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Somos parte de la tierra y asimismo
ella es parte de nosotros.

Las flores perfumadas son nuestras hermanas;
el venado, el caballo, la gran aguila;
estos son nuestros hermanos.

Las escarpadas pefas, los humedos prados,
el calor del cuerpo del caballo y el hombre,

todos pertenecemos a la misma familia.

Noah Sealth, 1854.

Hegoak ebaki banizkio
Nerea izango zen,
Ez zuen aldegingo.

Hegoak ebaki banizkio
Nerea izango zen,
Ez zuen aldegingo.

Bainan, honela

Ez zen gehiago txoria izango
Bainan, honela

Ez zen gehiago txoria izango

Eta nik...
Txoria nuen maite.

Eta nik...
Txoria nuen maite.

Mikel Laboa, 1974
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1.1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1.1. Definicion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad
neurodegenerativa primaria cortical caracterizada por una pérdida cognitiva
y funcional gradual, progresiva e irreversible que desencadena la muerte de
la persona. Debido al gran envejecimiento de las sociedades occidentales, se
atribuye a la EA como una de las enfermedades de mayor crecimiento
epidemioldgico en los Ultimos afios en esos territorios (Savva et al., 2009).
No obstante, la EA no se puede considerar parte del proceso normal de
envejecimiento pues esta ligada a sustratos moleculares, fisioldgicos y
genéticos que consideraremos en detalle en los proximos capitulos (Figura
1).

A pesar de los grandes avances en la compresion de la EA desde la
descripcion del primer caso por Alois Alzheimer en 1907, esta patologia
supone uno de los mayores retos de salud del siglo XXI. Sin duda, la EA
influye en numerosas esferas y es que no sélo es un problema sanitario, sino
que afecta también al dmbito social y econdmico de las familias y de las
instituciones.

ENFERMO DE ALZHEIMER PERSONA DE EDAD AVANZADA

Olvida situaciones completas - Olvida detalles de una situacién

Raramente recuerda mas tarde Con frecuencia recuerda mas tarde

Gradualmente le es imposible almente puede seguir
seguir indicaciones orales o escritas s orales o escritas
- Gradualmente le es imposible te puede usar
usar notas para recordar recordar
- Gradualmente le es imposible
cuidarse a si mismo

puede cuidarse

Figura 1. Diferencias clinicas entre paciente con EA y persona de edad
avanzada.
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1.1.2. Contextualizacion historica.

Los antiguos griegos y romanos asociaron la vejez con la demencia
otorgandole tintes de persona débil y, asumiendo, que las personas fuertes
no podrian desarrollarla (Berchtold & Cotman, 1998). Durante cientos de
anos, esta patologia era conocida pero no correctamente tipificada. No fue
hasta 1901 cuando el psiquiatra aleman Alois Alzheimer (Figura 2) identific
el primer caso de lo que se conoce hoy como EA en una mujer de 51 afios,
llamada Auguste Deter. El 9 de abril de 1906, Alzheimer recibié una llamada
de Francfort donde le comunicaban que Auguste habia fallecido. Pidi6 que le
enviaran su historial clinico y su cerebro para ser estudiado. Su historia clinica
documentaba sus Uultimos anos de vida, cuando su condicion se habia
deteriorado considerablemente. Examinando su cerebro, Alois encontrd
placas seniles (PS) y ovillos neurofibrilares (ONFs), siendo en este momento
cuando se reporta publicamente por primera vez el caso y se describen dichos
hallazgos.

Figura 2. Alois Alzheimer (1864-1915).

1.1.3. Epidemiologia

La EA es la principal causa de demencia en todo el mundo (Scheltens et
al., 2016). Asi, la prevalencia se sitla entre el 5 y el 7% siendo mayor en
zonas de América Latina (8,5%), y menor en las regiones de Africa
subsahariana (2-4%). Se estima que existen unos 35.6 millones de personas
gue viven con demencia en todo el mundo, aunque para el afio 2030 se
espera que esta cifra sea casi el doble (Prince et al., 2013).
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En Estados Unidos, la EA es la enfermedad neurodegenerativa mas
comun y la sexta causa de muerte (Apostolova, 2016). En Europa, la
prevalencia de esta patologia fue de 5,05% de forma global para el afo 2016.
La prevalencia por sexo, en los hombres y las mujeres fue 3,31% vy 7,13%
respectivamente, y se encontrd una tendencia creciente por grupos de edad.
La incidencia de EA en Europa fue de 11,08 por 1.000 personas-afio, siendo
en los hombres y las mujeres de 7,02 por 1.000 personas-ano y de 13,25 por
1.000 personas-afio respectivamente, con igual tendencia creciente con el
aumento de la edad (Niu et al., 2017). En Espafia se estima una prevalencia
de entre 500.000 y 800.000 pacientes. La Confederacién Espafiola de
Asociaciones de Familiares de Personas con Alzheimer y otras Demencias
(CEAFA) apunta a unos 800.000 enfermos.

Dentro de las demencias, la EA es la mas frecuente y aproximadamente
el 59% de las demencias diagnosticadas son DTA (Demencia tipo Alzheimer),
seguidas por las demencias vasculares y mixtas, demencia por cuerpos de
Lewy y demencia frontotemporal (de Pedro-Cuesta et al., 2009) (Figura 3).
Se estima que, debido al envejecimiento de la poblacién espafola, el nUmero
de diagnésticos de esta patologia podria triplicarse en los préoximos 30 o 40
anos (proyecciones de poblacidn elaboradas por el Instituto Nacional de
estadistica).

Figura 3. Distribucion de demencias en una muestra poblacional. (Fuente:
Frades et al., 2013).

1.1.3.1. ¢Cambio de tendencia?

Pese a todo lo anteriormente referenciado, aunque la prevalencia siga
aumentando por el envejecimiento de la poblacion, se ha descrito
recientemente una disminucion del 16% de la incidencia de EA cada década
y en los paises preferentemente desarrollados, desde 1988 (Wolters et al.,
2020).
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Aungue este descenso esta bien documentado, las causas siguen siendo
desconocidas (Knopman, 2020).Las principales hipotesis apuntan a una
mejora en el manejo de los factores de riesgo asociados a demencias. Asi, en
un estudio publicado al respecto, se describe que modificar una docena de
factores de riesgo puede evitar o retrasar el 40% de las demencias. Las 12
variables estudiados fueron la falta de educacion, la hipertensién, la
discapacidad auditiva, el tabaquismo, la obesidad, la depresiodn, la inactividad
fisica, la diabetes, el aislamiento social, el consumo excesivo de alcohol, los
golpes en la cabeza y la contaminacidon atmosférica (Livingston et al., 2020).
Tanto es asi que, en América Latina, segun los mismos autores, el porcentaje
prevenible de casos de demencia alcanzaria el 56% (Mukadam et al., 2019).

1.1.4. Manifestaciones clinicas por estadios

1.1.4.1. Presentaciones tipicas de AD

La EA tiene dos estadios bien diferenciados: el definido como estadio
preclinico, antes de que se manifiesten los primeros sintomas, y el estadio
clinico (Scheltens et al., 2021).

Al estadio preclinico se le ha denominado también “silente”. Es el estadio
en el cual se ha demostrado a nivel histopatoldgico que el cerebro contiene
placas neuriticas con depdsitos de B-amiloide (AB) asi como la presencia en
las neuronas de (ONFs), pero el paciente no muestra ningln sintoma
caracteristico de la enfermedad. Segun la literatura, este periodo puede durar
aproximadamente 10 afios hasta que se manifieste el primer sintoma.
Grandes esfuerzos se estan depositando en la compresion de esta fase de
cara a realizar el diagnéstico de la forma mas precoz posible. Se deberia hacer
hincapié en esta fase en controlar los factores de riesgo cardiovascular
(hipertension arterial, diabetes mellitus, dieta, tabaquismo...) ya que se
conoce la estrecha relacién entre ellos y las lesiones del sustrato anatémico
cerebral, pudiendo precipitar la evolucidn en personas genéticamente
predispuestas. Asi mismo, es de vital importancia llevar a cabo programas de
ejercicio fisico y mental, para ralentizar la evolucién todo lo posible en esta
fase precoz de la enfermedad (Dubois et al., 2016).

El estadio clinico da comienzo con la aparicién del primer sintoma de la
enfermedad (Figura 4). Este estadio se divide a su vez en tres fases:

— Fase leve (3-4 afios de duracién): La manifestacion temprana mas
comun de la EA es la pérdida de memoria reciente. La memoria
antigua suele conservarse, aunque se vera afectada a lo largo de la
evolucion natural de la enfermedad. También es frecuente observar
alteraciones en el lenguaje, como por ejemplo dificultad a la hora de
encontrar las palabras exactas de aquello a lo que se quiere hacer
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referencia. Poco después se observa dificultad afrontando procesos
multitarea con la subsecuente pérdida de confianza y autoestima.
Ademas, su caracter va cambiando: el paciente se vuelve esquivo o
depresivo, porque se da cuenta de sus pérdidas y se siente fragil y
vulnerable. Es comprensible que, en esta fase, el paciente rara vez
acuda al médico por voluntad propia.

— Fase moderada (2-3 afos): Se vuelve evidente el déficit cognitivo. El
paciente deja de ser consciente de su entorno, no reconociendo a sus
familiares y/o amigos. Aparece la desorientacidon temporoespacial y
el vocabulario empieza a ser escaso en palabras, lento e impreciso.
El paciente ya no es consciente de sus propios fallos, no
comprendiendo las situaciones que le acontecen. Por lo tanto, su
comportamiento sera impredecible y ya no podra salir solo a la calle.
El paso de una fase a la otra puede estar desencadenado por algun
hecho relevante (una infeccién de orina, un cambio de domicilio, de
cuidador...). A partir de esta fase, el responsable del paciente debe
hacerse cargo de tomar las decisiones por él.

— Fase avanzada (2-3 aifos): Es el estado mas grave al cual se llega con
muy poca actividad cognitiva y sin capacidades motoras ni control de
esfinteres. En este momento, la dependencia es total y absoluta.
Suele ser un paciente encamado todo el dia que no reacciona a ningun
estimulo y con severas dificultades para la ingesta de alimentos. En
este estadio surgen multiples complicaciones como riesgo de
neumonia por aspiracion, malnutricion y las derivadas de Ia
inmovilizacion prolongada: trombosis venosa profunda, infecciones o
Ulceras por presion.

La muerte sobreviene, de media, unos 8,5 afios después del diagndstico
inicial de EA (Jost & Grossberg, 1995).

1.1.4.2. Presentaciones atipicas de AD

Existen variantes y formas de presentacion atipicas que normalmente
hacen referencia a la presentacién de sintomas no relacionados con la
memoria pero que, tanto en escalas de EA como en estudios postmortem,
son compatibles con este diagndstico. Se suelen dar en pacientes mas
jovenes y la progresion suele ser mas rapida.

—  AFASIA LOGOPENICA: En este subtipo destaca una presentacién con
pausas prominentes a la hora de encontrar las palabras, discapacidad
en la memoria de trabajo y anomia (Gorno-Tempini et al., 2011).

— VARIANTE FRONTAL DE AD: Se denomina asi a la presentacion en
forma de cambios bruscos y precoces de la personalidad, el
comportamiento y las funciones ejecutivas. Estos pacientes se
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muestran profundamente impacientes, irritables, impulsivos vy
desinhibidos. Este subtipo puede recordar, de forma cercana, a la
demencia de variante frontotemporal, pero estudios de autopsia
muestran marcadores de EA, con una distribucion que afecta
fundamentalmente a los l6bulos frontales (Herrero-San Martin et al.,
2013).

— ATROFIA CORTICAL POSTERIOR: Presentacién con disfuncion
visoespacial, agnosia visual aperceptiva y desorientacidn espacial.
Estos pacientes frecuentemente desarrollan apraxias de construccién,
vestido o ideomotoras antes que los trastornos de memoria. A nivel
anatomopatoldgico, los depdsitos de TAU y la atrofia se focalizan, al
menos inicialmente, en los Iébulos parieto-occipitales (Crutch et al.,

2012).
Consulta en AP por queja de memoria
dudas .
Seguimiento iExiste un problema? Aggf;%‘?ﬂde Envejecimiento
cognitivo normal

o
2

Estudio ;
Tratamiento Sindrome Si Inicio Aguda
Confusional

Cronico. Instalacion insidiosa o persistencia

de los sintomas en los tiempos

| i Trastorno psiquiatrico?

Demencia

No

No
pralfabeti ;Autonomia
aiabetsmo preservada?
Retarda mental No Deterioro en relacion s
a nivel previo
Tranculturacion Si
Estudio de causas
reversible de
Positivo trastorno cognitivo Negativo

Deterioro cognitivo leve

Figura 4. Algoritmo diagnostico de la EA desde el primer sintoma.
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1.1.5. Aproximacién diagnostica

El sostén principal del diagndstico de la EA continla siendo la valoracion
clinica, basada en dos pilares: la entrevista con el paciente o bien un cuidador,
y un examen cognitivo y fisico orientado a esta patologia. El resto de técnicas
se consideran complementarias y dirigidas a corroborar o no el diagndstico.
Hoy en dia no existe ninguna prueba especifica para diagnosticar una
demencia en estadio preclinico, por lo que son de obligado uso las pruebas
complementarias orientadas a descartar otros procesos que pudieran
mimetizar o solaparse en sintomas a una demencia. (Slachevsky & Oyarzo,
2008).

1.1.6. Tratamiento

No existe un tratamiento definitivo para detener o erradicar la EA. De
forma paliativa se utilizan algunos farmacos para el control de sintomas
asociados, incluyendo inhibidores de la colinesterasa, antidepresivos y
antipsicéticos. Por otro lado, desde hace unas décadas es objeto de estudio
una amplia serie de tratamientos experimentales, como farmacos
moduladores de la inmunidad, del metabolismo del colesterol y la glucosa
(estatinas, antidiabéticos) y farmacos antiinflamatorios no esteroideos.

También se estan realizando ensayos con farmacos modificadores de
Apolipoproteina E4 (ApoE4), contra el acimulo de AB y Tau, e incluso,
tratamientos con células madre y recambio plasmatico (Boada et al., 2017;
Funk et al., 2015; Karran, 2012; McCartney, 2015; McGeer et al., 2018;
Young et al., 2018; Yu et al., 2014). Finalmente, después de casi dos
décadas, la FDA ha aprobado en junio de 2021 un nuevo tratamiento para la
EA, el farmaco Aducanumab. Se trata de un anticuerpo monoclonal humano
contra las formas agregadas de AP tanto solubles como insolubles.

La valoracion individual de cada uno de ellos no ha ofrecido resultados
concluyentes por el momento. Es necesario conocer mas en profundidad las
bases moleculares de los fendmenos que tienen lugar durante la EA para un
mejor abordaje terapéutico. Existen varios tipos de moléculas implicadas a lo
largo de este proceso, incluyendo los proteoglicanos (PGs). Se ha descrito
previamente la participacién de los PGs en muchos procesos fisioldgicos,
como la inflamacién, y patoldgicos, incluyendo algunas enfermedades
neurodegenerativas como la EA. Diversos estudios detallan la interaccién de
los PGs con la Proteina precursora de amiloide (PPA), el AB y la proteina Tau,
y su presencia en los depdsitos amiloideos y los ONFs (Shaffer et al., 1995).
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1.2. ETIOPATOGENIA

Las causas exactas de la enfermedad aun estan siendo sometidas a
investigacion cientifica. Se han propuesto varias hipétesis y factores de riesgo
potenciales.

1.2.1. Principales hipodtesis vigentes:

Hipotesis colinérgica. En los afios 80 se propuso la primera hipétesis
sobre el posible origen de la EA. El sistema colinérgico esta formado
por la acetilcolina (Ach) y las moléculas encargadas de su
metabolismo. La Ach es uno de los neurotransmisores mas
importantes del organismo, produce en las neuronas y tiene efectos
fundamentales en el sistema nervioso central (SNC) y periférico al
interaccionar con receptores especificos. Entre sus principales
funciones destaca en participar en el mantenimiento de la
supervivencia neuronal y en los circuitos de aprendizaje y memoria
en corteza cerebral e hipocampo. En pacientes con EA se ha visto un
déficit de Ach en dichas regiones y la hipdtesis colinérgica sostiene
gue este déficit es el causante del dafio cognitivo impulsando el
desarrollo de farmacos inhibidores de la enzima encargada de la
eliminacién de la Ach, o anticolinesterdsicos para frenar la
enfermedad (Coyle et al., 1983; Craig et al., 2011). La falta de éxito
descarta esta hipdtesis como causa Unica de la EA, aunque se siguen
empleando en las estrategias paliativas. En contra de esta hipétesis
también cabria sefialar que se ha demostrado la implicacién de otros
neurotransmisores en la sintomatologia de la EA y que la disminucion
de la Ach se debe a la destruccién de las regiones cerebrales donde
se sintetiza, fundamentalmente el nucleo basal de Meynert, no
ocurriendo en todos los casos con la misma magnitud (Bartus, 2000;
A. V Terry & Buccafusco, 2003; Whitehouse et al., 1982).

Hipotesis de la cascada amiloidea. Esta teoria fue propuesta en 1992
por Hardy y Higgins, que sostiene que los depodsitos de B amiloide,
sobre todo AB42, son el elemento inicial de la enfermedad. Las PS
activarian mecanismos inflamatorios, promoviendo una disfuncién
sinaptica y generando neuritas distréficas, asi como estrés oxidativo.
Con el tiempo esto afectaria la homeostasis de las neuronas
deteriorando la funcion de determinadas enzimas (fosfatasas y
quinasas) e hiperfosforilando la proteina Tau, dafiando asi el
transporte axonal y formando ONFs. El resultado final del proceso es
la alteracion funcional de la neurona, la muerte celular y el declive
cognitivo (Figura 5) (J. A. Hardy & Higgins, 1992; LaFerla et al., 2007;
Small, 2008). Esta hipdtesis ha recibido muchas criticas y ha sido
modificada en varias ocasiones principalmente porque:
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Se ha observado en prepuberes y adultos sanos la presencia de
agregados cerebrales de Tau y B amilode sin repercusion clinica
posterior (Armstrong, 2011; Bennett et al., 2006; Heiko Braak et
al., 2011; Esparza et al., 2013; Giannakopoulos et al., 2003;
Hulette et al., 1998; Price & Morris, 2004).

Se sabe que las alteraciones cognitivas estan vinculadas de modo
directo con la proteina Tau andmala y su acumulo (A. D. C. Alonso
et al., 1997; Céardenas et al., 2012)

La formacion de las PS y ONFs es independiente y aunque ambas
estan relacionadas en la evolucion de la EA, es posible detectarlas
aisladas en otras patologias (R. D. Terry et al., 1987).

Los ONFs preceden a las placas amiloideas (Price & Morris, 2004).

La inmunizacion activa contra el amiloide puede disminuir su
acumulo, pero no mejora la funcién cognitiva (Gilman et al.,
2005; Green et al., 2009; Nicoll et al., 2006).

Trisomia 21

‘ Tau soluble l APP

Trisomia 21 @ @ PS1/PS2 Genotipo
risomia ¥
APP Mutaciones \l MU(BCIO'Y'IES EA Ap0E4
EA familiar . e familiar
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2 AB42

? Formas solubles de ¥ ? N Placa
AB oligomérico | amiloide

Siembray propagacion de
placa amiloide

h 4

Disfuncién \ Formacién de filamentos helicoidales
T » emparejados hacia la corteza (transmisién
de célula-célula)
] ¥
= . Reaccion de Disfuncién neuronal y
Formacién de filamentos :
s S astrocitos, muerte
helicoidales restringida a 2 g
; 5 microgliay
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oligodendrocitos
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v
Disfuncion de memoria l’
relacionada con la edad Disfuncion cognitiva que

deriva en demencia

Figura 5. Hipoétesis inicial de la cascada amiloidea (Traducido de Karran & De
Strooper, 2016).

Hipotesis inflamatoria. Algunas lineas de investigacion defienden que

la causa de la EA podria ser la respuesta inflamatoria crénica en el
SNC. Los depdsitos de B amilode y Tau hiperfosforilada generarian
una respuesta andmala del sistema inmunoldgico, sea por una
disfuncién o por su prolongaciéon excesiva en el tiempo. Algunos
autores se apoyan en la presencia de reactantes de fase aguda e
infiltrados inflamatorios en las placas densas y macréfagos con
amiloide fagocitado alrededor de estas placas. La terapia con
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antiinflamatorios no ha ofrecido resultados significativos, de manera
gue no es posible concretar si la inflamacion caracteristica de la EA es
causa o consecuencia (J. Hardy et al., 2014; J. Hardy & Allsop, 1991;
Kimura et al., 1994; Selkoe, 2001).

Hipotesis infecciosa: relacionada con la hipétesis anterior, cada vez
hay mas datos sobre el papel de los microorganismos en la respuesta
inflamatoria e inmunoldgica cerebral. Las infecciones estan
adquiriendo mas importancia como posibles causas de procesos
neurodegenerativos: infecciones por hongos (R. Alonso et al., 2014;
Prusiner, 2013), virus (Chiu et al., 2014; Lurain et al., 2013),
bacterias (Asti & Gioglio, 2014; Hammond et al., 2010; Miklossy,
2011), protozoos (Prandota, 2014). Tambien se esta estudiando la
participacion de la propia microbiota. Estos microorganismos, ademas
del mantenimiento nutricional de los seres vivos, actian como
potentes activadores proinflamatorios, interviniendo en las cascadas
inflamatoria e inmunoldgica del hospedador. Estos eventos aceleran
la produccion de radicales libres, aumentan la permeabilidad vascular
e incluso la activacion aberrante del sistema inmune innato,
intensificando la agregacion del AB (Hill et al., 2014; Welling et al.,
2015; Y. Zhao & Lukiw, 2015).

