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En les frases seglients descrivim els objectius principals de la proposta.

Els objectius generals del projecte son els segients:

i) Ens agradaria determinar si la PrP¢ esta involucrada en la propagacié cel-lular d’ a-
sinucleina i si aquesta propagacié també desencadena la fosforilacié de tau d’una
manera dependent de PRNP segons es determina per a la malaltia d’Alzheimer. Aixo es

fara tant in vivo com in vitro.

if) Volem discriminar si la preséncia de p-tau a PDD + AD esta intervinguda per |’ a-

sinucleina o els ADDL.

ifi) A causa d’aix0, sembla que la deméncia no esta completament associada amb les
mutacions LRRK2. Ens agradaria explorar si LRRK2 té un paper en paral-lel a PrP® en el
control de la dinamica de p-tau i microtubuls. Per tant, utilitzarem models cel-lulars (és
a dir, la modulacié de I'expressié de PrP¢ en linies cel-lulars que expressen LRRK2 o el
desenvolupament d’experiments similars en cél-lules M17 que sobreexpressen a-

sinucleina) i els analitzarem.

iv) Per comprendre millor aquests rols en el “pacient” més proper que ens agradaria
desenvolupar, es va derivar una caracteritzacié bioquimica i cel-lular de la regulacio i
acumulacié de p-tau en neurones diferenciades (tant neurones dopaminergiques com
no dopaminérgiques) derivades a partir d'IPSC de pacients amb MP (familiars i
idiopatics) i controls. En aquesta IPSC derivada de PD amb augment d’ a-sinucleina, la

dosificacié del gen de PRNP també es modula genéticament.

v) Totes aquestes dades es correlacionaran amb l’analisi bioquimica i histologica de
PrP¢, p-tau, a-sinucleina, LRRK2 en diferents regions (és a dir, substancia negra,
escorga, estriat, amigdala) en PD, PDD i DLB (20 casos/grup) i pacients LRRK2
(G2019S).

Els objectius especifics del projecte son els seglents:



Objectiu 1. Conéixer el paper de la PrP¢ en la propagacié neural d’ a-sinucleina in vitro

i in vivo.

Objectiu 2. Descobrir si la p-tau a PDD + AD es genera directament per a-sinucleina o

indirectament per ADDL.

Objectiu 3. Explorar si LRRK2 té un paper en paral-lel a la PrP° en el control de la

dinamica de p-tau i microtubuls en les alfa-sinucleinopaties.

Objectiu 4. Analitzar el paper de la dosificacio de PRNP en la fosforilacié de p-tau i la
generacié d’ a-sinucleina en pacients derivats de PD (esporadics i familiars) i LRRK2
(G2019S) derivats d'IPS.

Objectiu 5. Fer estudis bioguimics i histologics en mostres humanes.

Objectiu 1. Hem determinat que PrP¢ és un nou receptor per a a-sinucleina (Urrea et
al., 2017, 2017b; del Rio et al., 2018). Aix0 es desenvolupa in vitro i in vivo utilitzant
dues soques de ratoli diferents. Hem determinat que la regié del PrP® responsable
d’unir-se a les protofibril-les d" a-sinucleina (PFF) és la regié carregada (CC) de la
molécula. Aix0 és rellevant, ja que aquesta regié també comparteix la vinculacié amb
AB.

Objectiu 2. Hem determinat que el tractament amb a-sinucleina (PFF) indueix p-tau a
les neurones corticals primaries. Aquest tractament implica I'activacié de Fyn en contra
d’altres péptids que mostren estructures riques com la PrPips-126. A causa del fet que
PrPips-126 S'uneix a 113-133 (HR) de PrP¢ en contra d’ a-sinucleina i B-amiloide, la
integritat del domini HR és obligatoria per induir I'agregacié de PrP° a la membrana i
incrementar la p-tau. D’altra banda, la sobreexpressié d’ a-sinucleina augmenta la

generacié de p-tau després del tractament amb ADDL.



Tot i que la generacié de p-tau és molt baixa després del tractament amb fibril-les d’ a-
sinucleina, generem un doble mutant de ratolins que sobreexpressa 3 mutacions
diferents de tau (ratolins VLW) en abséncia de PrP¢ (ratolins ZH3). Les dades actuals
suggereixen que els canvis observats tant en PrP com en tau estan relacionats amb un
control epigenétic de tau en el promotor PRNP i canvis en micro-RNA (mi132p). De fet,
p-tau és capac d’induir l'activacié del promotor i només neurones cultivades poden
internalitzar les PPF de p-tau. La seva accid sobre el promotor esta modulada pels

factors de transcripcié Spl i AP1.

Objectiu 3. LRRK2 s’ha implicat en la unié de microtubuls, perd malauradament
LRRK2 no s’uneix a PrP°. No obstant aix0, competeix per la regulacié de la fosforilacié
de Thr188 per GSK3. Hem confirmat aquestes dades negatives durant els dos ultims

anys utilitzant Biacore i Co-IP sense resultats positius.

Objectiu 4. Vam comencar a diferenciar I'IPSc emprant dos protocols diferents:
formacié d’SNM o diferenciacio directa. Fins avui no podem reproduir el transport d’ a-
sinucleina utilitzant IPSc en dispositius microfluidics a causa del baix nombre de
neurones TH+ generades a partir de les nostres IPSc. Com a alternativa, estem
desenvolupant nous cultius utilitzant poblacions directes de neurones TH+
seleccionades per FACS i sobreexpressant formes mutades de sinucleina en aquestes
cel-lules per verificar si el transport de les formes patogenes té lloc en aquestes
cel-lules. Aquests experiments s’estan duent a terme actualment com a continuacié del

projecte.

Objectiu 5. Durant el projecte, hem recollit més de 300 mostres de PD i controls de
guatre biobancs diferents (Hospital Clinic, Navarra, HUB-Bellvitge i DZNE-Alemanya).
Vam comengar a determinar els nivells de p-tau en aquestes mostres. Vam utilitzar 2
epitops diferents, AT8 i PFH1. Les mostres van indicar que p-tau esta augmentada en
el neocortex dels pacients amb MP. Incloem PDD (mostres de malaltia de Parkinson en
I’estudi). Els resultats preliminars van demostrar que les moléecules que modulen la
fosforilacié de tau (és a dir, la reelina) no es modifiquen en les arees de la PD en
contra d’AD. Dades similars també afecten PrP°. Les dades analitzades s’inclouen en
una versio preliminar d’un article. Es van emprar més de 200 mostres de pacients,

incloses mostres d’LCR d’Alemanya, Navarra, CIM, Hospital Clinic i MUtua de Terrassa.



En aquest projecte, hem pogut descriure per primera vegada que la proteina prionica
cel-lular és un receptor per a I’ a-sinucleina. A més, hem pogut determinar la regié
d’unié entre les dues proteines, motiu pel qual creiem que s’obren noves vies
terapeutiques per tractar de bloquejar aquesta unié i la disseminacié de la
sinucleinopatia al cervell dels pacients. En aquest sentit, és important esmentar que la
regid o area d’acoblament entre |’ a-sinucleina i la PrP¢ és la mateixa que per a les
ADDL en la malaltia d’Alzheimer. Aix0 obre encara més les estratégies terapeutiques
putatives centrades en la regié CC (regi6 d'unid) de I’'PrP¢ per a la neurodegeneracio.
Aqguestes estratégies se centren actualment en la immunoterapia i 'orientacio

farmacologica dirigida al lloc.
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