ilustrativo sobre una alteracion en el patron de procesamiento proteolitico
de APP en el cerebro patoldgico. Sin duda alguna, es altamente interesante un estudio
mas completo, asi como explorar si estas alteraciones en la interaccion con lectinas son

utiles para refinar el potencial diagndstico como biomarcador del CSF.

Respecto al significado de estas alteraciones en la gliscosilacion, los estudios
actuales muestran que los modelos de la AD tanto in vitro como in vivo exhiben una

reduccién de los niveles globales de O-glicosilacion que se correlacionan con el mal
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funcionamiento mitocondrial, el subsecuente dafio de la funcidn bioenergética
mitocondrial, y la pérdida de la viabilidad celular [88][89]. Queda por esclarecer si este
fendmeno se correlaciona con nuestros resultados indicativos de un patron de
glicosilacion alterada para APP en el cerebro de sujetos con la AD. También seria
interesante determinar si el metabolismo alterado de O-glicosilacion/mitocondrial, o
cualquiera que sea la via, afecta a un nimero reducido de glicoproteinas o constituye un
fendmeno mas generalizado que requeriria de estrategias de intervencion terapéutica.

Si anteriormente hemos comentado la relativa escasez de estudios de sAPPa y
sAPPp en el cerebro humano con la AD, algo semejante ocurre con el CTFa y el CTFp,
ya que tampoco se han estudiado en profundidad, posiblemente porque los fragmentos
intracelulares de APP se procesan rapidamente por la y-secretasa y/o se degradan a través
de la autofagia y la via endosomal-lisosomal [304][305][306]. Ademas, la especificidad
de las bandas immunoreactivas para APP-CTF ha sido cuestionada de forma recurrente
[307]. No obstante, nuestro grupo esta interesado en el estudio de los niveles de CTFa y
CTFp en extractos cercbrales de sujetos con la AD, estudio que actualmente estamos
desarrollando, y en este sentido, durante el periodo de realizacion de esta tesis hemos
tenido ocasion de incluir un estudio original sobre la detectabilidad de fragmentos APP-
CTF en el CSF humano. Sorprendentemente, el APP-CTF mas abundante identificado en
el CSF humano ha sido un fragmento de ~25 kDa, que por tamafio en inmunoreactividad
a distintos anticuerpos, se ha atribuido a un CTF caracterizado recientemente como
resultado de un procesamiento proteolitico alternativo de APP por la n-secretasa (CTFn)
[62][308]. Tal y como hemos comentado, las vias mejor caracterizadas del
procesamiento proteolitico de APP se producen a traves de la a- o la B-secretasa, lo que
generaria el CTFa 0 el CTFp respectivamente, ambos con una masa molecular inferior a
15 kDa. Pero, también se han descrito vias alternativas de procesamiento [62][67][289].
Estas vias llevarian a la generacion de fragmentos alternativos de APP, algunos de los
cuales han sido identificados previamente en el CSF humano conteniendo el
ectodominio N-terminal [290]. En este sentido, es necesario una confirmacién mas
precisa para la asignacion del fragmento APP-CTF de 25-kDa como CTFn mediante el
desarrollo de anticuerpos pan-especificos contra el extremo N-terminal truncado
especifico de CTFn. Una aproximacion clasica implicaria la confirmacion por
espectrometria de masas tras inmunoprecipitacién con anticuerpos C-terminales para
APP. Sin embargo, los intentos previos para inmunoprecipitar fragmentos APP-CTF no
han resultado fructiferos [290], y en este sentido, nuestros experimentos, aunque

positivos en este aspecto, han resultado complejos y en un principio con intentos
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desalentadores. Pero lo mas relevante, es que dado que la proteina APP sin procesar
(SAPPf) del CSF forma heteromeros, los ensayos de inmunorprecipitacion con
anticuerpos anti C-terminales de APP inmunoprecipitarian ademéas del APP-CTF, el
SAPPf y también co-inmunoprecipitarian sAPPB y sAPPa [231], por lo que la
identificacion de péptidos hidroliticos de parte de la secuencia del CTFn no seria
concluyente. Este mismo razonamiento también seria aplicable al desarrollo de un
ensayo ELISA especifico.

Hay que tener en cuenta que aungue los APP-CTF por definicidn son especies
residentes de membrana, y por lo tanto no se espera encontrarlos en el CSF, nuestro grupo
ha caracterizado previamente tanto SAPPf como otras proteinas transmembrana sin
procesar proteoliticamente en el CSF [231][309]. No obstante, estudios previos de otros
grupos no detectaron fragmentos cortos C-terminales de APP en el medio de células
cultivadas [20]; aunque otros estudios si sugirieron la liberacion al medio de fragmentos
de APP-CTF mas grandes en células neurales en cultivo [310]. Ademas, se ha descrito la
existencia de APP-CTF en exosomas de células cultivadas [311], asi como de AICD
[312]. Se desconocen los mecanismos por los cuales estas proteinas unidas a la membrana
alcanzaron el CSF, y si estan asociadas a exosomas o libres en el fluido; en este sentido,
no hay que descartar que procedan, al menos en parte, de muerte neuronal/glial. Con
respecto a la fuente celular del APP-CTF de 25 kDa caracterizado en el CSF, se ha
documentado la presencia de fragmentos de APP, incluido un CTF de 25 kDa, en las
neuronas del hipocampo [62], pero también en otros tipos celulares, incluidas las células
endoteliales microvasculares [290]. El origen celular de este APP-CTF de 25 kDa
también podria ser relevante para definir su potencial como un biomarcador de la AD.

Es una incdgnita porque este APP-CTF de 25 kDa, que se supone que no es el
generado mayoritariamente en el cerebro, si sea el mas abundante en el CSF. Hoy en dia
se asume que el procesamiento de APP por n-secretasa esta parcialmente en equilibrio
dindmico con la protedlisis mediada por la a- y B-secretasa [62][313][314]. La forma en
que las secretasas compiten por el sustrato de APP y la influencia de la
compartimentacion subcelular de APP y secretasas estd continuamente en discusion
[315]. En consecuencia, se puede especular que si el APP-CTF de 25 kDa es realmente
un CTFn, su mayor abundancia en el CSF podria estar relacionada con la
compartimentacion de secretasas, quizas en exosomas, que conllevaria un procesamiento
mas lento del CTFn respecto del CTFa y del CTFp.
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Respecto a los niveles asociados a la condicién patolégica, hemos demostrado
valores elevados en la AD esporadica respecto a los controles, y también en el CSF de
sujetos con FAD y dDS, que ofrecen incluso una mayor discriminacion al comparar con
sus respectivos controles. Todos los ensayos de colecciones distintas fueron comparados
con controles obtenidos por el mismo equipo, y se refieren a sujetos de edad similar. En
el futuro debera examinarse la posibilidad de que los niveles de APP-CTF varien con la
edad en condiciones no patoldgicas. En cualquier caso, estas formas de la AD
determinadas genéticamente sirven para confirmar la asociacion a la condicién
patoldgica de elevados niveles de APP-CTF de 25 kDa en el CSF.

En nuestro analisis estadistico, los altos niveles de APP-CTF de 25 kDa en el CSF
se correlacionaron con una mayor concentracion de T-tau y P-tau, pero no se
correlacionaron con los niveles de AB42. Se cree que el aumento de la concentracion de
T-tau en el CSF refleja la neurodegeneracion, mientras que se supone que P-tau se
asociaria propiamente a la patologia neurofibrilar. Por el contrario, la disminucion general
de la concentracion de AP42 en los CSF de los pacientes no es ilustrativa de los
desequilibrios en el procesamiento de APP en el cerebro, ya que en paralelo con el
aumento en la generacion de AB42, también se produce una mayor agregacion de AP en
placas. Por lo tanto, las correlaciones positivas del APP-CTF de 25 kDa con T-tau y P-
tau sugieren una correlacion con el proceso patologico de la AD. De todos modos, las
correlaciones mencionadas resultaron positivas solo cuando se consideraron todas las
muestras, y no en los grupos control o con la AD considerados por separado. Por lo
tanto, estas correlaciones obtenidas al agrupar los controles y los afectados por la
patologia, podrian ser un artefacto por la desviacion propia de valores en los sujetos con
la AD. Se requiere un andlisis adicional con un mayor nimero de muestras antes de
extraer conclusiones relevantes.

Por lo tanto, para definir el verdadero potencial del APP-CTF de 25 kDa
detectable en el CSF como un biomarcador , seria valioso replicar nuestro hallazgo
actual utilizando técnicas facilmente cuantitativas y replicativas como los ensayos
ELISA. Sin embargo, ya se ha comentado que actualmente no son aplicables en funcion
de los protocolos y anticuerpos accesibles. De cualquier modo, incluso con las
desventajas de la transferencia por western blot para un andlisis cuantitativo,
consideramos que la determinacion de los niveles de APP-CTF en el CSF puede
constituir un posible nuevo biomarcador de la AD. Para corroborar su potencial seran
necesarios ensayos de especificidad, incluyendo grupos de otras demencias y

desordenes neuroldgicos. No obstante, nuestros hallazgos actuales proporcionan
102



Discusion

evidencia suficiente para justificar mas estudios sobre la determinacion de APP-CTF

como un posible nuevo biomarcador de diagnostico de la AD.