Otras hipoétesis. En los ultimos afios han surgido otras lineas de
investigacion de factores influyentes como la resistencia a insulina, el
papel del estrés oxidativo, alteraciones en la microvasculatura
cerebral o la hipotesis neuroenergética que propone la disminucidn
del aporte de glucosa en el cerebro como evento que acelera la
sintomatologia de la EA (Drachman, 2014; Pooja Naik, 2014; Winkler
et al., 2015).

1.2.2. Factores de riesgo

A pesar de que la etiologia concreta sigue siendo un enigma, la
tendencia general considera un origen multicausal para la EA y, debido a la
gran variabilidad de los factores de riesgo que intervienen en el desarrollo y
la clinica, algunos autores proponen abordar la EA como un sindrome (Rolland
et al., 2008; Wallin & Blennow, 1996). Los factores de riesgo se dividen en
modificables y no modificables.

De los modificables destacan:

Factores de riesgo cardiovascular: segun el National Institute of
Aging-Alzheimer’s Association (NIA-AA) enfermedades como la
diabetes mellitus, la hipertension arterial y dislipemias, en especial la
hipercolesterolemia, podrian activar la via amiloidogénica
precipitando la progresion de la enfermedad. Algunos estudios
demuestran que es posible reducir hasta un 35% el riesgo de
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demencia controlando estas patologias (Attems & Jellinger, 2014;
Barnes & Yaffe, 2011; Broce et al., 2019; Livingston et al., 2017;
Petitti et al., 2005; Sperling, Aisen, et al., 2011; Winkler et al., 2015)

Agentes téxicos: el curso de la enfermedad podria verse acelerado
por la exposicion a metales pesados como el plomo en etapas
infantiles (Bihagi et al., 2014; Lidsky & Schneider, 2003) y el aluminio
(Shin et al., 1994); el tabaco, los disolventes organicos, la silicona,
etc (Cacabelos, 1990).

Otros relacionados con menor evidencia: el déficit de vitamina D
(Annweiler et al., 2012; Shen & Ji, 2015), el aislamiento social, el
estilo de vida sedentario, el estrés (Vallejo Johnson & Marcial
Velastegui, 2017); los traumatismos craneoencefalicos (Djordjevic et
al., 2016). Mas recientemente, se ha postulado también la carencia
del suefio No-Rem como posible factor de riesgo (Falter & Van Den
Bossche, 2021).

Entre los factores no modificables destacan:

Edad: es el factor mas importante ya que ser mayor de 65 anos
incrementa exponencialmente la probabilidad de padecer demencia
(Ballard et al., 2011).

Sexo: se identifica cierta prevalencia en mujeres respecto a varones
(Hebert et al., 2003; Irvine et al., 2012).

Factores genéticos: se ha descrito la influencia de mutaciones de
determinados genes en el aumento de los acimulos de BAy proteina
Tau hiperfosforilada. Dentro de todos los posibles genes implicados,
cabe destacar cuatro de ellos por el patrén de herencia que presentan.
Los genes de las presenilinas (PSEN) PSEN1, PSEN2 y el gen APP
tienen una herencia autosémica dominante, siendo los responsables
de las formas preseniles (Bekris et al., 2010; Bertram & Tanzi, 2004;
Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Selkoe, 2001). Mientras
gue el gen APOE se transmite con patron de herencia mendeliana
semi-dominante y penetrancia incompleta, y se relaciona con las
formas seniles de EA.

e El gen PSEN1 se localiza en el cromosoma 14 y su alteracion da
lugar a las formas de EA mas incapacitantes, agresivas vy
tempranas (predomina en menores de 30 afos). Se han
identificado cerca de 200 mutaciones en este gen, siendo el mas
implicado en variantes familiares de EA. Hoy sabemos que fue el
responsable del caso de la paciente Auguste Deter Crook et al.,
1998; Janssen et al., 2003; Martin et al., 1991; Miller et al.,
2013).
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El gen PSENZ2, localizado en el cromosoma 1, condiciona una
clinica algo mas tardia y con mayor similitud a las formas
esporadicas. Ambos genes codifican la sintesis de las PSEN (Bird
et al., 1989; Rogaev et al., 1995).

El gen APP, en el cromosoma 21, codifica la formacién de la PPA,
es responsable de un fenotipo caracteristico que aparece entre los
40 y 50 afios y de algunos casos de demencia en el sindrome de
Down (Doran et al., 2017).

El gen APOE codifica la Apolipoproteina E (ApoE), el transportador
de lipidos méas importante del SNC. Se trata de una proteina
plasmatica de 299 aa codificada por dicho gen situado en el
cromosoma 19, (Fernandez-Viadero et al., 2013). La mutacion de
este gen es el factor de riesgo mas importante en los casos de EA
esporadica y EA familiar tardia (Corder et al., 1993). Existen
varios alelos, la mayoria de ellos estan implicados en funciones
protectoras del SNC como reparaciéon de dafios moleculares en
membranas celulares y proteinas, eliminacién del amiloide,
modulaciéon y metabolismo del PPA y procesos inflamatorios e
inmunoldgicos (Hauser et al., 2011; Ye et al., 2005; Youmans et
al., 2012). En la EA los alelos mas implicados son €2, €3, €4. Dos
de ellos, €2 y €3, se consideran factores protectores porque son
menos neurotdxicos, y mas efectivos para eliminar el AB vy
transportar colesterol (Bekris et al., 2010; Chartier-hariln et al.,
1994). Por el contrario, ser portador del alelo €4 incrementa el
riesgo de EA porque favorece el acimulo de AB en PS y aumenta
la fosforilacién de proteina Tau. Ademas, se sabe que este alelo
altera la plasticidad neuronal y la funcionalidad mitocondrial lo
que origina fendmenos neurotdxicos y déficits sinapticos y
también participa de forma aberrante en fendmenos
neuroinflamatorios y altera la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE), lo que se traduce, en definitiva, en
atrofia tisular y déficit cognitivo (Basak & Kim, 2010; Corder et
al., 1993; Dean et al., 2014; Harris et al., 2003; Mahley & Huang,
2012; Mufson et al., 2016).

Por otro lado, aunque se necesitan mas estudios, se cree que hay otras
circunstancias que podrian tener efecto protector frente a la enfermedad. Una
adecuada reserva cognitiva, obtenida mediante estimulacién intelectual y el
alto nivel educativo, estimula la sinaptogénesis y la plasticidad neuronal
amortiguando las lesiones por depdsito. También tiene un efecto positivo el
ejercicio fisico moderado y la dieta equilibrada. Las ultimas tendencias
apuntan a la dieta cetogénica como un posible protector (Gough et al., 2021);
una red social estimulante, el consumo regular de ciertos farmacos como
antiinflamatorios no esteroideos y estatinas (Ferris et al., 2007; Fratiglioni et
al., 2000; Kirk-Sanchez & McGough, 2013; Law et al., 2018; Stern et al.,
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1999) e incluso la realizacion de actividades que estimulen el uso del cerebro,
como la practica del ajedrez (Barzegar & Barzegar, 2017; Dowd & Davidhizar,
2003).

1.3. HISTOPATOLOGIA

El elemento patoldgico central en la EA es la acumulacién de la proteina
Tau hiperfosforilada y del péptido citotoxico AB (Glenner & Wong, 1984;
Selkoe, 1994). Otras lesiones histopatoldgicas frecuentes en EA son la
degeneracion granulovacuolar, las neuritas distréficas y los cuerpos de
Hirano, que son agregados proteicos citoplasmaticos que predominan en el
asta de Amon en el hipocampo (Fechheimer et al., 2002; Munoz et al., 1993)
(Figura 6).

L NORMAL | | EALEVE || EAMODERADA || EASEVERA |

Figura 6. Principales caracteristicas histopatoldgicas de la EA. A) Secuencia
del hemicerebro derecho desde un cerebro control sano a la izquierda hasta un
cerebro con EA severo a la derecha. Notese la progresiva atrofia cerebral y en
particular del hipocampo (flecha blanca). B) Patologia Tau. Imagen de H&E que
muestra ONFs (flecha blanca) y degeneracidon granulo vacuolar (flecha negra). A la
derecha se observa la imagen de la inmunohistoquimica (IHQ) hecha para Tau
hiperfosforilada mostrando los depdsitos de tau (anticuerpo AT8) C) Patologia AB.
Imagen de H&E que muestra una placa neuritica con centro denso. A la derecha se
observa la imagen de la IHQ para AR mostrando una placa neuritica. D) IHQ para AB
mostrando la angiopatia amiloide en varias arteriolas de las leptomeninges.

15



Estudio de las alteraciones moleculares de los HSPGs en la EA

1.3.1. Amiloide en la EA

El amiloide engloba un grupo de proteinas fibrilares heterogéneas
presentes en distintos tejidos. En condiciones patoldgicas estas proteinas
pueden adquirir el plegamiento en hoja B, lo que les confiere una resistencia
a la degradacién y eliminacidn, organizandose estas estructuras en agregados
insolubles que dan lugar a numerosas enfermedades amiloideas sistémicas.
En el cerebro estos agregados se encuentran asociados a procesos
degenerativos principalmente la EA pero también se han identificado en
relacion con la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington y la
demencia por cuerpos de Lewy entre otras (R. D. Terry et al., 1987; Walsh &
Selkoe, 2005; Wechalekar et al., 2016)-

El AB estad formado por péptidos de entre 37 y 43 aa que encontramos
formando mondmeros u oligémeros solubles. Estos péptidos son altamente
flexibles y propensos a la agregacion, conformando fibrillas rectas no
ramificadas de entre 6 y 10 nm de diametro (J. A. Hardy & Higgins, 1992; J.
Hardy & Allsop, 1991). El papel que desempefia el AB en condiciones
fisioldgicas no esta del todo aclarado. Se sabe que interacciona con diferentes
ligandos e interviene en el crecimiento celular, transporte de colesterol y
ejerce cierta proteccidn frente al estrés oxidativo y a la infeccion por algunos
microbios (Barrett et al., 2012; Baruch-Suchodolsky & Fischer, 2009; Soscia
et al., 2010; Yao & Papadopoulos, 2002).

El AB deriva de la PPA, una glicoproteina de 110 kDa que interviene en
el crecimiento, reparacion y supervivencia de las células (Glenner & Wong,
1984; Kang et al., 1987). Es posible encontrarla en muchos tejidos y en los
espacios sinapticos. Esta proteina estad codificada por un gen situado en el
cromosoma 21 y mutaciones en dicho gen podrian incrementar la produccion
de AB (Priller et al., 2006; Turner et al., 2003). La PPA se sintetiza en el
reticulo endoplasmatico, migra a la membrana celular donde puede ser
procesada por una familia de secretasas. Las a-, B- y y-secretasas,
codificadas por los genes de las PSEN, se encargan de la lisis de proteinas
transmembrana tipo 1, incluyendo la PPA, cuya escision puede seguir dos
caminos: una via no amiloidogénica o una via amiloidogénica (Figura 7) (De
Strooper et al., 2012; Haass et al., 2012; Selkoe, 2001).

Via no amiloidogénica: En esta ruta, la a-secretasa es la primera que actua
sobre la PPA liberando un fragmento del extremo carboxi-terminal de 83
aa, conocido como p83. Es un péptido pequeio y soluble sobre el que
actla la y-secretasa para dar lugar a un péptido aun menor, llamado p3,
que sera degradado sin acumularse ni interferir con la actividad celular
fisiologica (Haass & Selkoe, 1993).

Via amiloidogénica: La PPA es escindida por la B-secretasa en el extremo
carboxi-terminal liberando un péptido de 99 aa que incluye una regién
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hidrofébica correspondiente al AB. Este péptido de 99 aa es fragmentado
por la y-secretasa en varios puntos, dando lugar a isoformas de entre 36
y 46 aa de AB. Las isoformas mas conocidas son:

e El residuo de 40 aa (AB40) es el mas frecuente (LaFerla et al.,
2007); tiene cierta solubilidad y se organiza en mondmeros. Estos
mondmeros se agregan predominantemente en el endotelio de la
microvasculatura cerebral dando lugar a la angiopatia amiloidea
congofilica o cerebral (AAC), que se caracteriza por la aparicion
de microaneurismas, microinfartos corticales y hemorragias
cerebrales mas o menos extensas (Halfter et al., 1998; Rensink
et al., 2003). Los agregados vasculares se observan
independientemente de si hay acumulo de amiloide en el
parénquima cerebral (Charidimou et al., 2012).

e El residuo de 42/43 aa (AB42/43) es menos abundante, mas
hidrofébico y con mayor capacidad fibrogénica que el anterior. Su
asociacién en oligdbmeros le proporciona una extraordinaria
capacidad de agregacién en forma de fibrillas. Estos agregados
dafian las sinapsis, desencadenan vias téxicas y dan lugar a
cambios degenerativos y déficits cognitivos (Mucke & Selkoe,
2012). Los dos aa adicionales parecen ser los responsables de las
propiedades biofisicas téxicas porque favorecen la organizacién
del amiloide en conglomerados anulares. Estos conglomerados
interaccionan con componentes de la membrana plasmatica vy
alteran la homeostasis de los canales i6nicos y ciertas moléculas
de adhesion celular (neuroliginas y reurexinas de la hendidura
sindptica) (Jarrett et al., 1993; Mawuenyega et al., 2010; Saito
et al., 2011; Younkin, 1998; Y. Zhao & Lukiw, 2015).
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Figura 7. Procesamiento de la APP y productos de escision: via no
amiloidogénica y via amiloidogénica. (Zhou et al., 2011).
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El AB forma un las PS a nivel del parénquima cerebral, ademas de
acumulos en pequefios vasos cerebrales (Glenner & Wong, 1984; Selkoe,
1994). Aunque ambas isoformas pueden formar parte de las PN, es AB42/43
el que compone el ndcleo central de las mismas.

El tamafo de las PS oscila entre 10 y 200 um y pueden ser clasificadas
de menor a mayor grado de maduracion en placas difusas, placas primitivas,
placas densas o neuriticas (PN), que son las patognomodnicas de la EA. La
maduracién de dichas placas consiste en la adiciéon al conglomerado de
diferentes moléculas: oligdmeros de AB42/43, AB40, fragmentos de PPA,
moléculas de heparan sulfato (HS), ApoE, marcadores de inflamacion,
fragmentos de neuritas distroéficas, astrocitos y microglia reactiva, entre otras
(Armstrong, 2009; Bussiere et al., 2004; Serrano-Pozo et al., 2011)

El AB puede ser eliminado de varias maneras: por protedlisis, por
degradacion en lisosomas celulares del parénquima cerebral, por astrocitos y
macrofagos y por aclarado mediante el sistema cerebrovascular, que incluye
las vias de drenaje del fluido intersticial y de la barrera hematoencefalica
(Kanekiyo et al., 2014) (Figura 8). Cuando la produccién de amiloide estd
anormalmente aumentada o la eliminacién es insuficiente y/o defectuosa, la
cascada inflamatoria se exacerba de forma andmala dando lugar a la
formacion de las PS (Almeida et al., 2006; S. Wang et al., 2016).
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Figura 8. Mecanismo de produccidén, degradacion y deposicion de AB en las
arterias de la corteza. La PPA se descompone por las secretasas B y y para formar
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AB42, péptido principal asociado con la EA y AB40, péptido principal asociado con la
angiopatia amiloide cerebral. Estos péptidos se pueden degradar por
metaloproteinasas, astrocitos o macrofagos, o se transportan a través de la barrera
hematoencefdlica a través de la proteina 1 relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), y se drenan a través del sistema linfatico
(Modificado de DeSimone et al., 2017).

1.3.2. Proteina Tau en la EA

La proteina Tau estd localizada fundamentalmente en el sistema
nervioso. Se trata de una unidad tubular que se asocia al heterodimero
tubulina para estabilizar los microtubulos de la neurona, facilitando el
transporte de sefiales y nutrientes en la célula. En los Ultimos afios también
se ha relacionado con el mantenimiento de la integridad del ADN y ARN vy la
plasticidad sinaptica (Fuster-Matanzo et al., 2018; Stamer et al., 2002;
Weingarten et al., 1975).

El gen que codifica la proteina Tau se sitla en el cromosoma 17 y da
lugar a 6 isoformas distintas que precisan ser fosforiladas para su correcto
funcionamiento (Goedert et al., 1992). En condiciones patoldgicas la proteina
se encuentra anormalmente fosforilada, lo que impide que funcione
correctamente y facilita su acimulo de dos maneras: predominantemente en
filamentos helicoidales aberrantes de doble cadena apareada, o en filamentos
rectos (Goedert, 1993). Ambos tipos se pueden encontrar dispersos de
manera soluble o enredados en ONFs insolubles (Kidd, 1963; Limorenko &
Lashuel, 2021).

Los ONFs empiezan a formarse muchos afios antes de que aparezcan los
sintomas neurodegenerativos y estan directamente relacionados con
fendmenos de estrés oxidativo, alteraciones en las sinapsis y la destruccion
y muerte neuronal (A. D. C. Alonso et al., 1997; Armstrong, 2009; Cardenas
et al., 2012; Morsch et al., 1999; Pérez-Tur, 2000) (Figura 9).

Estos ovillos pueden tener ubicacion intracelular o extracelular (ONF-I,
ONF-E) y aungque no son exclusivos de la EA, si son muy caracteristicos. En
la EA los ONF-I se localizan en el cuerpo neuronal, en dendritas apicales y
distales a modo de hebras del neurdpilo. Por otra parte, los ONF-E son ovillos
mas compactos y se sitlan preferentemente en dendritas o axones anormales
de neuronas destruidas que estan asociados a PS (Armstrong, 2009; Basak
& Kim, 2010; Cras et al., 1995; Fukutani et al., 1995; Gédmez-Ramos et al.,
2006).

19



Estudio de las alteraciones moleculares de los HSPGs en la EA

— oS~z
= =

Astrocito Y

Ovillos
neurofibrilares

~N /

~

" Placasde

microglia amiloide

Oligémeros
de pa42

Ovillo fantasma

Figura 9. Representacion de la distribucion de PS y de ONFs intra y
extracelulares en tejido cerebral (Modificado de Saint-Aubert et al., 2017).

1.3.3. Progresidn de las lesiones

Los cambios morfoldgicos en la EA siguen un patron de diseminacion

secuencial en las zonas implicadas ya descrito en 1991 por Braak & Braak,
que diferencian tres fases y seis estadios (Heiko Braak et al., 2006; Heiko
Braak & Braak, 1996):

Fase transentorrinal (estadios I y II de Braak): las alteraciones ocurren
en esta regidn sin que en principio se aprecian cambios o deterioro
cognitivo, para después progresar a la amigdala y al hipocampo.

Fase limbica (estadios III y IV de Braak): se intensifica el dafio en las
regiones anteriores y se extiende a Iébulos temporal, frontal, parietal y
parte del neocdrtex. Corresponderia clinicamente con la EA incipiente, con
poca destruccion en coértex cerebral y sin atrofia detectable
macroscépicamente. Los cambios severos sélo ocurren en algunas
regiones y areas cognitivas como las areas de asociacion frontotemporal,
respetando areas motoras, visuales y sensitivas primarias y con dilatacion
predominante en el ventriculo lateral. Se considera que al final de esta
fase la transferencia de datos desde neocértex al hipocampo y viceversa
se interrumpe, por lo que comenzarian el deterioro cognitivo y los cambios
sutiles en la personalidad.

Fase isocortical: (estadios V y VI de Braak): destruccion masiva del
neocortex, de mayor gravedad en las areas de asociacidon neocortical,
areas primarias sensitiva y motora, ndcleo estriado y sustancia negra. Se
confirma el diagndstico de EA.
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Descubrimientos realizados durante los ultimos afos (Dubois et al.,
2021; Scheltens et al., 2021) han llevado a una revisién de la clasificacion en
estos estadios. Los acumulos de la proteina Tau y de AB seguirian secuencias
de depodsito independientes (Figura 10), identificAndose también en otras
zonas como nucleos subcorticales, tronco encéfalo (locus coeruleus), nucleo
serotoninérgico dorsal del rafe y cerebelo. Mas concretamente, los acimulos
de Tau se localizarian en el locus coeruleus, en las regiones transentorrinal y
entorrinal en los estadios I y II. Después se afectaria la formacion del
hipocampo y parte del neocdrtex en los estadios III y IV, y finalmente el resto
del neocértex en estadios V y VI. Mientras que AP seguiria la distribucién
descrita por Thal y colaboradores (2002) en 5 fases. Inicialmente AB se
observa en neocértex temporal basal y orbitofrontal (fase 1). Se diseminaria
posteriormente a lo largo del neocértex hacia la formacién del hipocampo, la
amigdala, el diencéfalo y los ganglios basales (fases 2 y 3). En los casos
graves de EA, las placas de AB también se encuentran en mesencéfalo, tronco
cerebral inferior (nucleos del puente y locus coeruleus) y la corteza del
cerebelo (fases 4 y 5) (Thal et al., 2002) (Figura 10).

