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En las siguientes frases, describimos los principales objetivos de la propuesta.

Los objetivos generales del proyecto son los siguientes:

i) Nos gustaria determinar si la PrP¢ esta involucrada en la propagacion celular de a-
sinucleina y si esta propagacién también desencadena la fosforilacidon de tau de una
manera dependiente de PRNP seguin se determina para la enfermedad de Alzheimer.

Esto se realizara tanto in vivo como in vitro.

i) Queremos discriminar si la presencia de p-tau en PDD + AD estd mediada por a-

sinucleina o ADDL.

ili) Debido a eso, parece que la demencia no estd completamente asociada con las
mutaciones LRRK2. Nos gustaria explorar si LRRK2 desempena un papel en paralelo a
PrP¢ en el control de la dindmica de p-tau y microtubulos. Por lo tanto, utilizaremos
modelos celulares (es decir, la modulacion de la expresién de PrP¢ en lineas celulares
gue expresan LRRK2 o el desarrollo de experimentos similares en células M17 que
sobreexpresan a-sinucleina) y los analizaremos.
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iv) Para comprender mejor estos roles en el “paciente” mas cercano que nos gustaria
desarrollar, se derivd una caracterizacién bioquimica y celular de la regulacién y
acumulacién de p-tau en neuronas diferenciadas (tanto neuronas dopaminérgicas
como no dopaminérgicas) derivadas a partir de IPSc de pacientes con EP (familiares e
idiopaticos) y controles. En esta IPSc derivada de PD con aumento de a-sinlucleina, la

dosificacion del gen de PRNP también se modula genéticamente.

v) Todos estos datos se correlacionaran con el analisis bioquimico e histoldgico de
PrP¢, p-tau, a-sinucleina, LRRK2 en diferentes regiones (es decir, sustancia negra,
corteza, estriado, amigdala) en PD, PDD y DLB (20 casos/grupo) y pacientes LRRK2
(G2019S).



Los objetivos especificos del proyecto son los siguientes:

Objetivo 1. Analizar el papel de la PrP¢ en la propagacion neural de a-sinucleina in
vitro e in vivo.

Objetivo 2. Averiguar si p-Tau en PDD + AD es generada directamente por a-
sinucleina o indirectamente por ADDL.

Objetivo 3. Explorar si LRRK2 desempefia un papel en paralelo a la PrP° en el control
de la dindmica de p-tau y microtubulos en las alfa-sinucleopatias.

Objetivo 4. Analizar el papel de la dosificacién de PRNP en la fosforilacion de p-tau y
la generacién de a-sinucleina en pacientes derivados de PD (esporadicos y familiares)
y LRRK2 (G2019S) derivados de IPSc.

Objetivo 5. Realizar estudios bioguimicos e histolégicos en muestras humanas.

Objetivo 1. Hemos determinado que PrP‘es un nuevo receptor para a-sinucleina
(Urrea et al., 2017a, 2017b; Del Rio et al., 2018). Esto se desarrolla in vitro e in vivo
utilizando dos cepas de ratén diferentes. Hemos determinado que la region del PrP°¢
responsable de unirse a las protofibrillas de a-sinucleina (PFF) es la region cargada
(CC) de la molécula. Esto es relevante ya que esta region también comparte su

vinculacién con AB.

Objetivo 2. Determinamos que el tratamiento con a-sinucleina (PFF) induce p-tau en
las neuronas corticales primarias. Este tratamiento implica la activacidon de Fyn en
contra de otros péptidos que muestran estructuras ricas como la PrPis-126. Debido a
gue PrPigs-126 Se une a 113-133 (HR) de PrP° en contra de a-sinucleina y B-amiloide, la
integridad del dominio HR es obligatoria para inducir la agregacién de PrP¢ en la
membrana e incrementar p-tau. Por otro lado, la sobreexpresién de a-sinucleina

aumenta la generacion de p-tau después del tratamiento con ADDL.

Aunqgue la generacién de p-tau es muy baja después del tratamiento con fibrillas de
a-sinucleina, generamos un doble mutante de ratones que sobreexpresa tres
mutaciones diferentes de tau (ratones VLW) en ausencia de PrP¢ (ratones ZH3). Los

datos actuales sugieren que los cambios observados tanto en PrP como en tau estan



relacionados con un control epigenético de tau en el promotor PRNP y cambios en
microRNA (mi132p). De hecho, p-tau es capaz de inducir la activaciéon del promotor y
solo las PPF de p-tau pueden ser internalizadas por neuronas cultivadas. Su accién

sobre el promotor estd modulada por los factores de transcripcidon Sp1 y AP1.

Objetivo 3. LRRK2 se ha implicado en la unidon de microtubulos, pero
desafortunadamente LRRK2 no se une a PrP¢. Sin embargo, compite por la regulacién
de la fosforilaciéon de Thr188 por GSK3. Hemos confirmado estos datos negativos

durante los dos ultimos afios utilizando Biacore y Co-IP sin resultados positivos.

Objetivo 4. Comenzamos a diferenciar el IPSc usando dos protocolos diferentes,
formacién de SNM o diferenciacidn directa. Hasta la fecha, no podemos reproducir el
transporte de a-sinucleina utilizando IPSc en dispositivos microfluidicos debido al bajo
numero de neuronas TH + generadas a partir de nuestras IPSc. Como alternativa,
estamos desarrollando nuevos cultivos utilizando poblaciones directas de neuronas
TH+ seleccionadas por FACS y sobreexpresando formas mutadas de sinucleina en
estas células para verificar si el transporte de las formas patdégenas tiene lugar en
estas células. Estos experimentos estan en proceso como una continuacion directa del

proyecto financiado.

Objetivo 5. Durante el proyecto, recolectamos mas de 300 muestras de PD y
controles de cuatro biobancos diferentes (Hospital Clinic, Navarra, HUB-Bellvitge y
DZNE-Alemania). Comenzamos a determinar los niveles de p-tau en estas muestras.
Utilizamos dos epitopos diferentes, AT8 y PFH1. Las muestras indicaron que la p-tau
estd aumentada en el neocdrtex de los pacientes con EP. Incluimos PDD (muestras de
enfermedad de Parkinson en el estudio). Los resultados preliminares demostraron que
las moléculas que modulan la fosforilacién de tau (es decir, la reelina) no se modifican
en las areas de la PD en contra de AD. Datos similares también afectan a PrP. Los
datos analizados se incluyen en una version preliminar de un articulo. Se emplearon
mas de 200 muestras de pacientes, incluidas muestras de LCR de Alemania, Navarra,

CIMA, Hospital Clinic y Mldtua de Terrassa.



En este proyecto, hemos podido describir por primera vez que la proteina pridnica
celular es un receptor para a-sinucleina. Ademas, hemos podido determinar la regién
de unidn entre ambas proteinas, por lo que creemos que se abren nuevas vias
terapéuticas para tratar de bloquear esta unién y la diseminacion de la sinucleinopatia
en el cerebro de los pacientes. En este sentido, es importante mencionar que la
region o area de acoplamiento entre la a-sinucleina y la PrP es la misma que para las
ADDL en la enfermedad de Alzheimer. Esto abre alin mas las estrategias terapéuticas
putativas centradas en la regidon CC (regién de unidn) del PrP¢ para la
neurodegeneracién. Estas estrategias se centran actualmente en la inmunoterapia y

la orientacion farmacoldgica dirigida al sitio.
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