Por todo ello, consideramos que los hallazgos expuestos en este trabajo
contribuyen a iluminar un campo de investigacion con muchas incognitas por resolver,
pero que ofrece nuevas oportunidades y perspectivas de estudio en el campo de la proteina

APP y su procesamiento en la AD.
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Conclusiones

En el CSF humano y mediante western blot, confirmamos la existencia de
especies de alrededor de 100 y 120 kDa de sAPPa y sAPPJ, probablemente
producto de variantes no portadoras (APP65) y portadoras del dominio KPI.
Especies de tamafio similar se determinaron al resolver las muestras con
anticuerpos contra la region C-terminal, demostrando la co-existencia en el CSF
de sAPPT, la especie sin procesar proteoliticamente.

Los niveles de las especies de 100 y 120 kDa de sAPPa y sAPPJB no mostraron
cambios en el CSF de sujetos con la AD al comparar con los controles. Tampoco
para la SAPPT, ni al determinar los niveles de APP con anticuerpos anti-KPlI.

La proporcion de especies de 100 y 120 kDa de sAPPa o sAPPP en el CSF
tampoco mostrd alteracion al comparar sujetos con la AD y controles, pero si
cuando se determiné para las especies SAPPf y sAPP-KPI, lo que podria indicar
alteraciones en expresion y/o procesamiento.

No existen diferencias significativas entre los niveles de sAPPa y sAPPp,
determinadas por western blot, en extractos cerebrales de sujetos con la AD al
comparar con los controles.

Las especies sAPPa y sAPP solubilizadas de extractos cerebrales exhiben
diferencias en su union a lectinas.

El patron de glicosilacion de sAPPa extraido de corteza frontal difiere en
extractos de la AD al comparar con controles.

En el CSF humano son identificables fragmentos C-terminales de APP. EI méas
abundante de ellos se corresponde con un fragmento de 25 kDa, fragmento
compatible por su tamafio y reactividad a anticuerpos con el producto del
procesamiento proteolitico de APP por la n-secretasa (CTFn).

Los niveles de APP-CTF de 25 kDa fueron superiores en el CSF de sujetos
portadores de mutaciones en PSEN1 al comparar con familiares no portadores y
de edad similar.

Los niveles de APP-CTF de 25 kDa fueron superiores en el CSF de sujetos
dementes con sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21 que incluye el gen
APP) al ser compados con controles de edad pareada.

Los niveles de APP-CTF de 25 kDa fueron superiores en el CSF de sujetos con

la AD esporéadica al ser comparados con controles de edad pareada.
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Lopez-Fontet 2

Abstract

We recently demonstrated that soluble forms of the amyloid-3 precursor protein (SABPP)
assemble into multimeric complexes in cerebrospinal fluid (CSF), which contributes to
the underestimation of specific SAPPP species when assessed by ELISA. To circumvent
this issue, we analyzed by SDS-PAGE large fragments of SABPP and their variants in
the CSF from Alzheimer’s disease (AD; n=20) and control (n=20) subjects, probing with
specific antibodies against particular domains. Similar levels of sABPPa and SABPPB
protein were found in CSF samples from AD and controls, yet there appeared to be a
shift in the balance of the soluble full-length ABPP (sABPPf) species in AD samples,
with a decrease in the proportion of the lower (~100 kDa) band relative to the upper
(~120 kDa) band. Similar differences were observed in the contribution of the major
KPI-immunoreactive ABPP species. CSF samples also displayed differences in the
correlations of ABPP species with classical AD biomarkers, particularly with respect to
the AP42 peptide. The differences reveal alterations that probably reflect
pathophysiological changes in the brain.

Key words: Alzheimer’s disease; ABPP; SABPPf; sSABPPa; SABPPJ; KPI,;

Cerebrospinal fluid; biomarker.
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1. Introduction

Early and accurate diagnosis of Alzheimer’s disease (AD) is essential to establish timely
and effective therapies, and to follow the progression of the disease. Due to its stipulated
role in the disease [1], the amyloid-p peptide (AP) that accumulates in the brain
parenchyma as senile plaques, which is reflected by reduced lumbar cerebrospinal fluid
(CSF) concentrations of the protein, is likely to be one of the more specific biomarkers
for AD. Increase in the production and deposition of AB42 in the AD- affected brain
probably occur in parallel decades prior to the appearance of symptoms [2]. Accordingly,
longitudinal changes in CSF AP species are difficult to interpret and additional
biomarkers are needed, especially at early disease stages. Similarly, it is difficult to gain
significant information about the potential changes in CSF AP levels that could help
assess experimental therapies aimed at reducing Ap production [3].

Other possible core biomarkers for AD are the ecto-domain fragments of
amyloid-B precursor protein (APPP) that result from amyloidogenic and non-
amyloidogenic ABPP processing by secretases. ABPP is a large type | transmembrane
glycoprotein that is alternatively cleaved by a-secretase (in the non-amyloidogenic
pathway) or B-secretase (the amyloidogenic pathway), which provokes the secretion of
large sABPPa and sABPPB fragments, respectively. The C-terminal fragments (CTF)
that persist in the membrane after such cleavage are then processed by y-secretase. In the
amyloidogenic pathway, further y-secretase cleavage also releases the AP peptide,
whereas when ABPP molecules are cleaved by a-secretase within the A domain, the
generation of this AP peptide is precluded [4]. Apart from these fragments, soluble full-
length ABPP (sABPPT) is also known to exist in the CSF and plasma [5-7].

In this context, sABPPa and sABPPB have been studied as potential biomarkers

for AD, yet no consistent changes in the CSF levels of these fragments have been
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identified [8]. In fact, the pattern of ABPP species in the CSF is even more complex than
that indicated above, as there are three ABPP isoforms produced in the brain as a result of
alternative exon splicing [9]. These splice variants encode: ABPP695, the neuronal
predominant variant; ABPP751, mostly expressed in astrocytes and glial cells, and
harboring an amino acid insert homologous to a Kunitz-type trypsin inhibitor (KPI); and
ABPP770, which is widely expressed in peripheral tissues but minimally in the brain, and
that also contains the KPI domain and an additional domain with homology to the MRC
OX-2 antigen [10]. Early Western blot studies demonstrated that the  soluble KPI-
containing and KPI-free ABPP isoforms are readily detected in CSF [11, 12].

The evaluation of biomarkers in CSF presently relies on ELISA immunoassays.
However, we recently demonstrated that all the sABPP species in the CSF assemble into
heteromers, including sABPPa and sABPPp, and this affects their assessment by the
available ELISAs [7]. In order to circumvent this issue and with the goal of evaluating
the potential of CSF-sABPP species to serve as AD biomarkers, we evaluated the levels
of large sABPP fragments and their variants using denaturing SDS-PAGE. However, the
expected pattern of CSF-sABPP fragments resolved in this way, and detected in Western
blots, is intricate, with several different forms and large proteolytic fragments displaying
similar molecular masses of which make them mostly indistinguishable by
electrophoretic analysis. Thus, we performed the characterization of CSF-sABPP species
by probing with specific antibodies for ABPP raised against different pan- specific

domains.

2. Materials and methods

2.1. Patients
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Lumbar CSF samples were obtained from 20 patients with AD (5 men and 15 women,
mean age 69 £3 years) and 20 age-matched controls (12 men and 8 women, mean age 69
+2 years). The AD patients had cognitive deterioration and a CSF biomarker profile
indicative of AD, including increased T-tau (>400 pg/mL) and P-tau (>70 pg/mL)
together with low AP42 (<550 pg/mL) concentrations in CSF; while controls were
patients who sought medical advice because of memory complaints but had normal levels
of all three classical CSF biomarkers (T-tau< 350 pg/mL, P-tau< 60 pg/mL, and Ap42>
550 pg/mL), thereby excluding early AD pathology [13]. The CSF samples used for the
present study were de-identified left-over aliquots from clinical routine analyses,
following a procedure approved by the Ethics Committee at University of Gothenburg.
This study was also approved by the ethics committee of the Miguel Hernandez

University.

2.2. Western blotting

CSF samples (30 L) were boiled at 95 °C for 5 min and resolved by 7.5% SDS-PAGE.
The sABPP species in the samples were detected with the following antibodies: a
polyclonal anti-ABPP C-terminal antiserum (1:2,000; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA; named here Sigma-Ct); a monoclonal anti-ABPP 6E10 that reacts with both sABPPf
and sAPPPa, as well as with free Ap (1:2,000; Covance; named here 6E10); a
monoclonal anti-ABPP N-terminal (1:500; Sigma Aldrich; named here Sigma-Nt), a
polyclonal anti-sABPPB antiserum specific to the C-terminus of sABPPB (1:50; IBL,
Hamburg, Germany; named here IBL-B); a monoclonal anti-sABPPa specific to the C-
terminus of sABPPa (1:50; IBL; named here IBL-a); and a polyclonal anti-KPI antiserum
specific to the KPI domain of ABPP (1:500; Millipore; named here KPI).