A FASE TRANSENTORRINAL | B
ESTADIO 1 ESTADIO II

AMIGDALA CORTEZA

TRANSENTORRINAL

( FASE LIMBICA ]

ESTADIO III ESTADIO 1V
: J NS

HIPOCAMPO ANTERIOR HIPOCAMPO POSTERIOR Y CIRCUNV.
TEMPORAL INFERIOR
( FASENEOCORTICAL |

ESTADIO V ESTADIO VI

CLAUSTRUM CORTEZA OCCIPITAL
CISURA CALCARINA

Figura 10. Evolucion espacio temporal de las lesiones en relacion con el
estadio de Braak & Brakk (IHQ para tau hiperfosforilada en regiones
representativas de la fase identificando ONFs) y la clasificacion de Thal. A)
Fase transentorrinal, limbica y neocortical. B) Esquema numérico que representa el
avance del deposito de amiloide a lo largo del encéfalo: 1- neocortex; 2- sistema
limbico; 3- ganglios de la base; 4- tronco del encéfalo; 5- cerebelo.
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Ambos tipos de acumulos han sido observados incluso en etapas muy
tempranas del desarrollo, poniendo en duda que la corteza entorrinal sea la
primera afectada e, incluso, se han detectado acumulos en individuos sanos.
En cualquier caso, la afectacion de estas regiones presenta correlacion
evidente con formas atipicas y tipicas de EA (Heiko Braak & Tredici, 2018;
Duyckaerts et al., 2015; Grinberg et al., 2009; Jacobs et al., 2018; Kelly et
al., 2017; Simic et al., 2009; Theofilas et al., 2017).

1.4. PROTEOGLICANOS Y GLICOSAMINOGLICANOS

Los PGs son un grupo muy diverso de glicoconjugados constituido por
cadenas de carbohidratos especificos de longitud variable, llamadas
glicosaminoglicanos (GAGs), unidas covalentemente a diferentes proteinas
nucleo (Fernandez-Vega et al., 2013) (Figura 11). Existen aproximadamente
50 genes que codifican estas moléculas en el genoma humano y que
determinan su ubicacidn: en la superficie celular, en la matriz extracelular
(MEC), e incluso, en el interior celular en algunos casos (Iozzo & Schaefer,
2015).
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Figura 11. Estructura de los PGs.

Los PGs estan formados por la unién de cadenas de GAGs a una proteina
nucleo. Los GAGs son cadenas de disacaridos repetidos con residuos
sulfatados en carbonos determinados.
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Los GAGs se encuentran en todos los tipos celulares humanos y
consisten en la repeticion de unidades de disacaridos compuestas de una
hexosamina N-acetilada o N-sulfatada y un acido idurdnico (GIcA o IdoA) o
galactosa (Gal). Los GAGs pueden clasificarse en varios tipos segun la
estructura quimica de la unidad disacaridica que los compone: HS, condroitin
sulfato (CS)/dermatan sulfato, acido hialurénico y el keratan sulfato (KS) (Cui
et al., 2013) (Figura 12).
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Figura 12. Estructura de los Glicosaminoglicanos.

— Condroitin sulfato /Dermatan sulfato. EI CS estd formado por la
repeticion de unidades disacaridicas de acido glucurénico (GIcA) y N-
acetil galactosamina (GalNAc) unidas por enlace B1-3. El dermatan
sulfato contiene residuos de IdoA, resultado de la epimerizacién del
GIcA, unidos a GalNAc (Malavaki et al., 2008).

— KS, formado por disacaridos de Gal y N-acetilglucosamina (GIcNAc)
unidos por enlace B1-3. Se diferencian tres tipos de KS en funcidn de
la localizacién: KS tipo I en cdérnea, KSII en cartilago, KSIII en
cerebro, sin embargo, se sabe que su ubicuidad es aun mayor
(Funderburgh, 2002).

— Acido hialurénico, el disacérido de este GAG estd formado por la
asociacion de residuos de GIcA unidos por enlace B1-3 a residuos de
GIcNAc (Tammi et al., 2002).

— HS/Heparina, formado por unidades de GIcA y GIcNAc ensambladas
por enlaces B1-4. Son las moléculas con mayor carga negativa y
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complejidad estructural conocidas hasta el momento (Habuchi et al.,
2003).

Los PGs se relacionan con gran cantidad de moléculas a través de
interacciones de carga con baja especificidad y afinidad, hasta uniones con
una gran especificidad y afinidad. Por ello, los PGs intervienen en el
procesamiento y acumulacién de los ligandos y ejercen funciones diferentes
en los tejidos. Algunas de estas funciones vienen dadas por las proteinas
nucleo, pero la mayoria dependen de las cadenas de GAGs que los componen.

Gracias a las modificaciones quimicas en dichas cadenas, es decir,
determinados patrones de epimerizacién y sulfatacién, adquieren la
capacidad de codificar informacion bioldgica (Alan David Snow, Sekiguchi,
Nochlin, Kalaria, et al., 1994). En este sentido, por ejemplo, el CS es muy
importante para el desarrollo esquelético ya que interviene en la formacién
del cartilago y en la division celular en el periodo embrionario.

El dermatan sulfato, fue identificado inicialmente en piel. Ambos GAGs
pueden actuar como correceptores o moduladores de sefializacion celular
para el crecimiento, la proliferacion, la sintesis de neuritas, de células madre
neuronales y progenitoras, ayudando en la regeneracién de neuronas y de la
MEC. Por otro lado, su alteracion puede dar lugar a procesos patolégicos como
determinadas enfermedades raras debidas a la mutaciéon en los genes que
intervienen en su sintesis, pueden formar cicatrices gliales y favorecer
algunos tipos de neuropatias periféricas.

Se les ha relacionado con fendmenos de progresion de la
arterioesclerosis, con un tipo de cancer llamado condrosarcoma, e incluso
pueden actuar como receptores de superficie celular para patdogenos (Mikami
& Kitagawa, 2013; S. Wang et al., 2016). El KS facilita la hidratacién de la
MEC para mantener la transparencia corneal; en cartilago y tejido 6seo tiene
un papel estructural; y también se sabe que interviene en la regeneracion y
plasticidad neuronal. Puede dar lugar a procesos patolégicos como las
enfermedades denominadas mucopolisacaridosis, la distrofia macular
corneal, ciertos carcinomas de tracto genital femenino, etc. (Funderburgh,
2002; Pomin, 2015; Uchimura, 2015).

La principal funcion del acido hialurénico se relaciona con el
mantenimiento de la hidratacidén y ciertas propiedades fisicas de los tejidos
(piel, cartilago, liquido sinovial, humor vitreo). Interviene en el desarrollo de
la arquitectura y mecanica celulares y puede traducir senales para el
funcionamiento bioldgico de los organismos. Ademas, carece de proteina
nucleo por lo que se le identifica como un polisacarido libre en MEC (Tammi
et al., 2002; Tsepilov & Beloded, 2015).
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1.4.1. Proteoglicanos de heparan sulfato

Los Proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) son los PGs mas
relevantes desde un punto de vista fisioldogico especialmente por su
ubicuidad, puesto que se encuentra en la superficie de todas las células y
también en la MEC que las rodea, y por su implicacién ademas en multiples
procesos patoldgicos. Esta capacidad de participar en numerosas funciones
viene principalmente determinada por la informacién bioldgica incluida en las
cadenas de HS generada a través de modificaciones enzimaticas, cuyo
resultado es un coédigo molecular de informacion bioldégica transcendental
(Bernfield et al., 1992; Ori et al., 2008; Ricard-Blum & Lisacek, 2017). Entre
estas modificaciones se destaca la adiciéon de grupos sulfato en posiciones
concretas de la unidad disacaridica del HS, otorgando caracteristicas
funcionales especificas de cada localizacién. Ademas de las reacciones de
sulfataciéon, también ocurren epimerizaciones del GIcA que confieren
flexibilidad a las cadenas. Ejemplo de ello es la heparina, un tipo de HS
altamente sulfatado con capacidad anticoagulante, producido por los
mastocitos del tejido conectivo y células progenitoras gliales, con
aproximadamente un 70 % de residuos de GIcA epimerizados en IdoA
(Lindahl et al., 2015). Las moléculas presentan longitudes comprendidas
entre 40 y 300 residuos disacaridos, y se encuentran estructuradas en
dominios capaces de codificar informacién detallada para su interaccidon con
ligandos concretos(Sarrazin et al., 2011). Al conjunto de los genes que
codifican los sistemas enzimaticos que proporcionan la capacidad a cada
célula de generar estos GAGs enriquecidos con informacién especifica para
cada momento o evento celular es lo conocemos como heparanoma.

Los HSPGs estan principalmente constituidos por cadenas de HS y
algunos de ellos también pueden contener cadenas de CS, lo que incrementa
su diversidad (Tabla 1). Unicamente 13 proteinas aparecen habitualmente
como HSPGs en el ser humano. Diez de ellas corresponden a dos familias de
PGs de superficie celular, los sindecanos (SDC) y los glipicanos (GPCs),
aunque pueden ser liberados por protedlisis a la MEC (Hassan et al., 2021).
Los otros 3 HSPGs incluyen al perlecano (PRCAN), agrina (AGRN) y colageno
XVIII (COL18A1) (Iozzo & Schaefer, 2015; Sarrazin et al., 2011). El primero
se localiza en la membrana basal, pero como la AGRN y el COL18A1, también
pueden localizase en la MEC. Ademas, recientemente se ha descrito que el
PRCAN puede encontrarse a nivel del nucleo celular y en zonas perinucleares.
Existe finalmente un grupo de HSPGs denominado “a tiempo parcial” y es un
grupo heterogéneo de proteinas entre las que se encuentran la SRGN, el
receptor CD44v3, el TGFBR3 y la neuropilina (NRP1) que pueden tener unidas
o no moléculas de GAGs sulfatados (K. Watanabe et al., 1995).
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Tabla 1. Tipos de PGs de HS. HS, heparan sulfato; CS Condroitin sulfato; DS

dermatan

sulfato;

MEC, matriz extracelular;

TFGB,

factor

de crecimiento

transformante beta; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; MB, membrana basal
(Traducido y modificado de Lindahl et al., 2015).
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PROTEOGLICANO

PROTEINA
NUCLEO (KDA)

NUMERO/TIPO DE
CADENA GAG

DISTRIBUCION
TISULAR

FUNCIONES
PROPUESTAS
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HUMANAS
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1.4.1.1. Breve descripcion de la biosintesis del HS

El HS es un GAG cuya estructura se fundamenta en la repeticion del
disacarido formado por GIcA y GIcNAc, dando lugar a cadenas largas y no
ramificadas. El proceso es complejo e implica a multiples enzimas. Asi, tras
la polimerizacién, estas cadenas experimentan una serie de reacciones
guimicas que producen una enorme diversidad estructural, y que incluyen:

— La N-deacetilacién de GIcNAc, habitualmente seguida de N-sulfatacion
del residuo.

— La epimerizacion del C5 del GIcA para originar IdoA.

— Diferentes O-sulfataciones: sobre los carbonos C2 del IdoA, y los C6
0 C3 de GIcNAc.

Cada disacarido concreto puede permanecer inalterado o ser modificado
por todas o sélo una parte de las reacciones antedichas, pudiendo generarse
por combinacién hasta 48 unidades disacaridicas diferentes (Esko & Lindahl,
2001; Esko & Selleck, 2002; Iozzo, 2001). Estos mondmeros aparecen
localmente ordenados, originando secuencias especificas capaces de codificar
la informacion necesaria para el cumplimiento de sus funciones bioldgicas
(Esko & Selleck, 2002; Lamanna et al., 2007).

Las células con capaces de controlar y alterar de forma dinamica la
estructura del HS que expresan para lo cual poseen, para la mayoria de las
reacciones citadas, multiples isoenzimas responsables de la catélisis (Esko &
Selleck, 2002; Lamanna et al., 2007). Cada isoenzima manifiesta diferentes
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especificidades de sustrato, y su expresion varia de forma controlada en
funcidn de las células, los tejidos, el estado de desarrollo y las condiciones
fisiologicas y patoldgicas (Esko & Selleck, 2002).

Las células regulan todas estas funciones mediante el control dindmico
de la sintesis de HSPGs, los cuales estan sometidos a una rapida reposicién.
El resultado de toda esta variedad de interacciones a escala molecular es una
participacion activa en el control de numerosos procesos celulares. Estos
incluyen desde cuestiones mecanicas, esenciales para mantener la integridad
estructural, a aspectos mas dindmicos como la motilidad y adhesion. También
desarrollan influencias complejas sobre organogénesis y desarrollo
embrionario, diferenciacién celular, angiogénesis, regulacion de la
coagulacién sanguinea, metabolismo lipidico, interaccion con factores de
crecimiento, citoquinas, quimioquinas, patogénesis microbiana, etc (Esko &
Selleck, 2002; Lamanna et al., 2007; Lander & Selleck, 2000).

1.4.1.2. Modificaciones del HS posteriores a la sintesis

Las cadenas formadas pueden sufrir diversas modificaciones posteriores
a su sintesis, con finalidad funcional especifica de la célula o del tejido donde
se encuentre. Estas modificaciones son realizadas por tres enzimas, dos
sulfotransferasas (SULF1 y -2) y una heparanasa (HPSE) (Kreuger & Kjellén,
2012).

A. Sulfotransferasas

SULF1 y SULF2 son endosulfatasas extracelulares que se encargan de
retirar selectivamente grupos sulfato del C-6, principalmente de Glucosamina
N-sulfato (GIcNS) de los dominios N-sulfatados (NS), aunque también actdan
en algunos dominios N-acetilados/ N-sulfatados (NA/NS). La actividad
catalitica de estas sulfatasas reside en su extremo N-terminal, mientras que
en su extremo C-terminal, hidrofilico y caracteristico de las dos isoformas, se
encuentra la zona de unién especifica a GIcNS. Esta descrito que modulan las
interacciones de los HSPGs con determinados ligandos y su labor resulta
imprescindible durante el desarrollo embrionario, la reparacion tisular y el
crecimiento tumoral (Ai et al., 2006; El Masri et al., 2017; Morimoto-Tomita
et al., 2002).

B. Heparanasa

La HPSE es una endo-beta-glucuronidasa que cataliza la escision de la
cadena de HS en zonas concretas, liberando fragmentos de entre 10 y 20
unidades sacaridicas, con pesos moleculares entre 5 y 7 kDa que pueden
tener diversas actividades bioldgicas (Okada et al., 2002; Peterson & Liu,
2012).
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La HPSE esta involucrada en funciones biolégicas esenciales modulando
la sefializacion y la capacidad de unién del HS a multitud de proteinas,
incluyendo factores de crecimiento, quimiocinas, enzimas y proteinas de la
MEC. Ademas, su actividad esta estrechamente relacionada con procesos de
inflamacion y angiogénesis y patologias como la diabetes, infecciones,
determinados tipos de cancer y progresiéon metastdsica y estados
neurodegenerativos como la EA (Rivara et al., 2016; Vlodavsky et al., 2008;
Wilson et al., 2014).

1.4.2. Funciones del HS

Las cadenas de HS estan implicadas en multitud de funciones esenciales
para la biologia humana. Su participaciéon en el control de los procesos
fisiolégicos sucede sobre todo mediante interaccion de los patrones
especificos de sulfatacion de las cadenas con diferentes ligandos como
citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, antigenos, enzimas,
moléculas lipidicas, proteinas y otros componentes de la MEC. Su funcidn esta
condicionada no solo por su estructura fina, sino también por la asociacion a
diferentes proteinas nucleo.

Por otro lado, se han relacionado también con muchos procesos
patoldgicos. Esta doble actividad se debe a las estructuras especificas que
adoptan las cadenas en los diferentes tejidos celulares (Whitelock & Iozzo,
2005) (Figura 13).
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Figura 13. Procesos fisiologicos y patologicos de los HSPGs.
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1.4.3. Papel fisiolégico del HS

La interaccion de los HSPGs con otras moléculas se establece
fundamentalmente mediante enlaces idnicos de las cadenas de GAGs que, en
ocasiones, requieren estabilizacién adicional por puentes de hidrégeno y
fuerzas de van der Waals. Las moléculas ligando tienen secuencias de aa
concretas, lisina y arginina en su mayoria, que se unen, preferentemente, a
los grupos sulfato y carboxilo del HS. Una vez asociadas, el HS puede
modificar caracteristicas de la molécula y, por ejemplo, protegerla de
mecanismos de degradacién. También puede posibilitar su almacenamiento
y/o transporte, modular su conformacién para incrementar la capacidad de
interaccién del ligando con su receptor, actuar como marcadores de
sefializacidon celular o puede, incluso, inhibir la acciéon del ligando (Esko &
Selleck, 2002; Guimond et al., 2009; Kreuger et al., 2006; Thompson et al.,
1994).

Como deciamos anteriormente, la unidon no se produce de forma
aleatoria. Normalmente tiene lugar en dominios NS concretos de la cadena
del GAG. Con esas regiones los ligandos pueden establecer asociaciones mas
o menos especificas dependiendo de si reconocen:

a. Patrones de distribucién de dominios (NS y NA/NS), como es el
caso de la endostatina, el factor 4 plaquetario o la interleukina-8
que se unen a dominios llamados SAS, formados por dos dominios
NS separados por zonas con residuos GIcNAc menos modificados
(Kreuger et al., 2002; Spillmann et al., 1998; Stringer &
Gallagher, 1997).

b.  Una distribucién concreta de grupos sulfato, como hace el FGF2
que reconoce una secuencia minima de 5 sacaridos con unidades
GIcNS (6s)-IdoA (2s) (Reiland et al., 2006).

c. Disposiciones especificas de epimeros de acido urdnico y ciertos
residuos sulfatados, como es el caso de la sulfataciéon por las
HS3STs en la etapa ultima de la biosintesis del HS. A pesar de
gue en humanos hay descritas 7 enzimas implicadas en la adicidn
de un sulfato en el carbono 3, no es una modificacion frecuente.
En cualquier caso, queda reservada a un numero limitado de
moléculas tales como la glicoproteina D del VHS, FGFs, ciclofilina
B, estabilina y la antitrombina (AT). La AT es el paradigma de
molécula que reconoce grupos 3-O-S; concretamente, la AT se
une a un pentasacarido de la cadena sacaridica que contiene un
grupo 3-O-sulfato central. Esta unién potencia la actividad
anticoagulante de la AT y su papel secundario como inhibidor de
la inflamacion y la angiogénesis (De Agostini et al., 2008; Thacker
et al., 2014; Wiedermann & Rdémisch, 2002).
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d. Habria que anadir que la presencia de residuos IdoA dota a la
cadena de mayor flexibilidad y cierta disposicién helicoidal en la
estructura secundaria y esta caracteristica también influye en la
union a otras moléculas (Mulloy & Forster, 2000; Spillmann et al.,
1998) (Mulloy & Forster, 2000; Spillmann et al., 1998).

Los HSPGs son esenciales durante el desarrollo embrionario porque
median la sefializacion de factores de crecimiento participando en la
diferenciacion celular y la organogénesis (Nakato & Kimata, 2002; Patel et
al., 2017). Organizan el espacio extracelular y el citoesqueleto en numerosos
tejidos, intervienen en la reparacion del dafo tisular, regulan la homeostasis,
participan en procesos como la proliferacion celular, la inflamacién y la
vascularizacion. Concretamente en el cerebro, mediante la unién a lamininas,
PPA y FGF2, modulan la plasticidad neuronal y sindptica interviniendo en
actividades relacionadas con la memoria (Bernfield et al., 1999; Lindahl et
al., 2015; Schaefer & Schaefer, 2010).

1.4.4. Patologia

Las moléculas de HS también participan en muchos eventos patoldgicos.
En este sentido, estdn relacionados con procesos infecciosos, algunas
enfermedades del metabolismo como dislipemias y diabetes mellitus,
enfermedades neurodegenerativas, pulmonares, gastrointestinales, renales,
hematoldgicas y autoinmunes. Ademas, la mutacion en los genes que
codifican las enzimas de la sintesis de HS y también la alteracion en las
enzimas que intervienen en la degradaciéon de las cadenas pueden dar lugar
a enfermedades raras (mucopolisacaridosis), malformaciones congénitas,
enfermedades por depdsito de proteinas (conocidas como amiloidosis) vy
varios tipos de cancer (Fernandez-Vega et al., 2015; Freeze et al., 2015;
Garcia et al., 2017; C. Martin et al., 2019).

1.4.4.1. HS en infecciones

El HS participa en la transmision de enfermedades infecciosas. Los
microorganismos utilizan estas moléculas para potenciar su virulencia e
infectividad. Hay que tener en cuenta que los HSPGs se encuentran en
practicamente todas las células del cuerpo humano por lo que, ademas de
bacterias, priones, virus, y otros parasitos interaccionan con sus cadenas.
Estos microorganismos, mediante la adhesién a las cadenas de GAGs pueden
evitar ser destruidos por los mecanismos de defensa del huésped. Algunos
virus como el virus de la hepatitis B, el virus herpes simple y el VIH se unen
a cadenas de HS para ser vehiculados al interior de las células y diseminarse.
Pueden hacerlo por mecanismos de endocitosis de forma general o incluso
mas especificos como la internalizaciéon por macropinocitosis.
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El grado de sulfatacion de las cadenas es reconocido por algunos
parasitos para su union al HS, por ejemplo, Plasmodium spp., Leishmania
spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi. También muchas bacterias
Gram + y Gram- se valen de los HSPGs como co-receptores para diseminarse,
pudiendo incluso escindir la proteina nucleo y dar lugar al proceso conocido
como “shedding” (Hess et al., 2006; C. Martin et al., 2019). En relacién con
el SARS-CoV-2, responsable de la pandemia que estamos viviendo
actualmente, se ha descrito que el HS actia como cofactor para la entrada
del virus a las células y que ademas esto podria servir como una nueva
estrategia para el disefio de alternativas terapéuticas (Q. Zhang et al., 2020).