When appropriate, a control CSF sample was used to normalize the immunoreactive
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signal between immunoblots. Band intensities were analyzed using LI-COR software
(Image Studio Lite).

To assess the specificity of the pan-specific ABPP antibodies, CSF samples were
resolved to simultaneously detect the immunoreactivity of sABPPa and sABPPB. The
blots were then probed with the appropriately conjugated secondary antibodies (IRDye
680RD goat anti-mouse and IRDye 800CW goat anti-rabbit: LI-COR Biosciences
GmbH, Bad Homburg, Germany) and analyzed on an Odyssey Clx Infrared Imaging
System (LI-COR).

To test the identity of the 120 and 100 kDa KPI bands, CSF samples were
resolved to simultaneously detect the immunoreactivity of two antibodies in different
combinations: Sigma-Nt/KPI and 6E10/KPI. The blots were probed with the appropriate
conjugated secondary antibodies (IRDye 800CW goat anti-mouse and IRDye 680RD
goat anti-rabbit: LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg, Germany) and analyzed on
an Odyssey ClIx Infrared Imaging System (LI-COR).

2.3. Measurement of T-tau, P-tau and A342 by ELISA

Total tau (T-tau), phosphorylated tau (P-tau) and AB1-42 (AB42) concentrations in CSF
were measured using INNOTEST ELISA methods (Fujirebio Europe). All samples were
analyzed as part of clinical routine, by board certified laboratory technicians following
strict procedures for batch-bridging, analyses and quality control of individual ELISA

plates, as described previously in detail [14].

2.4. Statistical analysis

All the data were analyzed using SigmasStat (Version 2.0; SPSS, Inc.) using a Student’s

t test (two-tailed) or a Mann-Whitney U test for single pairwise comparisons, and
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determining the exact p values. The results are presented as means +SEM and the

correlation between variables was assessed by linear regression analyses.

3. Results

3.1. Unaltered sAPPPa and sABPPp levels in AD CSF

To date, studies of sABPPa and sABPP levels in CSF as potential biomarkers for AD have
generated inconclusive results. These studies have generally employed ELISA to measure
these proteins. Since sABPP exists as heteromers in CSF [7], the detection of ABPPa and
sABPPPB by ELISA is likely to be compromised. To avoid potential interference of the
heteromeric complexes formed in CSF, we determined the levels of sABPPa and sABPPpB
after their separation by SDS/PAGE and detected these proteins in Western blots probed
whit different pan-specific antibodies (Supplemental Fig. 1A).

We first measured the SABPPa and SABPPf in CSF from AD and control subjects
characterized for classical biomarkers (see Table 1). These soluble ABPP fragments were
detected using antibodies that recognize their exclusive C-terminal domains; the
specificity of which was corroborated by a simultaneous assay of fluorescence
(Supplemental Fig. 1B). Probing immunoblots with the antibodies against SABPPa and
SABPPp revealed a similar banding pattern, with a broad lower band of approximately
100-110 and a faint upper band of 120-130 kDa. These bands are referred to here always
as “100 kDa” and “120 kDa” bands, nonetheless minor differences in electrophoretic
migration were detected when they were probed with different antibodies. There was
moderate co-localization of only the 120 kDa but not the more abundant 100 kDa band
when the membranes were probed with the SABPPa and sABPPB antibodies together
(Supplemental Fig. 1B). There were no clear differences between AD and control subjects

in the lower or upper bands for SABPPa or SABPP
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(Fig. 1A, B), and thus, we also attempted to assess whether there was a relative difference
in the balance between the 100 and 120 kDa bands. As such, we calculated the ratio
between the immunoreactivity of the lower and the upper ABPP bands (100 kDa/120
kDa ratio, or ABPPr), and again, there was apparently no difference in the APBPPr
between control and AD subjects (Fig. 1A, B).

Interestingly, the amounts of sABPPa or sABPP appear to be tightly correlated
in CSF [15]; but we had previously demonstrated that heteromers containing sABPPJ and
sABPPa exist in CSF, which may underlie this correlation [7]. Anyhow, the SDS/PAGE
data confirms the correlation between sABPPa and sABPPp for the lower and upper
bands, both in the control and AD groups (Supplemental Fig. 2). In addition, the amount
of the lower and upper sABPPa-immunoreactive bands correlated with the levels of Ap42
in the control group, while this correlation was not evident in the AD subjects. By
contrast, the levels of sABPPa were correlated with those of T-tau in pathological but not
in control samples (Fig. 2A, B). Similarly, correlations between the lower and upper
sABPPp bands with T-tau were only detected in AD samples (Fig. 2C, D), while there
were no clear correlations between sABPPB and APB42 in either the control or AD
subjects.

3.2. Altered balance of 100 and 120 kDa sAPPP bands in AD CSF

In accordance with our previous study, an antibody raised against the unprocessed C-
terminal of the full-length ABPP also detected proteins in CSF resolved by SDS-PAGE
that were similar in molecular mass to the large sABPP fragments (Fig. 3A). These bands
of ~100 and 120 kDa were characterized as the lower and upper sABPPfbands [7]. When
the levels of sABPPf were determined in fresh aliquots of the control and AD CSF

samples, there were no significant differences for the lower or the upper band (Fig.
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3A). By contrast, an imbalance was evident in the pathological group regarding the
proportion of the lower band with respect to the upper band, producing a change in the
APBPPr (Fig. 3A). In both the control and AD groups, there was a correlation between the
lower sABPPf bands and the lower sABPPa and sABPPB bands, and while the uppers
bands were also generally related, this was not the case for the sABPPf and sABPPa in
control CSF (Fig. 3B). None of the sABPPf bands were correlated with the levels of Ap42
in the control or AD groups, although the sABPPf bands were related to the T-tau levels
in the AD but not the control CSF samples (Fig. 3C).

3.3. Altered balance of KPI amyloid-p proteins in AD CSF

Finally, an antibody raised against the KPI domain present in the ABPP751 and ABPP770
variants was used to probe the CSF samples. KPI immunoreactive bands of

~100 and 120 kDa were detected in CSF, similar molecular masses to those observed
with anti-ABPP antibodies (Fig. 4A). Since the KPI domain is present in several other
brain glycoproteins, we first checked the identity of these bands in a simultaneous
fluorescence assays. For this assay, we first used the anti KPI antibody combined with
the anti ABPP N-terminal antibody, and then with the 6E10 antibody that recognized an
epitope in the N-terminal region of AP peptide, detecting sABPPf and sABPPa but not
sABPPB (Supplemental Fig. 3). Co-localization between the KPI and the ABPP N-
terminal antibodies confirmed the identity of the 100 and 120 kDa KPI-immunoreactive
bands as sABPP species (sAPPPkepi). As co-localization of the KPI antibody with 6E10
was only evident for the 120 kDa and not the 100 kDa band, this sABPP«pi band probably
corresponds to sAPPPB (or another large N-terminal fragment) but not sABPPa.
Simultaneous assays of fluorescence using a pan-specific sABPPp antibody with the KPI

antibody cannot be performed because both are rabbit polyclonal antisera
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and they cannot therefore be distinguished with different secondary antibodies.
Nevertheless, 110-100-kDa forms of SABPP«pi have been reported previously in human
brain and cultured cells [16-18].

When aliquots of CSF samples were probed with the anti-KPI antibody, no
significant changes were evident between AD and control subjects (Fig. 4A), although
again the ABPPr for sABPPkpi revealed a possible imbalance between the 100 kDa and the
120 kDa band in AD CSF (Fig. 4A). Moreover, when the correlation of the sABPPkei
bands with the sABPPao or sABPP fragment or with sABPPfwas assessed, the correlations
in the CSF from the control subjects were poorer than those observed in the AD group
(Fig. 4B). Again the correlations of sABPPkpi bands with classical AD biomarker indicate

a stronger relationship between these variants and T-tau or P-tau than for AB42 (Fig. 4C).

4. Discussion

In this study, we attempted to define differences in the sABPP species in the CSF of AD
patients that may serve as biomarkers for this disease. Similar studies have been
performed previously, as CSF levels of sABPPa and sABPP are thought to be promising
candidate biomarkers. However, most of these studies were based on ELISA assays,
which have produced some conflicting results. The earliest studies based on Western
blotting analysis indicated that the AD pathology is associated with a slight decrease in
sAPBPPa in the CSF [11, 19]. Similar decreases in sABPPa. in the CSF were subsequently
observed using ELISA assays [12, 20-22] or no significant change [23- 26], although its
levels were shown to increase in other studies [15, 27-29].

Unexpectedly, most ELISA studies showed no change or even a decrease in sABPPf in

the CSF in association with AD [21, 22, 25, 30, 31], in contrast to the increase reported
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elsewhere [29]. A recent study of sABPPa and sABPPp levels in a large number of post-
mortem ventricular CSF samples indicated there was a large overlap, with both large
sABPP fragments upregulated in AD CSF compared to controls [32].

Several issues may put in doubt the reliability of ELISA measurements of CSF
APPP species. First, we have described the presence of sABPPf in human CSF [7], and
some of the ELISA kits employed for assessing sSABPPa rely on the 6E10 antibody or
similar antibodies that recognize the N-terminal part of the AB peptide [25].
Accordingly, these antibodies will bind to sABPPa but also to sABPPf, which may be
responsible for some of the discrepancies reported with different ELISA Kkits. Moreover,
APBPP can undergo alternative proteolytic processing, potentially generating alternative
proteolytic metabolites [33]. All the canonical and non-canonical extracellular N-
terminal ABPP fragments are present in human CSF [11, 34-38] and thus, other N-
terminal ABPP fragments generated by alternative proteolytic processing of ABPP may
also be responsible for the divergent results obtained by ELISA due to the different
antibody specificities for distinct domains. Furthermore, sABPP species associate in
heteromeric complexes [7] and the existence of such heteromers may reduce the accuracy
of ELISA, even if they are based on pan-specific antibodies against the exclusive C-
terminus of sABPPa and sABPPp. For all these reason, and despite the disadvantages of
Western blotting for quantitative analysis, we used a SDS-PAGE based approach to
study these proteins here instead of ELISA.

Such an SDS/PAGE based analysis of sABPP species allows the different species
carrying a common epitope of the protein to be identified separately, especially if they
have a distinct molecular mass. ABPP is usually detected in brain extract by SDS/PAGE
as a group of 100-130 kDa proteins [16] the differences in molecular mass possibly
representing splice variants of the predominant ABPP695, and of the KPI-
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forms ABPP751 and ABPP770. However, small differences in electrophoretic migration
can also be attributed to differences in glycosylation [39] or they may reflect immature
forms of the protein [40]. Moreover, sABPPa or sABPPJ are predicted to be only ~5-10
kDa smaller than full-length ABPP in the CSF [34]. Accordingly, large sABPP fragments
cannot be discriminated in CSF by SDS/PAGE and specific antibodies must be used to
probe the blotted proteins. Recently, pan-specific antibodies against the C- terminus
exclusive to sABPPa and sABPPP were validated using peptide competitors [41]. In our
hands, simultaneous fluorescence assays also demonstrated the specifity of these pan-
specific sAPPPo and sAPPPB antibodies. As different sABPP species co-
immunoprecipitate due to the formation of heteromers, this restricts the verification of
the immunoreactive bands by immunoprecipitation [7]. Here, we circumvent this issue
by simultaneously assaying the fluorescence associated with antibody binding.

However, whilst the failure of two antibodies to co-localize indicates they represent
different proteins or species, co-location cannot be accepted as unquestionable proof of
identity. Likewise, some combination of antibodies is limited by the different species in
which they are generated.

In this extremely complex scenario, we affronted the biochemical dissection of
sABPPa, sABPPpB, sABPPfand sABPPkei variants in AD CSF compared to age-matched
controls. After ruling out and excluding individuals with competing causes of dementia,
the selection of the controls was based on a control biomarker profile for T-tau, P-tau
and Ap42. Follow-up studies demonstrate that stablished cut-points result >90% specific
for AD [13]. No changes were observed in sABPPa and sABPPp in the CSF from AD
and controls. Surprisingly, we corroborated the positive correlation between the sABPPa,
and sABPPp reported using ELISA [15, 30], and that we had initially attributed to the
existence of heteromers [7]. This positive correlation was not identified
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in an earlier study assessing sAPPPa and sABPPp levels in Western blots, although this
may be due to the use of the 6E10 antibody to identify sABPPa [21]. More interestingly,
in control samples we found different associations of sABPPa and sABPPS with
classical AD biomarkers, Ap42, T-tau or P-tau, and interestingly these correlations were
apparently disturbed in AD samples. Characterization of these differences in the
association of classical AD biomarkers with sABPPf and sABPPkpi variants confirmed
the subtle alterations in the expression and proteolytic processing of ABPP in the
pathological condition, meriting more detailed analysis with refined tools and protocols.

In addition, by defining a quotient that reflects the immunoreactivity of the 100
kDa and 120 kDa bands, the ABPPr, we found differences in the sABPPf and sABPPkepi
variants between AD and control samples. The ABPPr highlights differences in the major
100 and 120 kDa bands that could not be envisaged through ELISA. A previous report
in platelets also indicated differences in the evolution of different species and the interest
in defining this kind of ratio between ABPP species [42]. The alteration in the ABPPr for
sABPPf reflects only unprocessed species and since the mechanism by which sABPPf
appears in CSF is yet to be determined, this imbalance may be difficult to interpret. A
more complete characterization of the different species is necessary, as the 100 and 120
kDa bands could represent different glycoforms, or mature and immature forms of the
same ABPP variant, as well as different splicing variants. This altered expression may
also reflect post-translational processing. Intriguingly, the ABPPr for KPI species also
revealed alterations in proteolytic processing since the 100 kDa sABPPkpi band probably
represents a sABPPp fragment.

Here, we justify the study of CSF-sABPP by SDS/PAGE instead of ELISA,
although the disadvantages of using SDS/PAGE interfere in the translation of a

biomarker for clinical purposes. Western blotting is limited in the number of samples
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that can be assayed, and in the means to normalize the data and compare between assays.
It is also a time consuming technique, subject to inter-assay variation and the difficulties
of using calibration curves to estimate the concentrations of the analytes. Therefore, it
would be useful to refine ELISA protocols in order to evaluate a single species or ABPP
fragment, and to improve the performance of such analyses. The possibility of
introducing chemical pre-treatment of samples aimed at disaggregating oligomers should
be investigated, as reported recently for AP [43]. Such modifications could make ELISA
a more accurate procedure to measure sABPP, overcoming the potential interference of
heteromers. Anyhow, our data about differences in the contribution of major 100 and 120
kDa bands for different ABPP species in AD CSF, as well differences in the association
of classical AD biomarkers respect to controls, must be subject to confirm by another
techniques with greater reliability for the quantification. Further studies should also
assess the specificity of the changes in CSF from patients with variety of senile
dementias.

In conclusion, our data indicate that current ELISA protocols are not suitable to
evaluate CSF ABPPs as biomarkers for AD. Although ABPP has been studied
extensively, our current understanding of the complex patterns of ABPP expression in
the brain, taking into account the splice variants, translational modifications and its
intricate proteolytic processing, are unlikely to reflect the whole picture. Discerning the
changes suffered by ABPP in the pathological AD brain should favor its use as a CSF
biomarker. In this regard, developing new ELISA protocols will be challenging but
together with a more complete biochemical study of sABPPs in the CSF, may serve to

provide alternative core biomarkers for AD.
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Table 1: Clinical and demographic data, and classic CSF biomarkers.

Grou Age Gender CSF Ap42 CSF T-tau CSF P-tau
P | (years) (ng/L) (ng/L) (ng/L)
NC 69+1 8F/12M 831430 251+14 10:+2
AD 69+3 15F/5M 424+12* 762+69* 100+8*

Female (F); Male (M). *p< 0.001.
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Figure 1. Levels of sApPPa and sABPPp in AD CSF. (A) Representative western blots
of human CSF samples from age-matched cognitively normal controls (Ctrl, closed
symbol; n=20) and AD patients (open symbol; n= 20) probed with an antibody against
(A) sABPPa (IBL-a) or (B) SABPPB (IBL-B). Densitometric quantification of the lower
(~100 kDa) and the upper (~120 kDa) ABPP bands is shown, and the ratio derived from
the immunoreactivity for the lower band relative to that for the upper band in each sample
(ABPPr: 100 kDa/120 kDa). The data represent the means + SEM (calculations performed
in duplicate). n.s.: non-significant p value.
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Figure 2. Correlation of sABPPa and sABPPB with Ap42 and T-tau levels in CSF
samples. Levels for the lower (~100 kDa; A and C panels) and upper band (~120 kDa;
B and D panels) of sABPPa (A, B) and sABPPp (C, D) in the samples from age- matched
cognitively normal controls (Ctrl: closed symbol, solid lines) and AD patients (open
symbol, dotted lines). A linear regression was used to assess the correlation between the
AP42 and T-tau levels obtained by ELISA (see Table 1). Correlations for P-tau were
similar to those displayed for T-tau (not shown). The linear regression coefficient (R)
and p values for each correlation are shown (n.s.: non-significant p value).
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Figure 3. The levels of sABPPf immunoreactivity in CSF from controls and AD
subjects. The sABPPf immunoreactivity in CSF samples from 20 controls (Ctrl; closed
symbol) and 20 AD patients (open symbol). (A) Representative blot of SABPPf probed
with an anti-ABPP C-terminal antibody (Sigma-Ct) and densitometric quantification for
the ~100 and 120 kDa bands. The ABPPr was calculated as described in Fig. 1. The data
represent the means + SEM and the p values (performed in duplicate). (B) Linear
regression coefficient (R) and p values for the correlation of SABPPf with SABPPa or
SABPPS (lower and upper bands). (C) Linear regression coefficient (R) and p values (n.s.:
non-significant p value) for correlation of sABPPf lower and upper bands with the

classical AD biomarkers Ap42, T-tau and P-tau.