Los procesos infecciosos cobran cada vez mas importancia en el
establecimiento y progresion de la EA. Conociendo la relacion entre
patdgenos y HS, estudios recientes sugieren la implicacion de infecciones en
la patogenia de la enfermedad, en tanto que los parasitos atraviesan la BHE
y dan lugar a una respuesta inmunoldgica sostenida en el tiempo que podria
ser el origen de la formacion de las PS y los ONFs (Allen, 2016; Kumar et al.,
2016; Miklossy, 2011).

1.4.4.2. HS en cancer

Los HSPGs se relacionan estrechamente con la patogénesis y la
progresion de tumores (Nagarajan et al., 2018). Su ubicuidad favorece su
participacion en diferentes tipos de canceres cuando se alteran las enzimas
encargadas de la biosintesis y modificacion de la molécula. De esta forma, el
HS estd implicado en neoplasias hematoldgicas, cancer de colon, prostata,
cérvix, pancreas, mama, hepatoblastomas, rabdomiosarcomas y otros
canceres pediatricos (Fernandez-Vega et al., 2013; Kaur & Cummings, 2019).
Ademads, los HSPGs pueden favorecer el crecimiento celular incidiendo
directamente en la multiplicacién aberrante de las lineas celulares y/o
promover procesos de angiogénesis que aseguran el sustrato a dichas células
cancerigenas, favoreciendo el remodelamiento de la MEC y alterando ciertas
funciones de las células inmunitarias. Aunque aun hay incégnitas por
resolver, se sabe que las modificaciones en los patrones de sulfatacion y
ciertas modificaciones como metilaciones en las cadenas son las responsables
de su alteracion funcional (Denys & Allain, 2019; Fernandez-Vega et al.,
2015; Garcia et al., 2016).

1.4.4.3. HS en cerebro

En la EA las lesiones responsables de la destruccién progresiva de los
tejidos llevan asociado un componente inflamatorio. Alrededor de las PS y los
ONFs se encuentran restos de células de la glia, macréfagos y moléculas
mediadoras de la respuesta al dafio tisular: reactantes de fase aguda, FGF,
citoquinas, interleucinas, HSPGs, etc. Por otro lado, los HSPGs estan
relacionados directamente con enfermedades neurodegenerativas por
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depodsito proteico como la EA, en tanto que se asocian con las proteinas
responsables de la enfermedad: AR, Tau, APP. Las cadenas sacaridicas
facilitan y estabilizan la formacién de los agregados proteicos en PS y ONFs,
y algunos estudios recientes confirman este hecho al demostrar que los
depdsitos de amiloide se interrumpen al inhibir la biosintesis del HS. La unién
con estos agregados favorece su diseminacién e impide su eliminacién
(Iannuzzi et al., 2015; Li et al., 2005; Sepulveda-Diaz et al., 2015).Como ya
se comentd anteriormente, la formacién de las PS y ONFs sucede de modo
progresivo. Inicialmente estas moléculas se organizan en estructuras
prefibrilares (placas difusas y filamentos helicoidales pareados) que
maduraran hasta constituir los agregados caracteristicos. El HS interactia y
participa en todas las fases del proceso, en muchos casos promoviendo la
agregacion de proteinas formadoras de amiloides como Tau, alfa-sinucleina,
el péptido AB y priones (Ancsin, 2003; Fernandez-Vega et al., 2021; Iannuzzi
et al., 2015; Motamedi-Shad et al., 2009).

En relacion con los agregados de AB, las regiones altamente sulfatadas
del HS son mas prevalentes en los depdsitos que contienen AB40 y AB42,
mientras que los sacaridos con menor grado de sulfatacion solo se encuentran
en placas que contienen AB40 (Xian Zhang et al., 2014).

En el caso de la proteina Tau, las moléculas de HS altamente sulfatadas
parecen favorecer la hiperfosforilaciéon de Tau por quinasas dependientes de
sustrato. El GAG se agrega a los ONFs y es necesario para la transformacion
de los filamentos pareados en agregados fibrilares. Ademas, juega un papel
principal en la internalizacién de estos agregados de Tau hiperfosforilada
utilizando mecanismos de endocitosis y macropinocitosis, similares a los
empleados por priones y algunos virus. El HS se une a regiones especificas
de Tau y se internaliza en las células sanas, alterando su estructura y
funcionamiento (Holmes et al., 2013; Konno et al., 2004; Alan David Snhow,
Sekiguchi, Nochlin, Kalaria, et al., 1994; J. Zhao et al., 2017).De las enzimas
modificadoras de la sintesis cabe destacar el papel que juegan las HPSEs. La
HPSE parece que bloquea la formacion de fibrillas intracelulares de Tau y
descompone los depdsitos de AB-HS frenando la progresion de la
enfermedad. Sin embargo, la HPSE2 podria interferir en la funcién de la HPSE
inhibiéndola e impidiendo, por tanto, la eliminacién de ambas proteinas
(Lorente-Gea et al., 2017; Maiza et al., 2018).
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Hipdtesis y objetivos

2.1. HIPOTESIS

Nuestra premisa parte de que la EA se caracteriza por tener depdsitos
tanto extracelulares como intracelulares de proteinas que son principalmente
enucleadas por moléculas entre las que destacan los HSPGs. Por tanto,
pensamos que debe existir una alteracidén tanto en los niveles de expresidon
de los genes que codifican las proteinas nucleo de los HSPGs, asi como de las
HPSEs, de manera diferencial entre los grados de EA y las zonas cerebrales
afectadas.

2.2. OBJETIVOS

1. Identificar en pacientes con EA en diferentes grados de
afectaciéon (“grados leve, moderado y severo”) y pacientes sin EA (clasificados
como “grado normal”), las diferencias en la expresion de los genes
codificantes de los enzimas encargados de la sintesis de las HPSE1 y HPSE2
con la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (qQRT-PCR).

2. Identificar en pacientes con EA en diferentes grados de
afectaciéon (“grados leve, moderado y severo”) y pacientes sin EA (clasificados
como “grado normal”), las diferencias en la expresion de los genes
codificantes de los enzimas encargados de la sintesis de las proteinas nucleo
de los HSPGs usando la técnica de gRT-PCR.

3. Analizar las diferencias en la expresién de dichos genes en
funcion de la zona cerebral para cada grado de patologia mediante analisis
estadistico.

4. Analizar histolégicamente la presencia de las proteinas
codificadas por los genes alterados con técnicas de IHQ en las diferentes
estructuras del cerebro de pacientes con EA.
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3.1. MATERIAL Y METODOS

3.1.1. Seleccién de pacientes y muestras

Las muestras de tejido cerebral fueron cedidas por el Biobanco de
cerebros del Hospital Universitario de Araba, donde fueron recogidas en
autopsias realizadas entre febrero de 2013 y octubre de 2015, previa
aprobacion de la Junta de Revisidon de Procedimientos Eticos de dicha
institucion. Ademas, para la investigacién se recibié un consentimiento
informado firmado por cada paciente o sus familiares.

El diagnostico de EA fue realizado en funcion de criterios
inmunohistoquimicos y morfolégicos, basados en las recomendaciones para
la clasificacion de la EA del NIA-RI (National Institute on Aging and Reagan
Institute), publicadas por consenso en 1997 («Consensus Recommendations
for the Postmortem Diagnosis of Alzheimer’s Disease. The National Institute
on Aging, and Reagan Institute Working Group on Diagnostic Criteria for the
Neuropathological Assessment of Alzheimer’s Disease.», 1997). De cada
muestra se registr6 el momento de la autopsia y las caracteristicas
individuales de los pacientes (edad, sexo, y peso cerebral). Se utilizaron 24
muestras de 7 zonas de cerebros procedente de cadaveres. 6 muestras
pertenecian a pacientes sanos (sin diagnostico de EA en el momento de su
fallecimiento), que actuaban como control y 18 procedentes de pacientes que
habian padecido EA (Tabla 2).

Tabla 2. Datos de las muestras empleadas para la realizacion del trabajo. EA
Leve: estadios I y II de Braak y Braak; EA Moderada: estadios III y IV de Braak y
Braak; EA Severa: estadios V y VI de Braak y Braak.

CARACTERISTICAS / PACIENTES
DATOS

ESTADISTICOS Total Control EA Leve EA Moderada EA severa

DESCRIPTIVOS (N=24) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)
Clasificacién Braak y Braak Estadios I-1I EStadI'\(;S - Estadios V-VI
Sexo (%) Hombre 6 (30) 2 (40) 1 (20) 2 (40) 1 (20)
Sexo (%) Mujer 6 (30) 2 (40) 1 (20) 2 (40) 1 (20)
Edad (media * ds) 84 + 11 79 £ 16 89 +5 89 £ 10 80 £ 12
Peso cerebral (g) 1112181i 1148 = 57 1177 + 26 1122 + 31 967 + 19
Intervalo post mortem (h) 17 £5 18+ 5 19+5 15+5 20+ 4
MMSE - - 22+ 3 14 £ 4 73

Los 18 pacientes enfermos se agruparon por grados de afectacion
siguiendo la clasificacién en estadios progresivos de afectacién de Braak y
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Braak, publicada en 1991 (Braak & Braak, 1991), en: cinco pacientes con
grado leve (estadios I-II de Braak), cinco pacientes con grado moderado
(estadios III-1V) y cinco pacientes con grado severo de enfermedad (estadios
V-VI). En todos los pacientes se evalud el deterioro cognitivo con el
cuestionario Mini Examen del Estado Mental (MMSE).

Para la eleccion de las areas del cerebro a analizar, también se siguid la
clasificacion de Braak y Braak (Braak & Braak, 1991) que correlaciona areas
concretas del cerebro en funcién de la progresién de la enfermedad: zona 1,
regién transentorrinal (amigdala); zona 2, hipocampo anterior; zona 3,
hipocampo posterior; zona 4, Claustrum; zona 5, cisura calcarina; zona 6,
globo palido (parte mas medial del nucleo lenticular de los ganglios de la
base); zona 7, cerebelo (Tabla 3).

Tabla 3. Zonas analizadas en las muestras recogidas.

ZONA REGION

Amigdala con regidn transentorrinal

Hipocampo anterior

Hipocampo posterior

Claustrum

Cisura calcarina

Globo palido

Naojun|H W|N|=

Cerebelo

3.1.2. Materiales

Para la realizacién de los procedimientos en el laboratorio se utilizaron
los siguientes materiales, comprados a los fabricantes que se indican: RNeasy
Kit y RNase-Free DNase de Qiagen (Hilden, Alemania); High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit y PowerSYBR Green PCR Master Mix de Applied
Biosystems (Foster City, CA,USA); GenElute PCR clean-up kit y 3-3’
diaminobenzidine de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA); suero fetal
bovino Gibco-FBS de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA); solucion de
lavado Tween20® de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA) .

Para las técnicas de IHQ se utilizaron los siguientes compuestos: el
anticuerpo policlonal anti-HPSE1 de cabra (L-19), que reconoce la HPSE
altamente activa procesada proteoliticamente (forma activa de 50 kDa de
HPSE), se comprdé a Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA) y
anticuerpo policlonal anti-HPSE-2 de conejo, de GeneTex (Atlanta, GA).
Ambos anticuerpos primarios fueron debidamente validados como especificos
para las proteinas HPSE y HPSE2.
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Los anticuerpos secundarios anti-conejo (sc-2004) y anti-cabra (sc-
2005) también fueron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Peso
molecular de HPA1 altamente activo procesado proteoliticamente: 50 kDa.
Ademads, para detectar las proteinas nucleo se utilizd el anti-sindecan-1
monoclonal de ratén (CD138; Clon MI15. Dako, Espafia), anti-sindecan-4 (H-
140; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.), Anti-glipicano-4 (3E2C1;
ThermoFisher, Reino Unido), anti-glipicano-6 (ab170523; Abcam, Reino
Unido), anti-perlecano (H-300; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.), Anti-
neuropilina (ab81321; RabMab, Reino Unido), anti-betaglicano (3E2; sc-
100857. Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) y anti-SRGN (ab211515; Abcam,
Reino Unido). Todos los anticuerpos primarios se validaron adecuadamente
como especificos de sus respectivas proteinas. Como anticuerpo secundario
se utilizé polimero-HRP marcado listo para usar (Dako, Espaia).

3.1.2.1. Aislamiento de ARN

Muestras cerebrales de entre 20 y 30 mg de peso fueron
homogeneizadas con un polytron PT 2100 (Kinematica Inc.; Bohemia, NY,
USA). A continuacion, se procedid a la purificacion del ARN con el kit RNeasy
(Qiagen), como indican las especificaciones del fabricante. Las muestras se
trataron con ADNasa libre de ARNasa (Qiagen) durante el proceso de
purificacion, para eliminar cualquier resto contaminante de ADN.

Mediante espectrofotometria se determind la concentracion obtenida de
ARN midiendo la absorbancia con un espectrofotdmetro Picodrop Microliter
UV/Vis (Picodrop Limited, Hinxton, UK). Las muestras obtenidas se dividieron
en alicuotas de 10 ul, usandose para la reaccidén de transcripcién inversa, o
se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior.

3.1.2.2. Obtencion del ADNc: Reaccién de transcripcidn reversa

La sintesis de ADNc se llevo a cabo empleando 2 pug del ARN purificado
de cada muestra, utilizando el kit “"High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit” siguiendo las instrucciones del fabricante. Los componentes de la
reaccion fueron 2 pl de mezcla de nucleétidos, 2 pl de tampodn, 0,8 ul de
dNTPs, 0,5 pl de RT polimerasa, 2 ug de ARN y los ul necesarios en cada caso
de H20 milliQ, hasta completar 20 ul de volumen final.

Una vez preparada, la reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador iCycler IQ (BioRad; Hercules, CA, USA) siguiendo el programa
especificado en las instrucciones: 10 minutos a 25 °C, 2 horas a 37 °C, 5
segundos a 85 O°C. Los productos resultantes se limpiaron con el kit “PCR
Clean-Up GenElute” (Sigma-Aldrich) como recomienda el fabricante. Las
muestras con ADNc fueron diluidas 1:20 con agua para la realizacién de las
reacciones de PCR, o se conservaron a -20 °C para su uso posterior.
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3.1.3. Analisis de la expresidén génica mediante PCR cuantitativa
(grt-PCR)

Los niveles de transcripcion de los genes codificantes de las enzimas que
participan en la sintesis de las HPSEs y las proteinas nucleo de los HSPGs en
las muestras fueron analizados mediante técnicas de amplificacion en tiempo
real. Para cada gen se emplearon oligonucleétidos especificos (Tabla 4)
situados en diferentes exones o uniones de exones (Fernandez-Vega et al.,
2013).

En todos los casos, el tamano de los amplicones se situd en el intervalo
comprendido entre 70 y 150 pares de bases, y se comprobd que las
temperaturas de fusion (Tm) superasen los 77 °C; para cada amplicon se
determind la temperatura de fusion tedrica utilizando el programa Biomath
https://www.promega.es/Resources/Tools/biomath/?fg=biomath.

Las reacciones de gqRT-PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 10
dl, que incluia 1 pl de del ADNc, 2 pl de mezcla de oligonucledtidos del gen a
analizar (directo y reverso) a una concentracion final 200 nM, 2 pl de H20
milliQ y 5 ul de PowerSYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las
reacciones se llevaron a cabo como minimo por triplicado y se incluyé el gen
de la actina en cada placa como un gen de control para comparar la variacion
de la amplificacién y normalizar la expresién de los genes individuales. Una
vez preparadas, las muestras fueron ensambladas en placas de
microtitulacién de 96 pocillos, selladas con pelicula dptica y centrifugadas
durante 5 minutos a 2.500 rpm.

La PCR a tiempo real fue llevada a cabo en un dispositivo de
termociclacion Real-Time HT7900 ABI Prism Detection System (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA), en los Servicios Cientifico Técnicos de la
Universidad de Oviedo. El programa utilizado fue: 10 minutos a 95 °C de
temperatura, 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C seguidos de 60 segundos a
60 °C y, finalmente, 60 segundos a 60 ©C. Posteriormente, para evitar
artefactos, se comprobé la especificidad de los productos obtenidos por PCR,
verificAndose para cada muestra un solo valor de Tm correspondiente al valor
tedricamente esperado. Para ello, al fin de la reaccion de PCR, se realizé un
protocolo de disociacién para cada amplicon empleando 95 °C durante 1 min,
55 OC durante 1 min, y luego incrementando 0.5 °C por ciclo, durante 80
ciclos de 10 segundos cada uno.
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Tabla 4. Oligonucleotidos directos y reversos utilizados y caracteristicas de
los amplicones obtenidos.

N° GEN GEN ID SECUENCIA
PROTEINAS NUCLEO
D5 —3° ATGCTCAGTTGCTCCTGGAC
1 HPSE (Gene ID 10855) —
R5"—>3 CTCCTAACTGCGACCCATTG
D5 —3° CACCCTGATGTTATGCTGGAG
2 HPSE2 (Gene ID 60495) . .
R5"—-3 TCCAGAGCAATCAGCAAAGTTA
D5 —3° CTCAGGTGCAGGTGCTTTG
3 sDC1 (Gene ID 6382) —
R5"—-3 CTGCGTGTCCTTCCAAGTG
D5 53" GATGACGATGACTACGCTTCTG
4 SDC2 (Gen ID 6383) —
R5"—>3 TGGAAGTGGTCGAGATGTTG
D5 —3° CTCCTTTCCCGATGATGAAC
5 sDC3 (Gene ID 9672) —
R5"—>3 CGACTCCTGCTCGAAGTAGC
D5 —3° GGCAGGAATCTGATGACTTTG
6 SDC4 (Gene ID 6385) —
R5"—-3 TCTAGAGGCACCAAGGGATG
D5 —3° CATCGGGTGTGGAGAGTG
7 GPC1 (Gene ID 2817) ; ;
R5 -3 "TGAGCGTGTCCCTGTTGTC 3
D5 —3° CTGGGACACGACCTGGAC
8 GPC2 (Gene ID 221914) —
R5"—>3 GCCATCCAGTCATCTGCATAC
D5 —3° CTGCTTCAGTCTGCAAGTATGG
9 GPC3 (Gene ID 2719) —
R5"—-3 GTGGAGTCAGGCTTGGGTAG
D5 3" AGTGTGGTCAGCGAACAGTG
10 GPC4 (ID de gen 2239) . -
R5’ -3 CAAACATATCATTCAGGGATTTCTC
D5’ 3" GCCGCCCTGTAAGAACAC
11 GPC5 (Gene ID 2262) ——
R5"—-3 TCATTCCATGCTTCTCTTTGC
D5'—3" | CCAGGCATAAGAAATTTGACG
12 GPC6 (Gene ID 10082) —
R5"—-3 CATGTACAGCATGCCATAGGTC
D5 —3° ACTGTGTCTGCCCGATGC
13 AGRN (Gene ID 375790) ——
R5"—-3 GACACTCGTTGCCGTATGTG
D5 53" GTACAAGGGAGAGATTGGCTTTC
14 COL18A1 (Gene ID 80781) ——
R5"—-3 TTTCTCTCCTTTCAATCCGTTC
D5 —3° TGGACACATTCGTACCTTTCTG
15 PRCAN (Gene ID 3339) . .
R5"—>3 CACTGCCCAGGTCGTCTC
D5 —3° CAACGGGGAAGACTGGATCAC
16 NRP1 (Gene ID 8829) . -
R5"—-3 AGTTGCAGGCTTGATTCGGA
D5 53" TCCTGGTTCTGGAATCCTCA
17 SRGN (Gene ID 5552) ——
R5"—-3 TCTTGTTGGATTCACCTGGAA
D5 —3° AGTGTGAGCTGACGCTGTGTA
18 TGFBR3 (Gene ID 7049) ——
R5"—>3 GGGCTTAGTGAACGTCTTCTTATTC
GENES CONTROL
R5'—>37 GGCCAACCGCGAGAAGATGACC
¥ Actina ACT . .
D5'—3 GTACAGGGATAGCACAGCCTGG
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3.1.4. Analisis de los datos

Para calcular las eficiencias de amplificacidon para cada gen utilizamos el
programa LinRegPCR (http://www.gene-quantification.de/download.html),
tomando el mejor coeficiente de correlacion (después de considerar un
minimo de 3 puntos dentro de la ventana de linealidad) y estableciendo el
promedio de todas las amplificaciones positivas. Los valores de expresion de
los genes de interés se calcularon como (1 + eficiencia) -ACt (en relacidn con
la actina como gen de mantenimiento). Los datos proporcionados por la gRT-
PCR se analizaron con el programa SDS 2.3 y RQ Manager 1.2 de
AppliedBiosystems. El analisis estadistico se realizé con el test no paramétrico
U de Mann-Whitney-Wilcoxon, comparando los resultados, de cada gen y
cada zona, de pacientes controles y con grados leve, moderado y severo de
EA. Se aceptaron como significativos los valores que cumplian p<0,05. Para
estos calculos se utilizdé el programa Statistica para Windows (Statsoft Inc.;
Tulsa, OK, USA).