134



Lopez-Fontet 23

4 n.s. 14 4 n.s. 1 p=0.019
20 g
12 4 . -
A s o
d . :
i L
= - Q151 °
Ctrl AD Ctrl AD Ctrl AD 3 =S s
130 kDa— s A o -
a2 . o a g
= : X, ° o 10 ™
) o
100 ca—D 2 B8 ‘.. S H 8 S g
T a il s B P .
SABPPkpI 1{ 0% % [ a .
s @ 5 - [
= ® & 32
2 -
00 ® poe ~ -%
s o %
0 v - 0 v . 4 . '
Ctrl AD Ctrl AD Ctrl AD
sABPPa 120 kDa | SABPPB 120 kDa | sABPPf 120 kDa | Ap42 T-tau P-tau
Row=0.73 | R0=0.69 | Rov=0.32 | Rao=0.63 | Rcv=0.04 | Rao=0.48 120 kDa | Ra=0.56 | Rwo=0.17 | Rex=0.57 | Ra0o=0.67 | Ra=0.48 | Rao=0.70
E 120kDa | 001 | p<0.001 ns. | p=0.003 ns. | p=0.03 g p=0.01 ns p=0.008 | p=0.001 p=0.03 | p<0.001
% sABPPa 100 kDa | sABPPB 100 kDa | sABPPf 100 kDa % Ap42 T-tau P-tau
< Re=0.23 | Rw0=0.48 | Rev=0.57 | Rao=0.59 | Rev=0.53 | Raw=0.57 < [Rcv=0.09 |Rw0=0.02 |Rcw=0.04 |Rx0=0.43 | Rev=0.03 | Rao=0.59
® | 100 kDa ? 100kDa | _ g
n.s. p=0.03 p=0.009 | p=0.006 p=0.02 |p=0.008 p=0.69 ns. ns. ns. ns. p=0.006

Figure 4. The sABPPxri immunoreactivity in CSF from controls and
AD subjects.

(A) Representative blot and densitometric quantification for the ~100 and 120 kDa
SABPPkpi bands probed with an anti-KPI antibody in 20 controls (Ctrl; closed symbol)
and 20 AD patients (open symbol). The ABPPr was calculated as described in Fig. 1, and
the data represent the means + SEM and p values (performed in duplicate). (B) Linear
regression coefficient (R) and p values for the correlation of SABPPkei with sABPPa,
SABPPp or sABPPT (lower and upper bands). (C) Linear regression coefficient

(R) and p values (n.s.: non-significant p value) for the correlation of sABPPkei lower and
upper bands with the classical AD biomarkers Ap42, T-tau and P-tau.
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Supplemental Figure 1. Representation of full-length ABPP processing and
fluorescence detection of sABPPa and sABPPp. (A) Schematic representation of the
processing of full-length ABPP by a-secretase (non-amyloidogenic pathway) and f-
secretase (amyloidogenic pathway), and the generation of extracellular large sABPPa
and sABPPp fragments (not drawn to scale). The epitopes for the antibodies used in this
study are indicated. The asterisk (*) indicates the pan-specific antibodies exclusive to the
C-terminus of sABPPa (IBL-a) and sABPPp (IBL-B). (B) Two CSF samples from control
subjects were probed for sABPPa with the IBL-o antibody and for sABPPp with the IBL-
B antibody. Simultaneous fluorescence (merge) demonstrates the specificity of these
antibodies and co-localization (yellow) was only evident for the 120 kDa band.
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Supplemental Figure 2. Positive correlation between sApPPa and sABPPp in CSF
samples. CSF samples from 20 age-matched controls (Ctrl: closed symbol) and 20 AD
patients (open symbol) were assayed for sABPPa and sABPPP fragments using pan-
specific antibodies (see Fig. 1). A positive correlation between sABPPa and sABPPB
levels was found for the lower (~100 kDa) and upper (~120 kDa) ABPP bands in both
NC (solid line) and AD subjects (dotted line). Linear regression coefficient (R) and p

values for each correlation are shown (n.s.: non-significant p value).
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Supplemental Figure 3. Simultaneous fluorescence with KPI and ABPP for the
detection of sABPPkpi. To detect sABPPkpi, two CSF samples from control subjects
were analyzed by SDS-PAGE and simultaneously probed with two different antibodies:
anti-KPI combined with an anti ABPP N-terminal (Sigma-Nt); and anti-KPI combined
with the 6E10. The fluorescence of the secondary antibodies (IRDye 800CW goat anti-
rabbit, green; IRDye 680RD goat anti-mouse, red) was detected with the Odyssey CLx
Infrared Imaging system (LI-COR), with simultaneous fluorescence (merge)
demonstrating co-localization (yellow).
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. This study assesses whether C-terminal fragments (CTF) of the amyloid precursor protein (APP) are

. present in cerebrospinal fluid (CSF) and their potential as biomarkers for Alzheimer’s disease (AD).

© Immunoprecipitation and simultaneous assay by Western blotting using multiplex fluorescence imaging

. with specific antibodies against particular domains served to characterize CTFs of APP in human CSF. We
demonstrate that APP-CTFs are detectable in human CSF, being the most abundant a 25-kDa fragment,
probably resulting from proteolytic processing by n-secretase. The level of the 25-kDa APP-CTF was
evaluated in three independent CSF sample sets of patients and controls. The CSF level of this 25-kDa
CTF is higher in subjects with autosomal dominant AD linked to PSEN1 mutations, in demented Down

. syndrome individuals and in sporadic AD subjects compared to age-matched controls. Our data suggest

. that APP-CTF could be a potential diagnostic biomarker for AD.

. Accumulation of the 3-amyloid peptide (AB) in the brain is an early and specific phenomenon associated with the
. pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD)'. Many reports support that the determination of A342 in cerebrospinal
© fluid (CSF) is a core biomarker for AD? While the amount of the pathological species of A3 is increased in the
. AD brain, their levels in CSF are decreased, probably due to increased brain deposition. To enable monitoring
. early disturbance in amyloid precursor protein (APP) and A3 mis-metabolism additional biomarkers are needed.
: Other plausible biomarkers for AD are additional fragments resulting from the processing of the amyloid
© precursor protein (APP). APP is a large type I transmembrane spanning protein consisting of a large N-terminal
. extracellular domain, a hydrophobic transmembrane domain, and a short intracellular C-terminal domain. APP
: is usually cleaved by a-secretase (ADAM10; leading to non-amyloidogenic pathway), or by 3-secretase (BACE1;
. leading to amyloidogenic pathway), which causes the secretion of large sSAPPa and sAPP(3 N-terminal fragments
(NTFs). CSF levels of sAPP« and sAPPJ show no change in AD?. The membrane remaining C-terminal frag-
ments (CTFs) are always processed by ~-secretase generating shortest intracellular domain (AICD) peptides (for
areview see Haass et al.*).

APP can also undergo alternative proteolytic processing pathways (for a review see Andrew et al.”). Thereby,
concerted cleavage of 3-secretase and a-secretase result in the secretion of sSAPP3 and shorter Af peptides®.
The presence in CSF of short NTF derivatives of APP, which generation does not involve a-secretase or BACE,

© has been also demonstrated’. More interestingly in the context of this report, a recently discovered alternative
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Figure 1. Soluble CTFs of APP are present in human CSE. (A) Schematic representation of full-length APP
processing by secretases. The epitopes for the antibodies used in this study are indicated. (B) Western blotting of
three human CSF samples from non-demented controls subjects, resolved with the indicated antibody (samples
were the same between different blots). (C) CSF aliquots (Total, T) were immunoprecipitated with the indicated
antibody, and precipitated proteins (bound fraction, IP) were immunoblotted with the indicated alternative
antibody. CSF aliquots incubated with protein A-Sepharose in the absence of capture-antibody (IPg) or with

an irrelevant IgG (IPy,; a rabbit IgG for A8717 IP and a rat IgG for 2D8 IP), were analyzed in parallel as negative
controls.

physiological APP processing pathway driven by an asparagine endopeptidase (AEP) named §-secretase® or by
a metalloproteinase named m-secretase’ will generate alternative proteolytic metabolites, including NTFs and
CTFs, of different molecular mass.

In addition to the different species of A(, all the large extracellular APP-NTFs have been studied in human
CSF-!%; but the presence of APP-CTFs in CSF has not been reported to date. In this study we investigated if
APP-CTFs are detectable in CSFE, characterized the major APP-CTF immunoreactive band, and determined
whether the levels of this peptide fragment are altered in autosomal dominant AD (ADAD), Down syndrome
subjects with Alzheimer’s type dementia (dDS), and sporadic AD subjects (sAD).