3.1.5. Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido incluidas en parafina se trataron con xileno para
hacerlas diafanas (la parafina se elimind mas tarde pasandola a través de
concentraciones de alcohol decrecientes hasta que se alcanzé el 100% de
agua). Las secciones rehidratadas se enjuagaron en solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS) que contenia Tween-20 al 1%. Para la deteccién
de HPSE2, las secciones se calentaron en solucion de recuperacién de diana
Envision FLEX de alto pH a 65°C durante 20 min y luego se incubaron durante
20 min a temperatura ambiente en la misma solucién. Para la deteccion de
HPSE, se omitio el paso final. Se bloquearon la actividad peroxidasa enddgena
(3% H202) y la unidon inespecifica (33% suero de ternero fetal) y las
secciones se incubaron durante la noche a 4°C con anticuerpos primarios para
HPSE 1 y 2 usando una dilucién 1: 100. Para las proteinas nucleo de describen
las siguientes concentraciones experimentales: SDC1 a dilucién 1: 100; SDC4
a una dilucion 1: 100; GPC4 a una dilucién 1: 100; GPC6 a una diluciéon 1:50;
NRP1 a una dilucién 1:50 y SRGN a una dilucion 1: 200. Se utilizd polimero-
HRP marcado listo para usar (Dako, Espafia) como anticuerpo secundario, y
se empled diaminobencidina 3-3 'como cromdgeno. Finalmente, las muestras
fueron contratefidas con hematoxilina, deshidratadas y montadas en
Entellan® (Merck, Alemania). Las secciones se estudiaron y fotografiaron con
un microscopio optico (Nikon - Eclipse 80i).

3.1.1. Evaluacion de inmunohistoquimica

Los niveles de expresion de proteinas y su localizacién fueron evaluados
por dos expertos independientes y en caso de desacuerdo, un tercero.
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Capitulo I. Estudio de la expresion de las Heparanasas en cerebros con Enfermedad de Alzheimer

4.1. INTRODUCCION

La complejidad estructural del HS no se alcanza Unicamente a través del
procedimiento biosintético, sino que las cadenas polisacaridicas pueden
experimentar también modificaciones selectivas a nivel extracelular por
diversos mecanismos enzimaticos, entre los que destacamos a la HPSE. Las
cadenas de HS pueden ser fragmentadas por la accion de un enzima
denominado HPSE (Vlodavsky et al., 2002), una endo-B-D-glucuronidasa que
hidroliza enlaces concretos dentro las cadenas de HS, originando fragmentos
de tamafio comprendido entre 10 y 20 unidades sacaridicas. Los fragmentos
poseen pesos moleculares situados entre 5 a 7 KDa y son capaces de contener
distintas actividades bioldgicas (Freeman & Parish, 1998). McKenzie et al.
publicaron en el afio 2000 la clonacion de cADN humano con un 40% de
homologia con la HPSE. La expresion de este clon llamado HPSE2, resultd en
una proteina sin actividad catalitica y cuya funcién es aun poco conocida
(McKenzie, 2007). A pesar de la existencia de distintas HPSEs de mamiferos,
la HPSE1 es la Unica enzima capaz de degradar el HS (Nasser et al., 2007).

En relacion con la neurodegeneracion, se han descrito varios trabajos
donde se afirma que la HPSE puede tener un papel relevante tanto en las
enfermedades por amiloide como es la EA como en la propia neuroinflamacion
(Li & Zhang, 2020; Xiao Zhang et al., 2014). Se ha visto que la HPSE podria
tener una participacion activa en el desarrollo de infartos cerebrales, tumores
cerebrales y diferentes enfermedades neurodegenerativas a destacar la EA y
la esclerosis multiple (Changyaleket et al., 2017). Asi, entre otros trabajos,
destacamos uno publicado recientemente y que usando modelos animales
afirma que la HPSE podria impedir el aclaramiento de AB de las paredes
vasculares cerebrales a través de la fragmentacién del HS de la Barrera
hematoencefalica facilitando el desarrollo de la EA (Xiao Zhang et al., 2021).
No obstante, en lo referido a la EA, existen funciones potencialmente
contradictorias atribuidas a la HPSE. Por un lado, la HPSE podria bloquear la
internalizacion y propagacion de la proteina tau hiperfosforilada por todo el
cerebro; y por otro lado, la HPSE podria afectar la respuesta inflamatoria y el
aclaramiento de Ap mediado por macréfagos favoreciendo la progresién de la
EA (G. L. Zhang et al., 2014). En este sentido, pretendemos describir las
alteraciones en los niveles de expresion de los genes HPSE1 y HPSE2 en
pacientes con EA y localizar las enzimas a nivel tisular para tratar de dilucidar
el papel de estas proteinas en la patogénesis de la EA.
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. Analisis de la expresion diferencial de los genes

Se ha desarrollado un estudio para determinar diferencias en la
expresion de los genes que codifican la HPSE y HPSE 2 en pacientes con EA.
Los pacientes fueron clasificados en tres categorias segun el grado de
afectacion: leve, moderado y severo. Se introdujo un grupo control de
pacientes sanos, sin EA en el momento de la autopsia. Se incluyeron
enfermos de ambos sexos, con edades comprendidas entre 52 y 103 afios.
Se registré también el intervalo de tiempo (entre 10 y 24 horas) transcurrido
desde el fallecimiento hasta la realizacidn de la autopsia, asi como el peso en
gramos de los cerebros analizados. De cada paciente se obtuvo una muestra
de 6 zonas de cerebro y una zona de cerebelo como se describié en el
apartado de material y métodos. La cuantificacion de los resultados obtenidos
tras la técnica de gRT-PCR, asi como su localizacion e identificacién por
técnicas IHQs se describen a continuacion en los siguientes apartados.

4.2.1.1. Expresioén diferencial del gen que codifica a la HPSE

El analisis de los niveles de transcripcién del gen HPSE mediante qRT-
PCR detectd niveles de expresion en todas las muestras estudiadas. Hubo
diferencias estadisticamente significativas en las alteraciones entre los
estadios de EA segun la definicidon de estadios de Braak y Braak. Ademas, se
observd una sobreexpresion significativa de HPSE en areas
neurodegeneradas de cerebros con EA. La regidon transentorrinal, el
hipocampo anterior y posterior y la cisura calcarina fueron las dreas donde
mas se sobreexpreso la HPSE observando niveles de expresion superiores a
dos d6rdenes de magnitud a nivel del hipocampo posterior en cerebros con EA
severo en comparacién con el tejido sano. Ademds, se observd una
subexpresion significativa de HPSE en el pallidum en cerebros con EA leve y
moderada.

El cerebelo de los cerebros en diferentes etapas de la EA no mostré
alteraciones significativas para los niveles de transcripcion de HPSE (Figura
14).
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Figura 14. Transcripcion diferencial de HPSE y HPSE 2 en la EA. La abundancia
relativa para controles (barras negras), EA leve (barras de color gris oscuro), EA
moderada (barras de color gris claro) y la EA grave (barras blancas) se representan
en una escala logaritmica para cada gen analizado. Los diferenciales representan
desviaciones estandar. Se destacan los genes y las zonas que muestran diferencias
significativas en sus niveles de transcripcion. a: p = 0.000011; b: p = 0.000001; c:
p = 0.000000; d: p =0.013545; e: p=0.01817; f: p = 0.026365; g: p = 0.000005;
h: p = 0.002675; i: p = 0.000021; j: p = 0.043012; k: p = 0.013804; I: p =
0.000149; m: p = 0.000079; n: p = 0.00000; o: p = 0.025297; p: p = 0.048391;
q: p = 0.024351; r: p = 0.001165; s: p = 0.041894; t: p = 0.037990; u: p =
0.000007; v: p = 0.000063; w: p = 0.005458; x: p = 0.005616; y: p = 0.000002;
z: p = 0.000009; A: p = 0.012136; B: p = 0.001540; C: p = 0.004565; D: p =
0.007672. Los valores en el eje Y se representan en escala logaritmica.

En comparacion con el tejido sano, la IHQ mostré la presencia de
depdsitos intracelulares de HPSE en neuronas atréficas con ONFs.

A nivel extracelular, la HPSE se observo principalmente en PN con nucleo
fragmentado en lugar de aquellos con un gran nucleo denso, lo que apunta a
la existencia de un gradiente de expresién de HPSE. Los ganglios basales y el
cerebelo fueron en su mayoria negativos (Figura 14).

4.2.1.2. Expresion diferencial del gen que codifica la HPSE 2

Analizamos los niveles de transcripciéon de HPSE2 en tejido cerebral
observando una expresion en todas las muestras estudiadas. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas dependientes del estadio (Basadas
en Braak & Braak, 1991) en los cerebros con EA. Ademas, se observd una
sobreexpresion  significativa de HPSE2 principalmente en dreas
neurodegeneradas de cerebros con EA y en el cerebelo en todos los casos de
EA. A nivel del pallidum, por otro lado, no se observaron alteraciones
significativas de los niveles de transcripcién de HPSE2 (Figura 15).
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Figura 15. Tincion IHQ de HPSE en la EA. A) Expresién negativa de HPSE en
neuronas y células gliales en muestras de cerebro control. B, C) Sobreexpresion de
HPSE en neuronas con ONFs (B) y degeneracion granulovacuolar (C). D-F) NP que
muestran diferentes tamanos de nucleo, de grandes a medianos y pequenos (flechas
blancas); en correlacion inversa con los depdsitos de HPSE desde niveles leves (D) a
moderados (E) y altos (F). Ampliacién 600X.

La expresion de la proteina HPSE2 se analizd6 mediante IHQ, mostrando
la presencia de depdsitos intracelulares de HPSE2 en neuronas atroéficas con
degeneracion neurofibrilar. A nivel extracelular, se observd HPSE2 en casi
todas las PN. HPSE2 fue indetectable en el pallidum y cerebelo, aunque este
ultimo mostré una positividad difusa muy leve (Figura 16).

Figura 16. Tincion IHQ de HPSE 2 en la EA. (A) Expresion negativa de HPSE2 en
neuronas y células gliales en muestras de cerebro de control. (B, C) Sobreexpresion
de HPSE2 en neuronas con ONFs (B) y degeneracién granulovacuolar (C). (D, E, F)
NP que muestran diferentes formas de depdsitos HPSE 2. Los depdsitos concentrados
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en el nucleo no fragmentado de NP (D), los depésitos dispersos (E) y los depositos
filamentosos se indican (F). Ampliacién 600X.

4.3. DISCUSION

La EA es un trastorno neurodegenerativo progresivo mortal causado
principalmente por la acumulacién extracelular de proteina AB en placas, que
se cree que explica el inicio de la neurodegeneracion. Varios estudios in vitro
han demostrado la interacciéon de AB con HS (Bame et al., 1997; Leveugle et
al., 1994). Ademas, trabajos previos han demostrado que las moléculas de
HS se colocalizan preferentemente con AB alrededor de los nucleos densos
de las placas seniles (Jendresen et al., 2015; O’Callaghan et al., 2008) y se
ha propuesto que la interaccion AB-HS es mutuamente protectora, ya que AB
esta protegido de la degradacion de proteasas y HS esta protegido de la
degradacion de la HPSE (Bame et al., 1997; Gupta-Bansal et al., 1995). La
HPSE es una proteina multitarea caracterizada por su participacion en
actividades enzimaticas y no enzimaticas. La primera actividad da lugar a
fragmentos de cadenas de HS que participan bioldgicamente en multiples
funciones fisioldgicas y patoldgicas (Vlodavsky et al., 2002). Gracias a la
escision de HS, la HPSE también promueve la liberacién y difusidon de varias
moléculas unidas al HS, como factores de crecimiento, citocinas y enzimas.
Ademds de degradar las moléculas de HS, la HPSE tiene funciones no
enzimaticas que desencadenan diferentes vias de sefalizacion intracelular
(Moretti et al., 2006). En el presente capitulo de investigacion nos hemos
centrado en el estudio de los niveles de expresién de 2 genes que codifican
las HPSEs en diferentes etapas de la EA mediante qRT-PCR y, posteriormente
hemos localizado a nivel tisular las proteinas mediante técnicas de IHQ.

Con respecto a la HPSE, se observd una sobreexpresién significativa en
areas neurodegeneradas de cerebros con EA que en su mayoria se
correlacionaron bien con los estadios de Braak & Braak para cada caso.
Especulamos que la sobreexpresion de HPSE en la EA podria ser una
consecuencia de la enfermedad en si misma, en lugar de ser parte de la
causa. Bajo este escenario, diferentes tipos de células liberarian HPSE para
reducir la patologia existente de la EA al degradar las cadenas de HS,
exponiendo los depdsitos de AB a la degradacién (Lorente-Gea et al., 2017).
Estudios recientes mediante analisis bioinformaticos potentes han observado
la alteracién de decenas de genes en la EA, destacando una sobrexpresion de
la HPSE vinculada preferentemente a rutas relacionadas con el sistema
inmune (Yan et al., 2019).

Diferentes enfoques de tratamiento han intentado centrarse en inhibir
la agregacion de tau o bien de reducir los depdsitos de A mediante la
disminucién de la produccion, la prevencién de la agregacién o el aumento
de la eliminacion (Serené et al., 2009; Wischik et al., 1996). Se han realizado
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multiples ensayos clinicos para los tratamientos de la EA y, aunque la mayoria
no han resultado concluyentes (Honig et al., 2018; Mangialasche et al., 2010;
Mintun et al., 2021; Schneider et al., 2014; Sperling, Jack, et al., 2011; Vellas
et al., 2007; Wessels et al., 2020; Winblad et al., 2012) se siguen buscando
otras opciones de tratamiento. Sin embargo, en nuestra opinidn, la falta de
progreso en el tratamiento de la EA se debe a que la mayoria de los estudios
han subestimado las propiedades funcionales o estructurales de las moléculas
de HS en la EA (Aprahamian et al., 2013). Datos publicados indican que se
requieren cadenas de HS intactas en multiples sitios para mediar en la
neurodegeneraciéon, lo que respalda aun mas la idea de que la HPSE es
posiblemente un elemento crucial que puede tener implicaciones potenciales
en el tratamiento de la EA (Xiao Zhang et al., 2014). Ademas, la evidencia
experimental reciente sugiere que la propagacién transcelular de agregados
de proteinas fibrilares impulsaria la progresion de enfermedades
neurodegenerativas de una manera pridnica (Brundin et al., 2010).
Asimismo, el mecanismo por el cual las proteinas extracelulares agregadas,
como la tau, se unen y entran en las células para desencadenar la formacion
de fibrillas intracelulares se produce a través de la unién a los HSPGs (Holmes
et al., 2013). La HPSE podria, por tanto, actuar para modular o impedir este
proceso, como lo hace la heparinasa III in vitro para ralentizar la
neurodegeneracién (Holmes et al., 2013). Sin embargo, existen funciones
potencialmente contradictorias que se pueden atribuir a la HPSE en la EA. Por
un lado, la HPSE podria afectar la respuesta inflamatoria y el aclaramiento de
Ap mediado por macrofagos favoreciendo la progresion de la EA (Xiao Zhang
et al., 2021). Por otro lado, la HPSE podria bloquear la internalizacién y
propagaciéon de la tau patoldgica por todo el cerebro (Holmes et al., 2013;
Xiao Zhang et al., 2012). La sobreexpresién significativa de la HPSE en el
surco calcarino (neocorteza) en las primeras etapas de la EA podria explicarse
por la existencia de depdsitos extracelulares relacionados con PNs
fragmentadas. Asimismo, la subexpresién significativa de la HPSE en el
pallidum podria ser el resultado de una fuerte difusidon de la HPSE a las areas
con neurodegeneracién, incluso en las primeras etapas de la enfermedad. Y
finalmente, hemos encontrado la presencia de HPSE principalmente en
aquellas PNs con un nucleo fragmentado, lo que posiblemente contribuya a
romper dichas placas y exponer AB a la degradacion (Reilly, 2000; Shimizu
et al., 2009; Alan David Snow, Sekiguchi, Nochlin, Fraser, et al., 1994).

En nuestro trabajo hemos observado que la HPSE2 se sobreexpresé
significativamente en los casos de EA, al igual que la HPSE, aunque con
niveles mas bajos de ARNm. De manera similar a los hallazgos para la HPSE,
los cambios significativos en la HPSE2 fueron en su mayoria dependientes de
la etapa de EA. Histolégicamente, se encontré que la HPSE2 estaba asociado
con PNs y ONFs. Ademas, se observé una inmunotincidn neuropilica difusa
leve en areas relacionadas con la EA y en el cerebelo. En este sentido, la
HPSE2 se une a los HSPGs pero, a diferencia de la HPSE, no se internaliza y
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permanece en la superficie celular durante un periodo de tiempo
relativamente largo (Levy-Adam et al., 2010). Hasta la fecha no se dispone
de una caracterizacién detallada de la HPSE2 a nivel bioquimico, celular y
clinico, y su funcién en la fisiologia normal y en los trastornos patoldgicos no
esta clara. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la HPSE2 es
un inhibidor enddgeno de la actividad de la HPSE, probablemente debido a su
alta afinidad por el HS y su capacidad para asociarse fisicamente con la HPSE
(Levy-Adam et al., 2010). En este sentido, la HPSE2 podria inhibir la actividad
de la HPSE, facilitando la progresién de la patologia de la EA al impedir la
eliminacion de los depodsitos de A y dar lugar a una mayor internalizacién y
propagaciéon de la proteina tau patoldgica por todo el cerebro (Lorente-Gea
etal., 2017).

En conclusion, nuestro estudio revela detalles del comportamiento de
ambas HPSEs en la EA, apuntando a la sobreexpresion combinada de la HPSE
y la HPSE2, mayoritariamente relacionada con la patologia de la EA. Mientras
que la actividad de la HPSE pareceria liberar depédsitos de Ap o bloquear la
formacion y propagacion de fibrillas intracelulares de tau, la HPSE2 parece
actuar como un inhibidor de la HPSE. Finalmente, la relevancia, tanto
biolédgica como clinica, para el estudio de ambas HPSEs se basa en el hecho
de que ninguna otra molécula es capaz de realizar la misma funcién, lo que
convierte a ambas enzimas en un objetivo potencial atractivo para el
tratamiento médico. En este sentido, considerando que la interaccién HS-ApB
contribuye a todas las etapas de la patogénesis de Ap en la EA, incluida la
produccion, aclaramiento, acumulacion, agregacion y toxicidad, es ldgico
plantear la hipdtesis de que la interferencia en la interaccion HS-ApB puede
tener multiples efectos beneficiosos.
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4.4. PERSPECTIVA
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Heparan sulfate proteoglycans and
heparanases in Alzheimer’s disease:
current outlook and potential
therapeutic targets

Relevance of Alzheimer’s disease (AD): AD is one of the great-
est health-care challenges of the 21" century. It is known to be
the most common neurodegenerative disease and, in the United
States, the sixth most common cause of death. It is estimated
that 40 million people in the world suffer from dementia, most-
ly people older than 60 years. With the increase of the survival,
this incidence is projected to be doubled every 20 years (Schel-
tens et al,, 2016). Between 1997 and 2050, the elderly popula-
tion, defined as subjects 65 years of age and older, will increase
from 63 to 137 million in the Americas, from 18 to 38 million
in Africa, from 113 to 170 million in Europe, and from 172 to
435 million in Asia, so we are looking straight to a public health
problem.

There is evidence enough to say that AD pathology starts de-
positing in the brain in midlife although clinical symptoms re-
main silent until 65 years and older. The greatest risk factor for
the development of AD is old age, but by itself is not enough to
cause the disease. Other major risk factors include the presence
of one or more apolipoprotein gene E4 alleles, low educational
and occupational attainment, family history of AD, moderate or
severe traumatic brain injuries, and cardiovascular risk factors
(Apostolova, 2016)

A lot of researches have been done since the discovering
of amyloid p peptide (AP) and Tau, the main components of
plaques and tangles respectively, but there is a lack of knowl-
edge about its etiopathogenesis and despite decades of study,
there is no disease-modifying therapy so far. We should assume
it is time to change the focus towards new therapeutic targets
and molecular pathways.

Understanding the pathogenesis: The principal pathological
lesions in AD are described by “the amyloid hypothesis of AD”:
neuritic plaques (NPs), neurofibrillary tangles (NFTs) and
cerebral amyloid angiopathy, which are associated with both
neuronal and vascular degeneration. AD is broadly recognized
as a proteinopathy-driven disease, essentially by two types of
abnormal protein deposition in the human brain: AP in neuritic
plaques, which is an extracellular deposit that produces neuro-
toxicity; and intracellular store of hyperphosphorylated forms
of a microtubule associated protein Tau, in NFTs (Selkoe and
Hardy, 2016) that triggers neuronal death. However, at present,
basic research has sentenced that AD is in fact, a multifactorial
disease, leading to novel approaches moving from old therapies
to multi-target treatments, which allow us to achieve a success-
ful understanding of this condition.

On the basis of previous studies and considering the drugs
already used in therapy, the most investigated targets are in-
hibition of acetylcholinesterase, chelation of copper, iron and/
or zinc cations, antioxidant activity, inhibition of Ap amyloid
plaques aggregation, monoamine oxidase enzymes inhibition,
and NMDA receptor antagonism. The reduction of chronic
inflammation by peroxisome proliferator-activated receptor
agonists may represent a strategy to protect neuronal cells that
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are compromised in these diseases (Lacey and Evans, 2014).
However, further studies are needed to find a curative and/or
prophylactic treatment.

Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) family: HSPGs
constitute a heterogeneous family of complex biological mac-
romolecules composed of heavily glycosylated molecules, in
which several heparan sulfate (HS) glycosaminoglycan (GAG)
chains are covalently attached to a core protein. Cell surface
HSPGs are membrane-spanning syndecans and lipid-anchored
glypicans. Secreted HSPGs are agrin, collagen type XVIII, and
perlecan (Zhang et al., 2014). The pathological mechanism of
these macromolecules is thought to be promoting Ap fibrilla-
tion giving rise NPs and providing resistance against proteo-
lytic breakdown (Figure 1A). In addition, previous data have
pointed out that the HS-Ap interaction contributes to every
stage of pathogenesis in AD, including production, clearance,
accumulation, aggregation, and toxicity of AP (van Horssen et
al., 2002; Cui et al., 2013). Moreover, work over the last decade
indicates that Taupathology can propagate between cells in
a prion-like manner mediated by HSPGs (Holmes and Dia-
mond, 2014).

Heparanase (HPSE) and HPSE2: HPSE is an endo-D-glucu-
ronidase that cleaves specific linkages in the structure of HS,
yielding biologically active fragments. By altering HSPGs on the
cell surface, HPSE is thought to regulate the cellular response to
external stimuli. HPSE takes part in multiple functions in can-
cer, inflammation, infections, diabetes, and atherosclerosis, and
in terms of neurodegeneration (Garcia et al., 2016). In fact, re-
cent studies have shown that overexpression of HPSE lowers the
amyloid burden in transgenic mouse models of AD (Jendresen
et al., 2015). HPSE2 is a homologue of HPSE that lacks HS-de-
grading activity, although it is able to interact with HS with high
affinity (Levy-Adam et al., 2010). HPSE2 may act as a natural
competitive inhibitor of HPSE due to its ability to associate with
HPSE. Moreover, it seems to modulate its enzymatic activity
and signaling properties.

HPSE2 as a potential therapeutic target: A recent work by
Garcia et al. (2017) studied the expression of HPSE and HPSE2
in AD brains. The results from HPSE showed overexpression in
neurodegenerated areas of AD brains and the amount of expres-
sion was well correlated with Braak & Braak stage. As we know
that HS-AP joint may be useful for impeding AP degradation,
this increase of expression may be a response from brain cells to
reduce the existing AD pathogenesis by HS chains degradation.
According to this hypothesis, the HPSE overexpression in this
entity may be a consequence of the disease itself, rather than part
of the cause. However, concerning HPSE2, the results were sim-
ilar to HPSE. In addition, HPSE2 was also overexpressed in AD
brains, mostly AD-stage-dependent. Histologically, both HPSE
and HPSE2 were found to be associated with NPs and degenerat-
ed neurons with neurofibrillary tangles. Accordingly, HPSE2 may
inhibit HPSE activity and, in consequence, may favour the pro-
gression of AD pathogenesis (Figure 1B). Consequently, blocking
at different levels HPSE2 using target drugs should increase HPSE
activity facilitating NPs degradation and thus decreasing neuro-
toxicity; and reducing prion-like propagation of hyperphosphori-
lated Tau in AD (Figure 1A and B).

Conclusions: HSPGs and HPSEs play a crucial role in AD
pathogenesis. While HPSE activity may help to cease the pro-
gression of the disease by breaking down AB-HS deposits or
blocking Tau intracellular fibril formation and propagation,
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HPSE2 appears to act as an inhibitor of HPSE. Thus, the block-
ade of HPSE by HPSE2 may interfere with its potential bene-
ficial role in stopping AD pathogenesis. Furthermore, the lack
of progress in AD investigation may be a consequence of the
underestimation of the structural and molecular roles of HS
molecules in AD pathogenesis. Preliminary studies are current-
ly ongoing in our laboratory concerning HSPGs in order to bet-
ter understand their roles in AD pathogenesis. Remarkably, no
other molecules are capable of performing the same function,
so both enzymes (HPSE and HPSE2) may become a potential
target for therapeutical research. Although further research is
needed in this field, the questions exposed before may open
novel insights to AD pathogenesis and may lead to the develop-
ment of innovative therapeutic strategies.
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5.1. INTRODUCCION

Los HSPGs se encuentra en la superficie de todas las células y también en
la MEC que las rodea, y participan muy directamente en multiples procesos
patoldgicos. Sus funciones vienen principalmente determinadas por la
informacidn bioldgica incluida en las cadenas de HS que se generan a través de
modificaciones enzimaticas y cuyo resultado es un cdédigo molecular de
informacién biolégica transcendental (Bernfield et al., 1992; Ori et al., 2008;
Ricard-Blum & Lisacek, 2017).

Los HSPGs estan principalmente constituidos por cadenas de HS y algunos
de ellos también pueden contener cadenas de CS, lo que incrementa su
diversidad. Unicamente 13 proteinas aparecen habitualmente como HSPGs en
el ser humano. Diez de ellas corresponden a dos familias de PGs de superficie
celular, los SDC y los GPCs, aunque pueden ser liberados por protedlisis a la
MEC (Hassan et al., 2021). Los otros 3 HSPGs incluyen al PRCAN, la agrina
(AGRN) y colageno XVIII (COL18A1) (Iozzo & Schaefer, 2015; Sarrazin et al.,
2011). El primero se localiza en la membrana basal, pero como la AGRN y el
COL18A1, también pueden localizase en la MEC. Ademas, recientemente se ha
descrito que el PRCAN puede encontrarse a nivel del nlcleo celular y en zonas
perinucleares (Smith & Melrose, 2015). Existe finalmente un grupo de HSPGs
denominado “a tiempo parcial” y es un grupo heterogéneo de proteinas entre
las que se encuentran la SRGN, el receptor CD44v3, el TGFBR3 y la neuropilina
(NRP1) que pueden tener unidas o no moléculas de GAGs sulfatados (N.
Watanabe et al., 2004).

5.1.1. HSPG de superficie celular

5.1.1.1. Sindecanos

Los SDCs constituyen una familia de PGs integrada por 4 miembros,
denominados con los ordinales del 1 al 4. Son proteinas transmembrana
constituidas por un dominio citoplasmatico corto, un dominio transmembrana y
un dominio extracelular o ectodominio al que se le pueden unir varias cadenas
de GAGs. Los SDCs llevan ancladas cadenas de HS cerca de la region N-terminal
y en algunas ocasiones pueden tener 1 o 2 cadenas de CS/DS situadas en
proximidad a la superficie celular (Gondelaud & Ricard-Blum, 2019). Los SDCs
se localizan preferentemente en la superficie externa de las células epiteliales.
No obstante, se han descrito particulares excepciones en células con
ascendencia mesodérmica y neuroectodérmica. Por ejemplo, el SDC1 ha sido
identificado en el musculo esquelético (Liu et al., 2004), el SDC2 en fibroblastos
y hepatocitos (David, 1993) y el SDC3 en el tejido neural, muscular y células
satélite miogénicas (Cornelison et al., 2001). El SDC4 es el que tiene una
expresion menos selectiva, habiéndose identificado en células epiteliales,
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endoteliales, fibroblastos, células musculares, condrocitos y tejido neural
(Cornelison et al., 2001). En relacion con la EA se ha descrito que los SDCs
aumentan su expresion en esta enfermedad y participan preferentemente en la
formacion de las placas neuriticas a diferentes niveles del procesamiento de AR
(Hudak et al., 2021).

5.1.1.2. Glipicanos

La familia de los GPCs estd compuesta por 6 miembros denominados con
los ordinales del 1 al 6. A diferencia de los SDCs se caracterizan por estar
Unicamente constituidos por cadenas de HS y estar anclados a la superficie
externa celular mediante un grupo glicosilfosfatidilinositol (GPI), careciendo asi
de un dominio transmembrana. La proteina nulcleo esta constituida por un
ectodominio globular con multiples residuos de cisteina formando puentes
disulfuro, una region que se extiende préxima a la membrana plasmatica con 3
sitios de unién a HS y una regién hidrofébica C-terminal implicada en el anclaje
de GPI. Los GPCs tienden a localizarse en areas de membrana ricas en colesterol
o lipidos y en la superficie de células polarizadas (Filmus et al., 2009). La
localizacién de cada GPC esta preferentemente restringida durante el desarrollo
a determinados 6rganos. El GPC1 se encuentra preferentemente en el cerebro,
rindn y musculo esquelético (Liu et al., 2004). El GPC2 se expresa
principalmente en el sistema nervioso (Kurosawa et al., 2001). El GPC3 aparece
en los tejidos mesodérmicos y durante el desarrollo del intestino (Pellegrini et
al., 1998). El GPC4 aparece en los vasos sanguineos, rifidn, cerebro y cortex
adrenal (K. Watanabe et al., 1995). El GPC5 es relevante para el desarrollo del
rindn, extremidades y cerebro (Veugelers et al., 1997). El GPC6 muestra una
expresion menos especifica, aunque predomina en el rifidn fetal humano. La
expresion también ha sido detectada en células del musculo liso de la aorta,
células mesenquimales del intestino, rifiones, pulmén, dientes y goénadas
(Veugelers et al., 1999).

Desde el punto de vista de la implicacion de los GPCs en la
neurodegeneraciéon se ha descrito al GPC1 como el principal miembro implicado
en la patogénesis de la EA a través preferentemente de la formacién de placas
de AB (N. Watanabe et al., 2004).

5.1.2. HSPG de MEC

5.1.2.1. Perlecano

E PRCAN es un HSPG situado preferentemente en las membranas basales
(Bonche et al., 2021). La proteina nucleo del PRCAN es de aproximadamente
400 kDa con 5 regiones Unicas. El dominio I contiene 3 cadenas de HS ademas
de una estructura semejante a enterokinasa (Melrose et al., 2006). El dominio
IT contiene un receptor de lipoproteinas de baja densidad y una repeticién de
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estructuras tipo IgG; el dominio III es similar al brazo corto de la cadena de
laminina A conectada por repeticiones tipo factor de crecimiento epidérmico
(EGF) de la laminina 1; el dominio IV contiene repeticiones tipo IgG de
moléculas de adhesién neural (Hopf et al., 1999); por ultimo, el dominio V tiene
tres dominios globulares con homologia a la laminina 1 conectados por
repeticiones tipo factor de crecimiento epidérmico (Brown et al., 1997). Entre
las principales funciones del PRCAN destacan la participacion en procesos de
organogénesis, cicatrizacion de heridas y angiogénesis. Ademas, se ha descrito
que la degradacién del PRCAN genera fragmentos bioactivos como la
endorrepelina con actividades completamente diferentes a las de los HSPGs,
fundamentalmente angioestaticas (Melrose, 2020).

En relacion con los procesos de neurodegeneracién se ha descrito al PRCAN
como una molécula presente principalmente en placas difusas de amiloide pero
también en placas neuriticas de la EA (Alan D. Snow et al., 1996; Alan David
Snow, Sekiguchi, Nochlin, Kalaria, et al., 1994). Se han realizado estudios
donde se ha observado un incremento en los niveles de expresiéon e PRCAN en
la EA (Lepelletier et al., 2017). Ademas, recientemente se has descrito varios
factores de riesgo vascular en demencia directamente asociados con
alteraciones en el PRCAN (Trout et al., 2020).

5.1.2.2. Agrina

La AGRN, al igual que el PRCAN y otras proteinas de membrana basal,
presenta una composicién en dominios estructurales con regiones comunes. La
region N-terminal presenta 9 dominios tipo folistatina. La regién C-terminal
contiene tres mddulos de laminina G y tres repeticiones tipo EGF. La AGRN
contiene dos regiones particularmente favorables para el anclaje de HS, ambas
localizadas en la parte central de la molécula y en la region N-terminal (Groffen
et al., 1998). Esta molécula se distribuye por membranas basales, pero
particularmente en uniones neuromusculares y sinapsis, desempefiando
fundamentalmente una funcion de organizacion y mantenimiento de dichas
estructuras (Bezakova & Lemo, 2001; Nicole et al., 2014).

En relacion con las enfermedades neurodegenerativas y mas en particular
con la EA, se ha descrito ya desde hace mas de dos décadas que la AGRN es
uno de los principales HSPGs que se acumulan en cerebros con EA y en relacién
con la patologia tipica de la enfermedad (Verbeek et al., 1999).

5.1.2.3. Colageno XVIII

El COL18A1 estd codificado por el gen COL18A1. Esta molécula se sitla
preferentemente en membranas basales epiteliales y endoteliales (Dong et al.,
2003). Esta molécula forma parte de la subfamilia de las multiplexinas y es un
HSPG caracterizado por tener 10 dominios centrales colagenosos (triple hélice)
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interrumpidos y flanqueados por extensiones amino y carboxilo terminales no
colagenosos. Estas regiones sin conformaciéon en triple hélice son las que
contienen 8 sitios de glicosilacidon responsables del anclaje de las cadenas de
HS. El extremo C-terminal del COL18A1 se conoce como endostatina y se le han
atribuido funciones anti-angiogénicas y antitumorogénicas (Lakshmanachetty &
Koster, 2016; Pollheimer et al., 2004).

En relacidén con la neurodegeneracion, se han descrito estudios que
describen la participacién de COL18A1 en los depdsitos de amiloide en paredes
vasculares y en placas en la EA, asi como el depdsito aberrante de endostatina
a nivel neuronal y paracellular (Deininger et al., 2002; Jack Van Horssen et al.,
2002).

|II

5.1.3. HSPGs “a tiempo parcia

Los HSPGs “ a tiempo parcial” son un grupo heterogéneo de proteinas entre
las que se encuentran la SRGN, el receptor CD44v3, el TGFBR3 y la neuropilina
(NRP1) y que pueden tener unidas o no moléculas de GAGs sulfatados (Smith
& Melrose, 2015).

5.1.3.1. Serglicina

La Serglicina (SRGN) es un PG intracelular que posee zonas con
repeticiones del dipéptido Ser-Gly. Esta constituido por cadenas de GAGs que
poseen una gran carga negativa debido a que estdn constituidas
fundamentalmente por CS de tipo E o por heparina, una forma altamente
sulfatada de HS. Se encuentran fundamentalmente en determinadas células
hematopoyéticas y en células endoteliales. Sus principales funciones estan
relacionadas con la regulacién y el almacenamiento en granulos de
determinadas sustancias bioactivas muy relevantes sobre todo en los procesos
de inflamacion (Sawesi et al., 2010). En este sentido, dependiendo de la célula
la SRGN interaccionara con diferentes sustancias. Por ejemplo, en los mastocitos
o células cebadas interacciona fundamentalmente con la histamina, triptasa y
carboxipeptidasa; en los neutrdéfilos interacciona fundamentalmente con la
elastasa; en los linfocitos T citotéxicos con la granzima B y la perforina (Grujic
et al., 2005); en las plaquetas con el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas; en las células endoteliales con el activador tisular del plasmindégeno
y en los macréfagos con el factor de necrosis tumoral alfa (Kolset & Pejler,
2011).

Con respecto a la relacion de SRGN con las enfermedades
neurodegenerativas, existen muy escasos trabajos publicados en la literatura.
Cabe destacar la presencia de mastocitos en la neuroinflamacién y como un
incremento y activacion excesiva de los mismo puede ser deletéreo para el
cerebro y promover en parte la neurodegeneracion (Kempuraj et al., 2017).
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5.1.3.2. CD44

El CD44 es una glicoproteina transmembrana codificada por un gen
compuesto por 20 exones de los cuales 10 son variables dando lugar a distintas
isoformas de la proteina (Isacke & Yarwood, 2002). La variante3 (v3) es una
variante de CD44 modificada con cadenas de HS y capaz de unir factores de
crecimiento de union a heparina y quimiocinas. Se han detectado transcritos de
CD44 de alto peso molecular en diferentes tipos de tumores con funciones tan
variadas como adhesidn, invasion y expresion de determinados genes del
degradoma (S. J. Wang et al., 2007).

En relacidén con la EA, se han observado niveles incrementados de CD44
en general y de CD44v3 en particular contribuyendo a la patogénesis de la EA.
Ademas, mediante IHQ se detectd la presencia de CD44v3 principalmente a
nivel neuronal (Pinner et al., 2017).

5.1.3.3. TGFBR3 o Betaglicano

El Betaglicano (BGCAN) es un PG anclado a la membrana celular que actua
como co-recetor de la superfamilia del TGF-B (Todorovié¢-Rakovi¢ et al., 2011).
Estructuralmente se caracteriza por tener un gran dominio extracellular con
cadenas de HS y de CS capaces de unir determinados ligandos; y un dominio
citoplasmatico corto (Mendoza et al., 2009). Ratones mutados para este gen
mueren durante el periodo embrionario como consecuencia de alteraciones
cardiacas, renales y defectos hepaticos (Walker et al., 2011). Desde el punto de
vista de la neurodegeneracién

Existen muy escasos datos en la literatura que describan las alteraciones
de BGCAN en la EA. Hemos identificado un trabajo que, utilizando bases de
datos y tras un analisis bioinformatico complejo, destaca al BGCAN como un gen
candidato para posteriores estudios moleculares en la EA por su potencial
vinculacién con la patogénesis de dicha enfermedad (Quan et al., 2020). Otros
estudios han mostrado una disminucién de los niveles de expresiéon de BGCAN
en fibroblastos de la piel de pacientes con EA esporadica (Bellucci et al., 2007).

5.1.3.4. Neuropilina

Las neuropilinas son receptores de superficie celular con funciones
esenciales en la salud humana y que participan en muchos procesos bioldgicos
clave, incluidos los sistemas cardiovascular, neuronal e inmunolégico (Parker et
al., 2012). Los dos miembros de la familia NRP son proteinas transmembrana
de tipo I que se conservan en todos los vertebrados y son aproximadamente un
40% idénticas a nivel de aminoacidos con una estructura de dominio
conservada. La regién extracelular posee cinco dominios estructurados que son
esenciales para la unién del ligando, un dominio transmembrana Unico y un
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dominio intracelular corto con motivo de unidn de gran interés biolégico (Parker
et al., 2012). Ademas, este receptor se expresa en la superficie de muchos tipos
de células, incluidas las células endoteliales, neumocitos, las células T
reguladoras, los osteoblastos, adipocitos, queratinocitos y fibroblastos de la
médula ésea. Asi, se ha descrito recientemente que NRP1 podria ser otra puerta
de entrada del SARS-CoV-2a en las células ademas del receptor ACE2
(Gudowska-Sawczuk & Mroczko, 2021).

La pérdida de NRP1 da como resultado fenotipos cardiovasculares vy
neuronales significativos. Asi, en experimentos realizados en modelos animales
mostraron que tanto la eliminaciéon del gen como su sobreexpresiéon resultan
letales a nivel embrionario por defectos vasculares mayores y en el sistema
nervioso (Kitsukawa et al., 1995). En relacion con los procesos
neurodegenerativos, se ha estudiado NRP1 principalmente con la enfermedad
de Parkinson de manera directa (Daneshvar Kakhaki et al., 2020); o bien de
forma indirecta a través del estudio del receptor del VEGF o bien de las
semaforinas, unas proteinas secretadas pero que también se pueden encontrar
en forma de receptores transmembrana, capaces de unirse a NRPs, que
destacan por servir de guias de sefializacidon para los axones y construir la red
neuronal (Delloye-Bourgeois et al., 2017). Estudios recientes han mostrado
como NRP1 es un factor de riesgo en pacientes con EA para desarrollar una
infeccion severa por COVID-19 (Xiong et al., 2021). Ademas, se ha descubierto
recientemente el papel fundamental de NRP1, a nivel de las células endoteliales,
en la regulacién de la funcién mitocondrial y la homeostasis del hierro en las
enfermedades neurodegenerativas (Bosseboeuf & Raimondi, 2020).

5.2. RESULTADOS

5.2.1. Andlisis de la expresioén diferencial de los genes

Inicialmente hemos usado la técnica de qRT-PCR para realizar un andlisis
cuantitativo de la transcripcién diferencial de los genes codificantes utilizando
muestras de 7 tipos de tejidos diferentes de diversas areas encefalicas. Casos
de EA leve (clasificacion I-II Braak & Braak); casos moderados de EA
(clasificacidon III-IV de Braak & Braak); y los casos graves de EA (clasificacién
V-VI Braak & Braak) se analizaron y compararon con controles sanos
(clasificacion 0 Braak & Braak). Las muestras correspondieron a pacientes de
ambos sexos con edades comprendidas entre 52 y 103 afios. La determinacién
de la presencia y localizacién de syndecan-1, syndecan-4, glypican-4, glypican-
6, perlecan, neuropilin, betaglycan y serglycin en hipocampo y neocorteza de
cerebros con EA se realiz6 mediante técnicas de IHQ. Los hallazgos estuvieron
fuertemente relacionados con la patologia tau y/o amiloide-B, en su mayoria
colocalizando con PNs, ONFs y AAC en todas las regiones estudiadas. Los
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resultados histoldgicos se muestran de la neocorteza cerebral del |ébulo
temporal.