Results

APP-CTFs are present in human CSF.  To determine the presence of APP-CTFs in human CSE, we first
examined human CSF samples by Western blotting using three different anti-CTF antibodies (a schematic rep-
resentation of APP and epitopes for antibodies is represented in Fig. 1A). This three APP-CTF antibodies demon-
strated specificity in assess the accumulation of C-terminal fragments of APP in cells transfected with a construct
that encodes the C-terminal 99 amino acids of APP (amino acids 597-695; blots not shown). Immunoblotting
revealed a similar pattern of immunoreactive bands, with a predominant band of ~25kDa (Fig. 1B). This band
was also observed with the 2D8 and 2E9 antibodies, both against an extracellular domain close to the transmem-
brane domain, thus recognizing a n-secretase-generated CTF-APP (CTFn)’. 2D8 and 2E9 also detected other
soluble fragments around ~15kDa, termed Am), generated after concerted cleavage by n-secretase and o/3-secre-
tases’. 2D8 antibody also detected A3 monomers. Multiplex fluorescence imaging with the A8717 and 2E9 anti-
bodies indicated that the major 25kDa band is compatible with the CTFn; similar co-labelling was revealed with
antibodies C1/6.1 and 2D8 (Supplemental Fig. 1). To further examine the identity of CTF bands in human CSE,
we performed immunoprecipitation/Western blot analysis (Fig. 1C). Since in SDS-PAGE the immunoglobulin
light chain migrates at similar molecular mass that the APP-CTF 25-kDa band, we used dimethyl pimelimidate
dihydrochloride to covalently link primary antibodies to protein A Sepharose, and eluted with 0.1 M glycine
buffer at pH 2.5, in order to prevent the co-elution of the antibody along with the target protein'2. CSF samples
were immunoprecipitated using the A8717 antibody and blotted with the Y188 antibody, confirming the identity
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CSF AB42 (pg/ CSF T-tau (pg/ CSF P-tau (pg/
Group Age (years) Gender mL) mL) mL)
sAD 71+2[55-86] | 15F/5M 4124 19%* 665 £ 527%** 84+ 6%*
NC 72+2[57-88] | 6F/14M 739432 233+14 36+2
ADAD 43+2(31-49] | 5F2M 266 1+49%* 883 +204** 168 +69*
NC 39+3[25-47] | 5F/2M 809 +94 245429 46+4
dDS 53+2[43-57] | 4F/3M 4224+17% 767 +170% 108 +19*
NC 48 +2 [47-53] | 5F/2M 751 4 84* 160426 3345

Table 1. Clinical, demographic data and classic CSF biomarker levels. The PSEN1 mutations included in this
study from ADAD cases (autosomal dominant AD subjects) corresponded to 3 carriers of L286P, and one
S169P, L173F, L235R and L282R. The data represent the means + SEM, and for age the range of values is also
indicated. All the pathological groups were compared with age-matched NC obtained from the same Hospital.
Significantly different **p < 0.005; *p < 0.05 from the NC group.

of the 25-kDa band as an APP-CTFE. Immunoprecipitating with 2D8 antibody and blotting with A8717 antibody
supported the identity of the 25-kDa band as a CTFn.

The 25-kDa APP-CTF is increased in AD CSF.  To assess whether APP-CTF levels are altered in AD, we
first analyzed CSF samples from autosomal dominant AD (ADAD), an early-onset form of genetically deter-
mined AD®. Clinical, demographic data and classic CSF biomarker levels are included in Table 1. Genetically
determined AD offers unique opportunities to analyze diagnostic biomarkers particularly given that diagnosis is
guaranteed. The 25-kDa band was detected with A8717 antibody in all CSF analyzed (Fig. 2A). The immunoreac-
tivity of the 25-kDa APP-CTF band in the CSF from ADAD subjects increased (95 +27%; p=0.01) compared to
those in age-matched NC composed by non-mutation carriers from the same families (Fig. 2A). Down syndrome
subjects with Alzheimer’s type dementia (dDS) can be also considered a form of genetically determined AD'.
Once more, an increase (68 4= 18%; p=10.01) in the intensity of the 25-kDa APP-CTF band, resolved with A8717
antibody, was determined in CSF samples from dDS patients, comparing these to age-matched NC (Fig. 2B).
Finally, we also have assessed potential differences in the level of the 25-kDa APP-CTF band in sporadic AD
subjects (SAD) compared to aged-matched controls (see Table 1). We found that the total immunoreactivity for
this band, detected with the A8717 antibody, increased (35 & 9%; p=0.01) in SAD compared to age-matched NC
subjects (Fig. 2C). CSF samples from sAD subjects also showed a similar increment for the 25-kDa band when
they were analyzed with the 2D8 antibody (35 £ 9%; p =0.01), correlating tightly with the estimation of the levels
calculated with the A8717 antibody (R=0.73; p < 0.001; Supplemental Fig. 2). There were no clear correlations
between the level of the 25-kDa APP-CTF band and the levels of classical biomarkers, A342, T-tau or P-tau, in
either the control or sAD groups considered individually (Supplemental Fig. 3). Only when control and sAD
subjects were pooled, a positive correlation emerged between immunoreactivity levels of the 25-kDa APP-CTF
band with T-tau, and with P-tau levels (Supplemental Fig. 3).

Discussion

Here, we demonstrate that APP-CTFs are detectable in human CSEF. Particularly, the most abundant solu-
ble APP-CTF, a 25-kDa fragment, is attributed to a CTF recently characterize as the result of proteolytic pro-
cessing by m-secretase (CTFn)?. Canonical APP proteolysis occurs via a- and 3-secretases, resulting in CTFa
and CTFQ with a molecular mass lower than 15 kDa; but novel APP-CTF that migrates ~25kDa has also been
described. In addition to the described alternative pathways for APP”~%, other cleavages for APP could occur
since non-canonical N-terminal APP fragments have been also identified in human CSF*. The precise charac-
terization of the APP-CTF 25-kDa fragment as a CTFn) requires further confirmation. In this regard, the devel-
opment of pan-specific antibodies against the predicted N-terminus of CTFn could be valuable. Similarly to the
reported by others!®, attempts to immunoprecipitate the 25-kDa APP-CTF for sequencing were not fruitful. Since
soluble full-length APP protein is also present in CSE, forming heteromers that co-immunoprecipitate with more
abundant sAPP( and sAPP«'¢, an enrichment process based in available APP C-terminal antibodies could result
of lower efficient and specificity for APP-CTFs. Similar handicap will difficult development of a specific ELISA
assay (discussed below).

As an intermediate of proteolytic process, the presence of any APP-CTF in CSF was unexpected. Anyhow, the
presence in CSF of soluble forms of full-length membrane proteins containing the transmembrane and intra-
cellular domains is not an unusual finding'®!”. Early studies failed to detect short C-terminal fragments of APP
in the medium of cultured cells'3; but others suggested the release of largest APP-CTF fragments from cultured
neural cells'®. Moreover, a series of APP-CTFs was found to be secreted within exosomes in cultured cells®, as
well AICD?. The mechanisms by which these membrane-bound proteins reached the CSF are unknown; but neu-
ronal death may be also a major contributing factor. Regarding the cellular source of the soluble 25-kDa APP-CTF
found in CSE the presence of hitherto undocumented APP fragments, including a 25-kDa CTF, has been docu-
mented in hippocampal neurons’, but also across other multiple cell types, including bovine brain microvascular
endothelial cells'®. Since the §-secretase enzyme AEP is a widely distributed??, we could not discard a non-neural
source for the 25-kDa APP-CTF found in CSE The cellular origin of the 25-kDa APP-CTF could be also relevant
in order to define their potential as an AD biomarker.

Different APP C-terminal antibodies confirmed the 25kDa as the predominant band in human CSE As stated,
these APP proteolytic fragments are derived from a constitutive processing step driven by a n-secretase that is
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Figure 2. Higher levels of the 25-kDa APP-CTF band in the CSF of AD subjects. (A) Representative blot of
the 25-kDa APP-CTF in the CSF samples from 7 symptomatic ADAD and 7 age-matched NC, which were
from the same families that ADAD subjects but that did not carry mutations (black symbol; see also Table 1).
Densitometric quantification of the immunoreactivity from the 25-kDa band is also shown. (B) Representative
blot and densitometric quantification in CSF from 7 DS subjects with dementia of the Alzheimer’s type (dDS)
and 7 age-matched NC. (C) Representative blot and densitometric quantification of the immunoreactivity from
the 25-KDa APP-CTF in CSF samples from 20 sAD and 20 age-matched NC subjects. Inmunodetections for
(A, B, C) were performed with the A8717 antibody. p values are displayed.

partially in dynamic equilibrium with - and (3-secretase-mediated proteolysis® >4, The current canonical views
about APP-related cleavage events are likely a partial understanding of the overall process. How secretases com-
pete for the APP substrate and whether subcellular compartmentalization of APP and secretases is responsible
of the dynamic equilibrium between secretases is under discussion®. Thus, one may speculate that the particular
abundance of the 25-kDa CTFr) in CSF is related with compartmentalization of secretases, resulting in prolonged
time of residence of these CTFr) in comparison with canonical CTFa and CTF(3. Anyhow, the other fragments
derived of the further processing of CTFm by a- and (3-secretases, the An-a and An-3 fragments, have been also
identified in human CSF with levels similar than those for AB3°.