5.2.1.1. Expresion diferencial de los genes de la familia de los SDCs

El analisis de los niveles de transcripcion de los genes de la familia de los
SDCs mediante qRT-PCR detectd la expresion de las 4 isoformas. Sin embargo,
los niveles variaron ampliamente dependiendo de la especie particular
examinada y los niveles de transcripcion de SDC1 tanto en los cerebros de
control como en los de EA fueron entre uno y dos 6rdenes de magnitud mas
bajos que el resto (Figura 17).
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Figura 17. Transcripcion diferencial de SDCs (1-4) en casos de EA. La abundancia
relativa para los controles (barras negras), EA leve (barras gris oscuro), EA moderada
(barras gris claro) y EA severa (barras blancas) se representan en una escala logaritmica
para cada gen analizado y las extensiones representan desviaciones estandar (limite
superior mostrado). Se destacan los genes y las zonas que muestran diferencias
significativas en sus niveles de transcripcién.al: p= 0.013871; a2: p= 0.004970; a3:
p= 0.017621; a4: p=0.000196; a5: p= 0.000386; a6: p= 0.000738; a7: p= 0.038580;
a8: p= 0.000233; a9: p= 0.042859; al0: p=0.038580; all: p= 0.002853; bl: p=
0.003779; b2: p= 0.006491; b3: p= 0.003090; b4: p= 0.000536; b5: p= 0.001370;
b6: p= 0.000196; b7: p= 0.000655; b8: p= 0.037990; b9: p= 0.012275; b10: p=
0.000536; cl1: p= 0.001177; c2: p= 0.000233; c3: p= 0.000196; c4: p= 0.000536;
c5: p= 0.047531; c6: p= 0.003286; c7: p= 0.003143; c8: p= 0.001177; di: p=
0.015648; d2: p= 0.000196; d3: p= 0.000276; d4: p= 0.001002; d5: p= 0.000713;
d6: p= 0.019118; d7: p= 0.000536; d8: p= 0.005685; d9: p= 0.000629; d10: p=
0.001184; di1l: p= 0.003600; di12: p= 0.002264; di13: p= 0.003772; di4: p=
0.015648; di15: p= 0.005685; di6: p= 0.000196; d17: p= 0.001847; di18: p=
0.000327; d19: p= 0.000864; d20: p= 0.000738; d21: p= 0.022232. Los valores del
eje Y se representan en escala logaritmica.
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Hubo ademas una serie de diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de expresion de los genes y las etapas de la EA segun lo definido por
la clasificaciéon de Braak y Braak. Para el caso del SDC4 se sobreexpresd de
manera constante en todas las areas del cerebro estudiadas y en todas las
etapas de la EA. Los niveles de transcripcion del SDC3 mostraron una
sobreexpresion principalmente en etapas leves y severas. El SDC2 se comporté
de manera similar al SDC3 en la mayoria de las areas del cerebro, con la
excepcion del palido y el cerebelo, donde SDC2 se subexpresd
significativamente en casos moderados de EA. Los niveles de transcripcién del
SDC1 tendieron a estar subexpresados, pero la diferencia sélo fue
estadisticamente significativa principalmente en casos moderados de EA.

Al comparar el tejido enfermo y el sano, la IHQ mostrd la presencia de
depdsitos dispersos de SDC1 en algunos nucleos no fragmentados de PN y una
inmunoexpresion principalmente débil en algunas neuronas en muestras de
corteza con ONFs. Ademdas, SDC4 mostréd una inmunoexpresion débil a
moderada en el neurdpilo y los tres tipos de lesiones de EA que incluyen PN,
ONFs y AAC (Figura 18).
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Figura 18. Tincion IHQ de los SDCs 1 y 4 en neocértex (I6bulo temporal) en
casos de EA. (A) No hay expresion relevante de syndecan-1 (A1) o syndecan-4 (A2)
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en neuronas y células gliales en muestras de cerebro de control. (B) Depdsitos dispersos
de syndecan-1 alrededor de los nucleos densos de NP (flecha negra). Presencia de
sindecan-1 en algunas neuronas de la corteza con ONFs (flecha blanca) en comparacién
con los controles. Aumento moderado de sindecan-1 en células gliales que rodean NP
(puntas de flecha) (C) Aumento de débil a moderado de sindecan-4 en el neurdpilo y en
neuronas degeneradas en la corteza con ONFs (flecha blanca). Los NP muestran algunos
depdsitos de syndecan-4 en la periferia del nacleo denso (flechas negras). Aumento
moderado de sindecan-4 en las células gliales que rodean las NP (puntas de flecha). (D)
Syndecan-4 en paredes de arteriolas en AAC. Barra en A-E = 20 um.

5.2.1.2. Expresidn diferencial de los genes de la familia de los GPCs

Los niveles de ARNm para las seis diferentes isoformas de GPCs se
detectaron mediante gRT-PCR (Figura 19). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la expresion de los GPCs dependiendo del
estadio de EA segun lo definido por Braak & Braak. En particular, todos los GPCs
se subexpresaron significativamente en el claustrum y, el GPC1, GPC5 y GPC6
lo hicieron también a nivel del cerebelo. Curiosamente, el GPC1, el GPC2 y el
GPC3 se sobreexpresaron en areas limbicas del cerebro, mas notablemente en
las etapas severas de la EA. Por otra parte, el GPC2 y el GPC4 mostraron menos
alteraciones significativas en sus niveles de transcripcion en la EA que otros
miembros de la familia.
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Figura 19. Transcripcion diferencial de GPCs (1-6) en casos de EA. La abundancia
relativa para los controles (barras negras), EA leve (barras gris oscuro), EA moderada
(barras gris claro) y EA severa (barras blancas) se representan en una escala logaritmica
para cada gen analizado y las extensiones representan desviaciones estandar (limite
superior mostrado). Se destacan los genes y las zonas que muestran diferencias
significativas en sus niveles de transcripcion. al: p = 0,002472; a2: p = 0,000455; a3:

= 0,047531; a4: p = 0,042859; a5: p = 0,003779; a6: p = 0,000196; a7: p
0,007399; a8: p = 0,001847; a9: p = 0,042859; al0: p = 0,005685; all: p
0,045672; al2: p = 0,022232; al3: p = 0,034671; bl: p = 0,000536; b2: p
0,008419; b3: p = 0,001009; b4: p = 0,012275; b5: p = 0,000276; b6: p = 0,013871;
b7: p = 0,003286; b8: p = 0,022232; cl1: p = 0,001009; c2: p = 0,000196; c3: p =
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0,000233; c4: p = 0,031105; c5: p = 0,022232; c6: p = 0,003779; c7: p = 0,000196;
c8: p = 0,002472; c9: p = 0,002139; c10: p = 0,005685; d1: p = 0,006491; d2: p =
0,042859; d3: p = 0,000738; d4: p = 0,019810; d5: p = 0,009563; d6: p = 0,000629;
d7: p = 0,009563; d8: p = 0,014773; el: p = 0,000629; e2: p = 0,003286; e3: p =
0,027858; e4: p = 0,001847; e5: p =0,012275; e6: p = 0,001847; e7: p = 0,006491;
e8: p =0,001177; €9: p = 0,001931; e€10: p = 0,004337; f1: p = 0,001592; f2: p =
0,000196; f3: p = 0,000864; f4: p = 0,012275; f5: p = 0,002472; f6: p = 0,002853;
f7: p = 0,000196; f8: p = 0,003779; f9: p = 0,031105; f10: p = 0,005685; fi1: p =
0,015648; f12: p = 0,007399; f13: p = 0,000386. Los valores del eje Y se representan
en una escala logaritmica.

A nivel histolégico, se observd una inmunoexpresion débil a moderada de
GPC4 en algunas neuronas en la corteza de los casos de EA, principalmente en
relacion con pre-ONFs y ONFs.

También hemos identificado depdsitos de GPC4 en las paredes de las
arteriolas con AAC. Ademas, observamos una inmunoexpresioén débil y difusa
de GPC6 en el neurdpilo y una inmunoexpresiéon mayoritariamente moderada
en algunas neuronas de la corteza con pre-ONFs y ONFs. También se detectd
una inmunoexpresion variable de GPC6 en las PNs (Figura 20).
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Figura 20. Tincion IHQ de GPCs 4 y 6 en el neocértex (l6bulo temporal) en
casos de EA. (A) No hay expresion relevante de glypican-4 (A1) o glypican-6 (A2) en
neuronas y células gliales en muestras de cerebro de control. (B, C) Aumento de débil
a moderado de GPC-4 en algunas neuronas de la corteza con preenredos neurofibrilares
(B) y ovillos (flecha blanca) en comparacidén con los controles (C). (D) Glypican-4 se
deposita en las paredes de las arteriolas en AAC. (E) Débil aumento de GPC-6 en algunas
neuronas de la corteza con enredos y enredos neurofibrilares (flecha blanca). (F)
Inmunoexpresidn variable de glypican-6 en NP. La flecha negra indica fuertes depdsitos
de GPC-6 en un NP. Las puntas de flecha indican dos NP sin depdsitos de GPC-6. Bar en
A-B =20 um; C =40 ym; D-F = 20 pm.
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5.2.1.3. Expresion diferencial de los genes argina, colageno XVIII y
perlecano.

El examen de los niveles de transcripcion de las moléculas de MEC
mediante qRT-PCR identificé diversos niveles de expresion para cada una de
ellas. En general, estos genes estaban menos alterados que los que codifican
los HSPGs de la superficie celular (Figura 21). Los niveles de expresion de
COL18A1 se incrementaron significativamente en la regidn transentorrinal y en
el hipocampo en casos graves de EA. Al igual que con los GPCs, la mayoria de
los genes de los HSPGs de MEC tendieron a estar subexpresados en el claustrum
y el cerebelo.
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Figura 21. Transcripcion diferencial de agrina, colageno XVIII y PRCAN en
casos de EA. La abundancia relativa para los controles (barras negras), EA leve (barras
gris oscuro), EA moderada (barras gris claro) y EA severa (barras blancas) se
representan en una escala logaritmica para cada gen analizado y las extensiones
representan desviaciones estandar (limite superior mostrado). Se destacan los genes y
las zonas que muestran diferencias significativas en sus niveles de transcripcion. al: p
= 0,004970; a2: p = 0,002139; a3: p = 0,000276; a4: p = 0,000233; a5: p =
0,002139; a6: p =0,001177; a7: p = 0,000713; a8: p = 0,000196; a9: p = 0,047625;
al0: p = 0,006491; bl: p =0,013871; b2: p = 0,004645; b3: p = 0,031105; b4: p =
0,001177; b5: p = 0,042859; b6: p = 0,004970; b7: p = 0,017621; b8: p = 0,000276;
cl: p=0,001177; c2: p = 0,010844; c3: p = 0,000327; c4: p = 0,001370; c5: p =
0,034671; c6: p = 0,001397. Los valores del eje Y se representan en una escala
logaritmica.

El estudio inmunohistoquimico del PRCAN no mostré cambios en los casos
de EA en comparacién con el tejido cerebral sano (datos no mostrados).
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5.2.1.4. Expresion diferencial de los genes CD44v3, neuropilina, SRGN
y TGFBR3

El estudio de los niveles de transcripcion de los genes codificantes de los
HSPGs a tiempo parcial o “part time” HPSGs y de la SRGN mediante gRT-PCR
mostré que todos ellos se expresaban en el tejido, pero con algunas variaciones
relevantes. Las alteraciones que fueron estadisticamente significativas se
muestran en la (Figura 22). Los genes CD44v3 y NRP1 se subexpresaron de
manera significativa en la mayoria de las areas analizadas del cerebro y para
casi todas las etapas de la EA. Ademas, el gen TGFBR3 mostrd una regulacion
significativamente negativa a nivel del palido y el cerebelo para todas las etapas
de la EA. Por el contrario, hemos identificado una sobreexpresion significativa y
consistente de SRGN en casi todas las areas analizadas para cerebros con EA
moderada y severa.
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Figura 22. Transcripcion diferencial de CD44v3, neuropilina, serglicina y
TGFBR3 en casos de EA. La abundancia relativa para los controles (barras negras),
EA leve (barras gris oscuro), EA moderada (barras gris claro) y EA severa (barras
blancas) se representan en una escala logaritmica para cada gen analizado y las
extensiones representan desviaciones estandar (limite superior mostrado). Se destacan
los genes y las zonas que muestran diferencias significativas en sus niveles de
transcripcién. al: p = 0,001592; a2: p = 0,002853; a3: p = 0,007399; a4: p =
0,002853; a5: p = 0,000536; a6: p = 0,010844; a7: p = 0,004337; a8: p = 0,041627;
a9: p = 0,047531; al0: p = 0,022232; all: p = 0,000629; al12: p = 0,012275; al3:
p = 0,009563; al4: p = 0,039186; al5: p = 0,010844; al6: p = 0,000196; bl: p =
0,002162; b2: p = 0,000655; b3: p = 0,008972; b4: p = 0,009844; b5: p = 0,023096;
b6: p = 0,000805; b7: p = 0,002611; b8: p = 0,007599; b9: p = 0,002162; b10: p =
0,000655; b1l: p = 0,002162; bl2: p = 0,000655; cl1: p = 0,017621; c2: p =
0,000536; c3: p = 0,000455; c4: p = 0,000536; ¢c5: p = 0,000327; c6: p = 0,000536;
c7: p = 0,000536; c8: p = 0,006491; c9: p = 0,000233; d1: p = 0,001177; d2: p =
0,000196; d3: p = 0,004970; d4: p = 0,001592; d5: p = 0,024908; d6: p = 0,001370;
d7: p =0,004566; d8: p = 0,002254. Los valores del eje Y se representan en una escala
logaritmica.
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La IHQ mostro la presencia de una inmunoexpresion débil a moderada de
NRP1 en el neurdpilo y en algunas neuronas de la neocorteza con pre-ONFs y
con ONFs, asi como en PNs. La IHQ contra SRGN mostré una inmunoexpresion
de moderada a fuerte en los tres tipos de lesiones de la EA (Figura 23). La IHQ
realizada contra la proteina TGFBR3 no identificé cambios en los casos de EA en
comparacién con el tejido cerebral sano (datos no mostrados).
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Figura 23. Tincion IHQ de neuropilina y SRGN en la neocorteza cerebral (I6bulo
temporal) en casos de EA. (A) No hay expresion relevante de neuropilina (A1) o SRGN
(A2) en neuronas y células gliales en muestras de cerebro de control. (B) Aumento de
débil a moderado de neuropilina en el neurdpilo y en algunas neuronas de la corteza
con enredos y enredos neurofibrilares (flechas blancas) en comparacién con los
controles. (C, D) Aumento moderado de neuropilina en NP (flechas negras). (E, F)
Inmunoexpresion de SRGN de moderada a fuerte en algunas neuronas de la corteza con
enredos y enredos neurofibrilares (flechas blancas). La imagen insertada muestra una
neurona atroéfica con positividad intracitoplasmatica moderada para neuropilina. (G) Los
NP son muy positivos para SRGN. La imagen insertada muestra un NP con grandes
depdsitos de SRGN. (H) La SRGN se deposita en las paredes de las arteriolas en AAC.
Baren A=60pum; B=20pum; C =40 um; D = 20 pym; E-G = 60 um; H = 40 micras.

5.3. DISCUSION

Snow y sus colaboradores fueron los primeros en demostrar la presencia
de los HSPGs en los tres tipos de lesiones de la EA: PNs, AAC y ONFs mediante
el uso de IHQ (Perry et al., 1991; A D Snow et al., 1988). Varios estudios in
vitro e in vivo han demostrado que las moléculas de HS se colocalizan
preferentemente con Ap alrededor de los nlcleos densos de las PSs (Jendresen
et al., 2015; O’Callaghan et al., 2008) y se ha propuesto que la interaccion Ag-
HS es mutuamente protectora en el sentido de que Ap estd protegido de la
degradacion de la proteasa y el HS esta protegido de la degradacién de la HPSE
(Bame et al., 1997; Gupta-Bansal et al., 1995). Ademas, el trabajo realizado
durante la ultima década indica que la patologia tau puede propagarse entre
células de una manera pridnica mediada por HSPGs (Holmes & Diamond, 2014).
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En el presente estudio, nos hemos centrado en el analisis de los niveles de
expresion de los 17 genes que codifican las proteinas nucleo de los HSPGs en
diferentes etapas de la EA mediante gRT-PCR. Posteriormente, hemos
identificado en el tejido cerebral aquellas proteinas con alteraciones
significativas de sus niveles de expresidon génica mediante IHQ.

Con respecto a los HSPGs de la superficie celular (SDCs y GPCs), se sabe
poco acerca de la expresion molecular de estas familias en su conjunto en la
EA. El hallazgo mas interesante de este trabajo fue la sobreexpresién constante
de SDC4 observada en todas las areas del cerebro en muestras de todas las
etapas de la EA. La IHQ indicd la presencia de expresion leve a moderada de
SDC4 principalmente en relacidén con la patologia de tau y depdsitos de Ag.
Ademas, hemos observado que a pesar de la gran sobreexpresion de SDC4 eso
no se tradujo en una fuerte inmunoexpresién de la proteina en el tejido. Es
posible que exista algin mecanismo regulador intermedio como por ejemplo a
través de microARNs o incluso un aumento de la degradacién de la propia
proteina para justificar esa reducciéon de la concentracién a nivel histoldgico.
Aunque se ha descrito que el SDC4 estd involucrado en la endocitosis,
actualmente se sabe muy poco sobre la verdadera funcion de SDC4 en la EA.
Un trabajo publicado en los ultimos anos y que utilizé técnicas in vitro con
neuronas IPSC humanas sugirié la participacion de SDC4 en la internalizacién
celular de tau y postuld el uso de SDC4 como una nueva estrategia terapéutica
para inhibir la propagacion de la patologia tau (Usenovic et al., 2018). En
nuestro trabajo de investigacién hemos identificado una expresién variable de
los HSPGs de superficie celular en cerebros con EA segun el estadio de Braak &
Braak, lo cual estda en linea con estudios previos que han caracterizado la
presencia de estos miembros de la familia en los tres tipos de lesiones en la EA,
y que tienen un afinidad particular por el Ag fibrilar (Cui et al., 2013; Perry et
al., 1991; A D Snow et al., 1988).Como tal, se ha descrito que los SDC1-3 estan
presentes en PNs y ONFs (Jack Horssen et al., 2001; J van Horssen et al., 2003;
Verbeek et al., 1999), lo que respalda nuestros datos en relacién con SDC1,
ademas de que nuestros resultados afiaden que SDC2 también esta presente
en AAC. En este sentido, este trabajo también encontré que SDC4 esta presente
en los tres tipos de lesiones de la EA. Recientemente se ha descrito que los
SDCs participan directamente en la EA preferentemente en los procesos de
internalizacion celular, acumulacion intraneuronal y fibrilacidon de beta amiloide
(Letoha et al., 2019).

En cuanto a los GPCs, cabe destacar la regulacion a la baja de la mayoria
de estos genes en el claustrum y la sobreexpresion de GPC1, GPC2 y GPC3 en
las areas limbicas del cerebro, mas notablemente en las etapas severas de la
EA. Varios estudios han demostrado la participacion de GPC1 en la EA,
habiéndose localizado GPC1 en placas amiloides cerebrales, asi como en ONFs
(Verbeek et al., 1999; N. Watanabe et al., 2004). Ademas, articulos previos han
descrito la presencia de GPC1 y SDC3 en la glia y asociados con depdsitos de
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amiloide préximos al sitio de acumulacion de HS. Este resultado es consistente
con el hallazgo de nuestro trabajo en relacidon con la expresion de HSPGs y su
incremento en neuronas y glia de pacientes con EA, lo que respaldaria alin mas
la idea de que los HSPGs codepositados con placas amiloides pueden derivarse
de las células cerebrales (neuronas y glia) y que pueden producirse en respuesta
a la acumulacién de Ap (O’Callaghan et al., 2008; Su et al., 1992). La mayoria
de los hallazgos de las investigaciones publicadas sobre la localizacién tisular de
los HSPGs de la superficie celular en cerebros con EA se han resumido en una
revision relativamente reciente (G. L. Zhang et al., 2014). En este sentido,
hemos intentado mejorar el conocimiento disponible sobre la localizacién de los
HSPGs de superficie celular previamente no bien caracterizados en la EA
mediante la realizacién de IHQ para SDC4, GPC4 y GPC6.

Con respecto a los MEC HSPGs, la mayoria de los cambios se observaron
en el drea limbica, particularmente en la region transentorrinal y el hipocampo,
como se describié previamente. Se ha descrito que tanto la AGRN como el
COL18A1 estan involucrados en los tres tipos de lesiones de la EA (J van Horssen
et al., 2003). Aunque algunos articulos han sefialado la presencia de PRCAN en
PNs, ONFs y paredes vasculares con amiloide, otros, incluido este estudio, no
han podido confirmar estas observaciones utilizando anticuerpos monoclonales
contra la proteina central del PRCAN (Cui et al., 2013; A D Snow et al., 1988;
Verbeek et al., 1999). Ademas, estudios recientes han demostrado que los
HSPGs se acumulan preferentemente alrededor de los nucleos densos de las
PNs pero permanecen en gran parte ausentes en las placas difusas (O’Callaghan
et al., 2008).