Our determination of the 25-kDa APP-CTF levels by Western blotting displayed overlapping values between
sAD and controls, whereas superior discrimination was obtained for ADAD and dDS subjects, compared to their
respective controls. Interestingly, APP CTF3 levels are also elevated in frontal cortex brain homogenates obtained
from ADAD patients®. Further studies will indicate if distinct pattern of APP processing in ADAD and sAD
affect the generation of different APP-CTFs. Given that this is the first report that address the levels of APP-CTF
in CSE, in order to prevent influence of pre-analytical confounding factors, in our study each pathological group
was compared with age-matched controls obtained from the same center, with same volume of CSF taken, stored
in aliquot of same volume and for similar period of time; and avoiding freeze/thaw cycles. Further studies are
required to determine whether limiting pre-analytical confounding factors (discussed in del Campo et al.””), have
a significant impact on the measured levels of APP-CTF by Western blotting. The possibility that APP-CTF levels
varies with age should also be considered and deserve a specific study with a larger number of samples.

In our statistical analysis high levels of the 25-kDa APP-CTF in CSF correlated with increased concentration
of T-tau and P-tau, but failed to correlate with A342 levels. Increased concentration of T-tau in CSF is believed to
reflect neurodegeneration whereas P-tau is supposed to reflect tangle pathology. Otherwise, the overall decrease
in A342 concentration in the CSF patients is not illustrative of imbalances in the brain APP processing, since in
parallel with the increase in the generation of A342, there will be an increment in A aggregation with subsequent
deposition. Thus, the positive correlations of the 25-kDa APP-CTF with T-tau and P-tau suggest a correlation
with AD pathological process, but it is not possible to interpret links with altered APP processing. Anyhow,
the mentioned correlations resulted positive only when all samples were considered, and not in control or sSAD
groups considered separately. Thus, these correlations obtained by pooling controls and demented subject, could
be artefactual, driven by the anchoring effect of the control values. Further analysis with a large number of sam-
ples is required.
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In term to define the true potential of the 25-kDa APP-CTF as a CSF biomarker, it will be valuable to rep-
licate our present finding using techniques such as ELISA. However, this desirable outcome will be challeng-
ing. As advanced above, we have described that the soluble full-length APP, containing the C-terminal domain,
also exists in CSF as heteromeric complexes compromising other sAPP species'®, and transmembrane domain,
as well intracellular C-terminal domain could participate in APP dimerization (discussed in Isbertet et al.?®).
Indeed, intracellular CTF aggregates have been described with the participation of A3?° and heparan sulfate
degradation products®, suggesting that other APP fragments and other proteolytic sub-products could inter-
act with APP-CTFs. Thus, future studies should develop custom pan-specific antibodies targeting the predicted
N-terminal sequence of the APP-CTFs present in CSF, maybe including pretreatment methods designed to dis-
aggregate peptides’!, for preventing co-precipitation of other APP fragments. Anyhow, even the disadvantages of
Western blotting for quantitative analysis, we considered demonstrated that accumulation of APP-CTFs in CSF
constitute a potential new biomarker of AD.

In resume, to our knowledge, the possibility that APP-CTFs can be assessed in the CSF has thus far not been
considered. In this study, we demonstrate noticeable amounts of APP-CTFs in human CSF. Particularly, a 25-kDa
APP-CTF appears increased in genetically determined AD, as well as in sAD. Our present findings provide suf-
ficient evidence to justify further studies on the determination of APP-CTFs as a potential new diagnostic bio-
marker of AD.

Material and Methods

Patients. Lumbar CSF samples were obtained from autosomal dominant AD (ADAD) subjects that were
all carriers of PSENI mutations and who were part of the Genetic Counseling Program for familiar dementia
(PICOGEN) at the Hospital Clinic (Barcelona, Spain). This group included 7 subjects carrying PSENI mutations,
and 7 age-matched non-mutation carriers from the same families (non-disease controls: NC). We also included
lumbar CSF samples from 7 Down syndrome subjects with Alzheimer’s type dementia (dDS), along with 7 age-
matched NC obtained from the Hospital Sant Pau (Barcelona, Spain). In addition, 20 subjects with sporadic
AD (sAD) defined as patients with cognitive symptoms and a CSF biomarker profile indicating AD (high total
tau and phosphorylated tau together with low A(342 levels; see Table 1) and 20 age-matched controls defined as
patients with non-specific symptoms without neurochemical evidence of AD were also obtained from the Clinical
Neurochemistry Laboratory (Mélndal, Sweden). All AD patients fulfilled the 2011 NIA-AA criteria for dementia®.
This study was approved by the ethic committee at the Miguel Hernandez University and it was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki. All patients (or their nearest relatives) and controls gave informed
consent to participate in the study.

Western blotting and immunoprecipitation.  Samples of CSF (30 uL) were denatured at 98 °C for 5min
and were resolved by electrophoresis on 16.5% Tris-Tricine gels. Following electrophoresis, proteins were blot-
ted onto nitrocellulose membranes (Schleicher & Schuell Bioscience, GmbH, Dassel, Germany). CTFs of APP
were detected using the following anti-APP C-terminal antibodies: C1/6.1 (mouse monoclonal; Covance Inc,
Princeton, USA), A8717 (rabbit polyclonal; Sigma Aldrich Co, St. Louis, MO), and Y188 (rabbit monoclonal;
Abcam, Cambridge, UK), as well as with the rat antibodies 2D8 and 2E9°. Multiplex fluorescence with two of the
independent antibodies served to assess the specificity of the bands. Blots were then probed with the appropriate
conjugated secondary antibodies (IRDye 680RD goat anti-rabbit; IRDye 680RD goat anti-mouse; and IRDye
800CW goat anti-rat from LI-COR Biosciences Lincoln) and imaged on an Odyssey Clx Infrared Imaging System
(LI-COR Bioscences). Band intensities were analyzed using LI-COR software (Image Studio Lite). A control CSF
sample was used to normalize the immunoreactive signal between blots.

For immunoprecipitation, samples were precleared for 2h at 4 °C by incubation with protein A-Sepharose
(Sigma Aldrich Co). Immunoprecipitations were performed overnight at 4 °C by incubating 150 uL of CSF with
the indicated anti-APP antibody. The antibody was previously coupled to protein A-Sepharose using dimethyl
pimelimidate dihydrochloride (Sigma Aldrich Co). A rabbit IgG and a rat IgG (Vector) were used as control
antibodies for immunoprecipitations. Precipitated proteins were washed with PBS and eluted with 0.1 M glycine
buffer at pH 2.5. After pH neutralization, supernatants were denatured in Laemmli sample buffer at 98 °C for
5min and subjected to SDS-PAGE. The membranes were then probed with an alternative anti-APP antibody.

Measurement of T-tau, P-tau and A342 by ELISA. Total tau (T-tau), phosphorylated tau (P-tau) and
AB31-42 (AB42) concentrations in CSF were measured using INNOTEST ELISA methods (Fujirebio Europe,
Gent, Belgium).

Statistical analysis. All data were analyzed using SigmaStat (Version 3.5; Systac Software Inc.) by Student’s
t test (two-tailed) for determination of exact p values. Correlation was assessed by linear regression. Results are
presented as means + SEM.
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Supplemental Figure 1. SDS-PAGE analysis and fluorescence detection of

soluble CTFs of APP in human CSF. To probe that the 25-kDa specie resolved
with different antibodies is the same, three aliquots of CSF were analyzed by SDS-
PAGE and resolved with (A) A8717 and 2E9 antibodies, or (B) C1/6.1 and 2D8
antibodies, simultaneously. The fluorescence of the secondary antibodies was

detected with the Odyssey CLx Infrared Imaging system (LI-COR).
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Supplemental Figure 2. Corroboration of the increase in the 25-kDa APP-CTF

in the CSF of sAD subjects. Representative blot and densitometric quantification



of the 25-kDa APP-CTF in the CSF samples from 20 probable sAD 20 age-matched
NC subjects blotted with the A8717 antibody (same data that in Fig. 2) and with
the 2D8 antibody. A positive correlation was obtained when immunoreactive
levels estimated with both antibodies from the same subjects were confronted.

Regression linear coefficient (R) and p values are displayed.
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Supplemental Figure 3. Correlation of the 25-kDa APP-CTF with AB42, T-tau and P-
tau levels in CSF samples. A linear regression was used to assess the correlation
between the immunoreactivity level of the 25-kDa APP-CTF (Fig. 2) and AB42, T-tau
and P-tau levels obtained by ELISA (see Table 1), in the samples from age-matched
cognitively normal controls (NC: closed symbol, solid lines) and sAD patients (open
symbol, dotted lines). The linear regressions resulted by pooling NC and sAD samples
are also showed (thickened lines). The linear regression coefficient (R) and p values for

each correlation are shown (n.s.: non-significant p value).
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Anexo A. Escala de deterioro global (GDS-FAST)

Estadio
GDS 1. Ausencia de
déficit cognitivo.

Fase clinica
Normal.
MEC: 30-35

Caracteristicas FAST
Ausencia de déficits funcionales
objetivos o subjetivos.

Anexos

Comentarios
No hay deterioro cognitivo subjetivo
ni objetivo.

GDS 2. Déficit
cognitivo muy leve.

Normal para su
edad. Olvido
MEC: 25-30

Déficit funcional subjetivo.

Quejas de pérdida de memoria de
objetos, nombres de personas, citas,
etc.

No se objetiva déficit en el examen
clinico ni en su medio laboral o
situaciones sociales.

Hay pleno conocimeinto y valoracion
de la sintomatologia.

GDS 3. Déficit
cognitivo leve.

Deterioro limite.

MEC: 20-27

Déficit en tareas ocupacionales y
sociales complejas y que
generalmente lo observan

familiares y amigos.

Primeros defectos claros.
Manifestacion en una o mas de estas
areas:
- Haberse perdido en un lugar
no familiar

- Evidencia de rendimiento
laboral pobre
- Dificultad para recordar

palabras y nombres
- Tras la lectura retiene escaso
material
- Olvida la ubicacion, pierde o
coloca erréneamente objetos
de valor
- [Escasa  capacidad para
recordar a personas nuevas
que ha conocido
El déficit de concentracion es evidente
para el clinico en una entrevista
exhaustiva.
La negacion como mecanismo de
defensa, o el desconocimiento de los
defectos, empieza a manifestarse.

GDS 4. Déficit
cognitivo moderado.

Enfermedad de
Alzheimer leve.
MEC: 16-23

Déficits observables en tareas
complejas como el control de los
aspectos econdmicos personales

o planificacion de comidas
cuando hay invitados.

Defectos manifiestos en:
- Olvido de hechos cotidianos o
recientes
- Déficit en el recuerdo de su
historia personal
- Dificultad de concentracion
evidente en operaciones de
restade 7en7
- Incapacidad para planificar
viajes, finanzas o actividades
complejas
Frecuentemente no hay defectos en:
- Orientacibn en tiempo vy
persona
- Reconocimiento de caras y
personas familiares
- Capacidad de viajar a lugares
conocidos
Labilidad afectiva.
Mecanismo de negacion domina el
cuadro.
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Necesita asistencia en determinadas
tareas, no en el aseo ni en la comida,
pero si para elegir su ropa.

Es incapaz de recordar aspectos
importantes de su vida cotidiana

GDS 5. Déficit Enfermedad de Decremento de la habilidad en | (direccion, teléfono, nombres de
cognitivo Alzheimer escoger la ropa adecuada en cada | familiares).
moderadamente moderada. estacion del afio o segun las Es frecuente cierta desorientacion en
grave. MEC: 10-19 ocasiones. tiempo o en lugar.
Dificultad para contar en orden
inverso desde 40 de 4 en 4, o desde 20
de 2 en 2.
Sabe su nombre y generalmente el de
su esposa e hijos.
Decremento en la habilidad para | Olvida a veces el nombre de su esposa
vestirse, bafarse y lavarse; de quien depende para vivir.
especificamente, pueden Retiene algunos datos del pasado.
identificarse 5 subestadios Desorientacion temporo espacial.
siguiente: Dificultad para contar de 10 en 10 en
a) Disminucion de la oreden inverso o directo.
Enfermedad de habilidad de vestirse solo | Puede necesitar asistencia para
GDS 6. Défici Alzheimer b) Disminucion de la actividades de la vida diaria.
. Déficit o ~ . . .
- moderadamente habilidad para bafarse Puede presentar incontinencia.
cognitivo grave. . .
grave. solo Recuerda su nombre y diferencia los
MEC: 0-12 c) Disminucién de la familiares de los desconocidos.

habilidad para lavarse y
arreglarse solo
d) Disminucion de la
continencia urinaria
e) Disminucion de la
continencia fecal

Ritmo diurno frecuentemente
alterado.

Presenta cambios de la personalidad y
la afectividad (delirio, sintomas
obsesivos, ansiedad, agitacion o
agresividad y abulia cognoscitiva)

GDS 7. Déficit
cognitivo muy grave

Enfermedad de
Alzheimer
grave.
MEC: 0

Pérdida del habla y la capacidad
motora. Se especifican 6

subestadios:

a) Capacidad de habla

limitada aproximadamente

a 6 palabras

b) Capacidad de habla

limitada a una Unica
palabra

c) Pérdida de la capacidad

para caminar solo sin
ayuda
d) Pérdida de la capacidad
para sentarse y
levantarse sin ayuda
e) Pérdida de la capacidad
para sonreir

f) Pérdida de la capacidad

para mantener la cabeza
erguida

Pérdida progresiva de todas las
capacidades verbales.

Incontinencia urinaria.

Necesidad de asistencia a la higiene
personal y alimentacion.

Pérdida de funciones psicomotoras
como la deambulacion.

Con frecuencia se observan signos
neuroldgicos.

Tabla A. Escala de deterioro global (GDS-FAST).
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Anexo B. Genes/loci asociados a la AD
Cromosoma = Region Gen/locus Frecuencia Efecto Referencia
8 o 1 1042.13 PSEN2 Raro Peligroso [317]
g § § 14 14q24.2 PSEN1 Raro Peligroso [317]
© % _§ 21 21g21.3 APP Raro Peligroso [317]
4 4923 UNC5C Raro Peligroso [318]
6 6p21-1 TREM2 Raro Peligroso [319][320]
A 7 70921.2 AKAP9! Raro Peligroso [321]
Ej) 7 7q AC099552.4* Raro Peligroso [320]
g 15 15921.3 ADAM10 Raro/comun | Peligroso/protector [322][323]
%_ 15 15026.3 TM2D3 Raro Peligroso [324]
% 16 16924.1 PLCG2 Raro Protector [325]
g 17 17921.32 ABI3 Raro Peligroso [325]
g 19 19q13.32 APOE Comun Peligroso/protector | [322][326][327][328]
19 19g13.2 PLD3 Raro Peligroso [329]
21 21g21.3 APP Raro Protector [330]
1 1g32.2 CR1 Comun Peligroso [322][326]
2 2q37.1 INPP5D/SHIP1 Comdn Peligroso [322][326]
5 5031.3 HBEGF/PFDN123 Comdn Peligroso [331][332]
A 5 5014.3 MEF2C/TMEM161B Comun Protector [326]
Ej) 6 6p12.3 CD2AP/ADGRF2 Comtin Peligroso [322][326][327][328]
; 6 6p21.32 | HLA-DRB1/HLA-DQB1 Com(n Peligroso [322][326]
% 7 7p12.1 COBL! Raro Protector [333]
% 7 7pld.l NMES/EPDR1 Comun Protector [326]
§ 7 7922.1 NYAP1/PILRA/STAG3 Comun Protector [320][322][326]
7 7934-935 EPHAL/TAS2R60 Comin Protector [322][326]
8 8p21.2 PTK2B Comdn Peligroso [322][326]
8 8p21.2 CLU/APQOJ Comun/raro | Peligroso/protector [322][326]
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10 10p14 ECHDC3/USP6NL?? Comin Peligroso [322][331][332]
11 11p11.2 SPI1/CELF1 Comun Peligroso/protector [322][326]
11 11q12.1 MS4A2/MS4A6A Comdn Protector [322][326][327][328]
11 11914.2 PICALM Comun Protector [322][326]
11 11g24.1 SORL1 Comun/raro | Peligroso/protector [322][326]
13 13933.1 | SLC10A2/METTL21EP! Raro Protector [333]
14 14g22.1 FERMT2 Comun Peligroso [322][326]
14 14¢32.12 SLC24A4/RIN3 Comun Protector [322][326]

o 15 15¢21.2 SPPL2A/TRPM73 Comun Protector [332]

§ 15 15¢22.31 TRIP4 Raro Peligroso [334]

g 16 16p12.3 IQCK/DEF8 Comun Protector [322]

.%" 17 17p13.2 | SCIPM/ZNF594/USP63 Comun Protector [332]

@

i 17 17921.31 KANSL1/MAPT# Comun Protector [335]

(@]

- 17 1722 TSPOATS/IBZZRAPL Com(n Protector [331]
17 17923.3 ACE Raro Peligroso [322]
18 18g12.1 DSG2/DSG3 Comun Protector [326]
19 19p13.3 ABCA7 Raro/comun Peligroso [320][322][326][328]
19 19p13.3 NFI1C?5 Comin Protector [331]
19 19q13.41 CD33/SIGLECL1 Comun Protector [326][327][328]
20 20q13.31 CASS4/GSTF1 Comdn Protector [322][326]
21 21921.3 ADAMTS1/ADAMTS5 Comun Protector [322]

Tabla B. Genes/loci asociados a AD. *ARN no codificado, Linico en raza negra africana, 2GWAS transétnico, 3GWAS por proxy

(GWAX), “GWAS entre los no-APOE4, Sinteraccion con APOE4. Modificado de [98]
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