En relacidn con los HSPG “a tiempo parcial” en la EA, se han publicado muy
pocos datos previamente. Un hallazgo interesante de nuestro trabajo es la
subexpresion significativa de CD44v3 y NRP1 en casi todas las areas del cerebro
analizadas. Sin embargo, otros investigadores han descrito que en muestras de
hipocampo, la expresidon de CD44v3 fue significativamente mayor en pacientes
con EA en comparacion con los controles (Pinner et al., 2017). En cuanto a
NRP1, hasta donde sabemos, no se han publicado informes anteriores sobre
este HPSGs y la EA. Aunque se encontré que NRP1 estaba mayoritariamente
regulado a la baja, la IHQ indicé la acumulacidon de NRP1 en neuronas
degeneradas, en el neurdpilo y en PNs. Vale la pena sefalar que NRP1 es un
receptor de semaforina 3A, y la acumulacion de una forma internalizada de esta
molécula se asocia con la degeneracion de neuronas en zonas vulnerables del
hipocampo durante la EA (Good et al., 2004). TFGBR3, asi como PRCAN vy otros,
se considera un PG derivado de células vasculares (A. D. Snow et al., 1995).
Los cambios significativos observados en nuestro estudio para TGFBR fueron
principalmente en términos de regulacion a la baja. Un estudio anterior detecté
que TGFBR3 estaba regulado al alza en la EA familiar, mientras que estaba
marcado a la baja en los fibroblastos esporadicos de la EA. Ademads, esta
expresion diferencial de TGFBR3 en la EA familiar y en células esporadicas de
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EA se asocié con fases avanzadas de la EA (Bellucci et al., 2007; Hu et al.,
2015).

SRGN, el Unico HSPG intracelular, se encuentra en los granulos de los
mastocitos de tipo tejido conectivo, donde la alta carga negativa de sus cadenas
de HS facilita el empaquetamiento de proteasas cargadas positivamente,
histamina y otros mediadores inflamatorios (Kolset & Pejler, 2011). En nuestro
trabajo hemos demostrado, por primera vez, la presencia de SRGN en los tres
tipos de lesiones de la EA. Ademas, también describimos una sobreexpresion
significativa y constante de SRGN en casi todas las areas del cerebro con EA
moderada y grave. Se ha descrito que el HS se une y afecta la agregacion, la
internalizacion intracelular y el aclaramiento de tau y APP (Cui et al., 2013).
Ademas, el HS mejora y estabiliza la formacidn de fibrillas de AB, dependiendo
del grado de sulfatacion de las cadenas de HS (Bruinsma et al., 2010). Ademas,
varios estudios han demostrado que la heparina puede promover la fosforilacion
de tau por las proteinas quinasas, lo que evita que la tau se una a los
microtubulos e induce el rapido desensamblaje de los microtubulos de una
manera dependiente de la sulfatacién (Goedert et al., 1996; Pérez et al., 1996).
En un estudio mas profundo, Sepulveda-Diaz et al. encontraron que la enzima
heparan sulfato 3-0O-sulfotransferasa 2 (HS3ST2) se expresa
predominantemente en neuronas. Observaron que el gen HS3ST2 se
sobreexpresaba en el hipocampo de los cerebros con EA en comparacién con los
controles, donde generaba dominios poco frecuentes 3-O-sulfatados en las
cadenas de HS. Ademas, al interactuar con tau a nivel intracelular, sus hallazgos
indican por tanto que los dominios de heparan sulfato 3-0O-sulfatados producidos
por HS3ST2 podrian actuar como chaperonas moleculares que permitiesen la
fosforilacion anormal de tau (Sepulveda-Diaz et al., 2015). En este sentido,
teniendo en cuenta que SRGN es el Unico HSPG intracelular, esta molécula
podria desempenar un papel central en la estabilizacion y progresion de la EA a
través de los dominios 3-O-sulfatados en sus cadenas de HS. Sin embargo, la
falta de tecnologia para cuantificar el grupo 3-O-sulfato y la dificultad de obtener
grandes cantidades de HS para hacer analisis estructurales, dificultan los
intentos de establecer la verdadera prevalencia de 3-O-sulfatacion en las
cadenas HS de cada HSPG (Thacker et al., 2014).

Aunque los HSPGs son proteinas de la MEC o de la superficie celular, se ha
detectado alguna inmunoexpresion positiva en el citoplasma. Esto podria
deberse a las funciones respectivas de la proteina central de los HSPGs vy la
especificidad de la estructura de la cadena de HS para la endocitosis, los eventos
de sefalizacién intracelular involucrados en la invaginacion de la membrana
dependiente de los HSPGs y la formacidon de vesiculas, asi como los efectos
bioldgicos de los ligandos internalizados (Christianson & Belting, 2014).

En nuestra opinion, la falta de progreso en el tratamiento de la EA podria
verse influida por el hecho de que los estudios apenas han estimado las
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propiedades funcionales o estructurales de las moléculas de HS en la EA
(Aprahamian et al., 2013; Alan David Snow et al., 2021). En este sentido,
considerando que la interaccion HS-Ap contribuye en todas las etapas de la
patogénesis de ApB en la EA, incluida la produccién, el aclaramiento, la
acumulacién, la agregacién y la toxicidad, parece racional suponer que la
interferencia en la interaccion HS-ApB podria tener multiples efectos beneficios.

En conclusion, las alteraciones en los niveles de algunas proteinas nucleo
de los HSPGs se asocian con lesiones tipicas de la EA, tales como los ONFs, PNs
y AAC. Por tanto, concluimos que subtipos especificos de HSPGs pueden tener
diferentes roles en cuanto a la patogenia de las distintas lesiones de EA,
especialmente para SDC4 y SRGN, cuyos niveles transcripcionales se
encuentran incrementados incluso en aquellas areas que aun no presentan
lesiones histoldgicas de EA, destacando ambas como potenciales inductores de
la enfermedad.
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5.4. PERSPECTIVA

Perspective

Heparan sulfate proteoglycans

as possible diagnostic molecular
tools with therapeutic potential in
Alzheimer’s disease

Ivan Fernandez-Vega', Laura Lorente-Gea, Carla Martin, Luis M. Quirés

Importance of dementia and Alzheimer’s
disease (AD): On Earth, there is a “country”
that we call Dementia with around 50
million inhabitants and an estimated global
economic cost of US $1 trillion (Wimo et
al., 2017). AD may contribute to 60-70% of
cases, with other major forms of dementia
being vascular dementia, dementia with
Lewy bodies and a group of diseases that
contribute to frontotemporal dementia.
However, the boundaries between different
forms of dementia are indistinct and mixed
forms often co-exist, which are only confirmed
after postmortem neuropathological studies
{Fernandez-Vega et al., 2015).

Alzheimer’s disease is a debilitating
neurodegenerative disorder with three cardinal
histopathologic changes: beta-amyloid protein
(AB) deposits in the form of neuritic plaques
(NPs), cerebral amyloid angiopathy, which
presents as microvascular plaques of AB and
neurofibrillary tangles (NFTs). Tau protein
becomes hyperphosphorylated and is therefore
unable to bind to microtubules, which results
in the production of paired helical filaments, a
building unit of NFTs. After more than a century
since the first diagnosis of AD was made, there
is still no treatment available to cure AD or to
alter the progressive deterioration of patients.
The current diagnosis of AD is based principally
on the assessment of a patient’s cognitive state
and behavior, supported by molecular tools to
quantify biomarkers (AR peptides, neurogranin,
polymorphic aggregated AB species, Tau
aggregates, hyperphosphorylated Tau, APP, and
monocyte chemoattractant protein-1) in blood
and cerebrospinal fluid. However, despite the
great amount of research effort and resources
focused on the development of molecular
tools and techniques for the identification
and quantification of new biomarkers, this has
resulted in few meaningful changes in routine
clinical diagnosis or treatment in the last few
decades. As such, it seems time to change
the research focus towards new possible
therapeutic targets and molecular pathways
such as heparan sulfate proteoglycans (HSPGs)
and their catalytic enzyme heparanase (HPSE).

Heparan sulfate proteoglycans: The
proteoglycans are a family of complex
macromolecules consisting of a protein
core to which several heparan sulfate (HS)
glycosaminoglycan (GAG) chains are covalently
attached. The functions of HSPGs ultimately
rely on the fine structure of these chains.
The cell surface HSPGs are membrane-
spanning syndecans (SDCs) and lipid-anchored
glypicans (GPCs) and the matrix-associated
HSPGs are agrin (AGRN), collagen type XVIII
(COL18A1) and perlecan (PRCAN), and they

are also present in the secretory vesicles, i.e.,
serglycin (SRGN). The binding sites for many
different ligands, such as growth factors,
enzymes, cytokines, chemokines, and ECM, are
defined by specific sets of variably modified
disaccharides. Because of these interactions, HS
is also involved in many physiological functions
and pathologies including amyloid diseases,
inflammation, infectious diseases, cancer and
neurodegeneration (Garcia et al., 2014; Vega IF
etal., 2014).

Previous studies have found the variable
expression of four distinct classes of PGs
and GAGs associated with NFTs, NPs and
cerebral amyloid angiopathy. Keratan sulfate
proteoglycans, dermatan sulfate proteoglycans,
and chondroitin sulfate are found only in the
periphery of senile plagues {non-specific to AD),
whereas HSPGs are associated with all three
types of AD lesion, suggesting that this latter
class has an important role in the formation
and persistence of lesions (van Horssen et al.,
2003).

Heparan sulfate proteoglycans and
heparaneses in AD: Substantial scientific
evidence exists that highlights the important
roles played by HSPGs in the etiology of AD.
HSPGs have been co-localized with both
hyperphosphorylated Tau in NFTs and AB in
NPs. Furthermore, previous work has suggested
that HSPGs may promote AB or Tau fibrillization
and described HS-AB interaction as mutually
protective, i.e., AB is protected from protease
degradation and HS is protected from the
action of HPSE, an endo-D-glucuronidase
that cleaves specific linkages in the structure
of HS (van Horssen et al., 2003). Other
published data have pointed out that the HS-
AR interaction contributes to every stage of
pathogenesis in AD, including production,
clearance, accumulation, aggregation, and the
toxic action of AR (van Horssen et al., 2002; Cui
et al., 2013), while work over the last decade
indicates that Tau can propagate aggregates
between cells in a prion-like manner mediated
by HSPGs (Holmes and Diamond, 2014).

We have previously observed the overexpression
of HPSE and its natural competitive inhibitor
heparanase 2 (HPSE2) in neurodegenerated
areas of AD brains, closely correlated with the
Braak & Braak stage {Garcia et al., 2017). In our
most recent published work, we focused on
the analysis of the expression levels of the 17
genes that encode the core proteins of HSPGs
at different stages of AD using RT-PCR, after
which we localized certain significant proteins
in the tissue using immunohistochemistry
(Lorente-Gea et al., 2020). The most interesting
finding was the consistent overexpression of
SDC4 found in every brain area in samples from

all AD stages (mild, moderate and severe).
Immunohistochemistry indicated that the
presence of SDC4 was mainly related to Tau
pathology and AR deposits in all three types
of AD lesion. SDC4 was demonstrated to be
involved in endocytosis but very little is known
about the real function of SDC4 in AD. However,
a recently published work by Marija Usenovic
et al. using in vitro techniques with human IPSC
neurons suggested SDC4’s involvement in Tau
cellular internalization, and they postulated the
use of SDC4 as a novel therapeutic strategy to
inhibit the spread of tau pathology {Usenovic
et al., 2018). As part of our research, we also
noted a significant overexpression of SRGN in
almost all areas of AD brains and in all types of
AD lesion. In this light, considering that SRGN
is the only intracellular HSPG, this molecule
could play a central role in AD stabilization
and progression throughout the 3-O-sulfated
domains in HS chains. In addition, we also
described the presence in AD of other major
alterations in expression levels of HSPGs such as
SDC1, GPC4, GPC6 and two “part-time” HSPGs
(which can vary depending on source and
growth conditions and may or may not have
a GAG chain composed of HS), CD44v3 and
neuropilin 1 (NRP1). These |atter two molecules
were also consistently underexpressed in
every area from samples of mild AD (Figure
1). Regarding extracellular matrix HSPGs,
most changes were observed in the limbic
area, particularly the transentorhinal region
and the hippocampus, as has previously been
reported. AGRN and COL18A1 were also found
to be involved in all three types of AD lesion.
Although some articles have pointed to the
presence of PRCAN in NPs, NFTs, and amyloid-
laden vessels, others, including this study, have
been unable to confirm these observations
using monoclonal antibodies against the core
protein of PRCAN. Overall, HSPG core proteins
suffer precise alterations in their levels of
expression (overexpression of SDC4+SRGN
and underexpression of CD44v3+NRP1) that
could be implemented as biomarkers to better
diagnosis suspected cases of AD either on
cerebrospinal fluid or blood samples. However,
further studies should be performed to check
the specificity of these alterations to AD
and rule out their occurrence in other brain
diseases as well. That said, these results may
well point to a new research line in the search
for an alternative therapeutic strategy against
AD.

HSPGs and HPSEs play a crucial role in AD
pathogenesis. While HPSE activity may help
to halt the progression of the disease by
breaking down AB-HS deposits or blocking Tau
intracellular fibril formation and propagation,
HPSE2 appears to act as an inhibitor of HPSE.
This blocking of HPSE by HPSE2 may interfere
with its hypothetic beneficial role in stopping
AD pathogenesis (Lorente-Gea et al.,, 2017).
In this scenario, it is possible that the lack
of progress in AD investigation may be a
consequence of the underestimation of the
structural and molecular roles of HS molecules
in AD pathogenesis. In this regard, considering
that HS-AB interaction contributes to every
stage of AR pathogenesis in AD, it seems
reasonable to hypothesize that interfering
in the HS-AB interaction could have multiple
beneficial effects. In this vein, in our latest
work we were able to identify SDC4 and SRGN
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Figure 1 | Schematic representation of the principle alterations of HSPG core proteins in AD.

{A) Significant HSPG molecular modifications detected by RT-PCRin early stages of AD. {B) HSPG core
proteins co-localized in neuritic plagues, neurofibrillary tangles and cerebral amyloid angiopathy. AD:
Alzheimer's disease; GPC: glypican; HSPG: heparan sulfate proteoglycans; NRPL: neuropilin 1; RT-PCR:
reverse transcription-polymerase chain reaction; SDC: syndecan; SRGN: serglycin.

as the HSPGs molecules that were most often
altered in every stage of AD. Although further
research is needed in this field, the information
above could lead to the development of novel
insights inte AD pathogenesis and may lead
to the development of innovative therapeutic
strategies.

For example, HS-protein interactions and
specific motifs on HS chains are emerging as
potential therapeutic targets in AD. To this end,
we hriefly describe here some of the most
promising therapeutic findings using HSPGs
against AD. In experiments using zehrafish,
the role of HS has been targeted through two
different approaches. HS antagonists {surfen
and oxalyl surfen) have been identified as
efficient therapeutic candidates for 3-O-sulfated
HS and 6-O-sulfated HS motifs in tau pathology,
known to be critical for tau seed internalization
{Alavi Naini and Soussi-Yanicostas, 2018). On
the other hand, targeting pathelogical tau
proteins via immunotherapy also appears
to be a promising strategy for the disease-
modifying treatment of AD. To this effect, the
administration of exogenous antibodies {passive
immunctherapy) such as DCSES against the
microtubule binding domain containing DCSES
epitopes and HSPGs on the neuron surface,
has shown in animals to block cell-to-cell
propagation of tau by preventing the neurcnal
internalization of extracellular tau, {Weisova
et al., 2019). Specific cdlinical trials are ongoing
using hoth these approaches.

As cutlined above, HSPG and HPSEs play
significant and multifactorial roles in the
pathogenesis of AD. Additional studies,
however, remain tc be performed to
further clarify the roles of SDC4, SRGN
and many other HSPGs invelved in AD
pathology. Although specific HSPGs have
been immunchistochemically localized in
the principle histological lesions of AD, their
biechemical isolation from these structures,
which would allow for the identification of
the number of GAG chains and the extent
and position of GAG sulfation, has yet to be
performed. This determination of the chemical
structure of HSPG is a necessary step toward a
complete understanding of the roles of HSPG
in the etiology of AD. It may also facilitate
the discovery of possible alterations in HSPG
metabelism in AD and resclve apparent
discrepancies in the immunchistochemical
localization of HSPG core proteins in cardinal

histopatholegical lesions in AD.

Conclusion: Specific alterations in HSPGs and
HPSEs have been described in recent years
that support the idea that these molecules
play a crucial role in AD pathogenesis.
However, a deeper understanding of the
chemical structure of HSPGs would assist in the
development of rational, targeted therapeutic
strategies to combat AD, the most frequent
neurcdegenerative disease. Preliminary
studies are currently ongoing in our laboratory
concerning the hiochemical determination
of the chemical structure of HSPGs in order
to better understand their roles in AD
pathogenesis. In conclusion, we have shown
briefly here several novel insights concerning
HSPGs in AD pathogenesis that might lead
to the development of additional diagnostic
biomarkers and strengthen new innovative
therapeutic strategies.

Ivan Fernandez-Vega',

Laura Lorente-Gea, Carla Martin,
Luis M. Quirés

Department of Pathology, Hospital Universitario
Central de Asturias; Biobank of Principality

of Asturias, Health Research Institute of the
Principality of Asturias, Oviedo, Spain
{Fernédndez-Vega I}

Department of Pathology, Hospital Universitario
de Araba-Txagorritxu; Biobanco Vasco parala
Investigacién {O+eHun), Brain Bank, Hospital
Universitario, Vitoria, Spain {Fernéandez-Vega |,
Lorente-Gea L)

Instituto Universitario Fernandez-Vega, Oviedo,
Spain (Fernéndez-Vega |, Martin C, Quirds LM)
Department of Functional Biology, University of
Oviedo, Spain {(Quirds LM)

*Correspondence to: Ivén Fernandez-Vega, MD,
PhD, ivan_fernandez_vega@hotmail .com.
https://orcid.org /0000-000

{lvén Fernandez-Vega)

Received: June 7, 2020

Peer review started: August 4, 2020

Accepted: September 17, 2020

Published online: 2020

https://doi.org/10.4103/

How to cite this article: Fermdndez-Vega f,
Lorente-Gea L, Martin €, Quirds LM (2021)
Heparan sulfate proteoglycans as possible
diagnostic molecufar tools with therapeutic

2 | NEURAL REGENERATION RESEARCH | Vol 16 | No.xx | xx 2021

License Agreement has been signed by all authors
before publication.

Plagiarism check: Checked twice by iThenticate.
Peer review: Externally peer reviewed.

Open access statement: This (s an gpen access
Journal, and articles are distributed under the
terms of the Creative Commons Attribution-
NonCommercial-ShareAlike 4.0 License, which
alfows others to remix, tweak, and build upon the
work non-commercially, as fong as appropriate
credit is given and the new creations are ficensed
under the identical terms.

Open peer reviewer: Horng Xu, University of
Pennsylvania, USA.

Additional file: Open peer review report 1.

References

Alavi Naini Sh, Soussi-Yanicostas N (2018) Heparan sulfate as
a therapeutic target in tauopathies: insights from zebrafish.
Front Cell Dev Biol 6:163.

Cui H, Freeman C, Jacobson GA, Small DH (2013) Proteoglhytans
in the central nervous system: role in development, neural
repair, and Alzheimer’s disease. |UBMB Life 65:108-120.

Fernandez-vega |, Ruiz-Ojeda J, Juste RA, Geijo M, Zarranz
11, Sanchez Menoyo 1L, Vicente-Etxenausia |, Mediavilla-
Garcia J, Guerra-Merino | {2015) Coexistence of mixed
phenotype Creutzfeldt-lakob disease, Lewy body disease
and argyrophilic grain disease plus histological features of
possible Alzheimer’s disease: 8 multi-protein disorder in an
autopsy case. Neuropathology 35:56-63.

Garcia B, Martin C, Garcia-Suarez O, Muniz-Alonso B, Ordiales
H, Fernandez-Menendez S, Santos-Juanes J, Lorente-Gea
L, Castanon S, Vicente-Etxenausia |, Pina Batista KM, Ruiz-
Diaz |, Caballero-Martinez MC, Merayo-Lloves J, Guerra-
Merino |, Quiros LM, Fernandez-vega | (2017) Upregulated
expression of heparanase and heparanase 2 in the brains
of Alzheimer’s disease. ] Alzheimers Dis 58:185-192.

Garcla B, Ferndndez-vega |, Garcla-Sudrez O, Castafdn S,
Quirds LM {2014) The role of heparan sulfate proteoglhytans
in bacterial infections. J Med Microb Diagh 3:157.

Holmes BB, Diamond MI (2014) Prion-like properties of
Tau protein: the importance of extracellular Tau as a
therapeutic target. | Biol Chem 289:19855-19861.

Lorente-Gea L, Garcia B, Martin C, Quiros LM, Fernandez-Vega |
(2017) Heparan sulfate proteoglycans and heparanases
in Alzheimer’s disease: current outlook and potential
therapeutic targets. Neural Regen Res 12:914-915.

Lorente-Gea L, Garcia B, Martin C, Ordiales H, Garcia-Suarez 0,
Pina-Batista KM, Merayo-Lloves J, Quiros LM, Fernandez-
Vega | (2020) Heparan sulfate proteoglycans undergo
differential expression alterations in Alzheimer disease
brains. ) Neuropathol Exp Neurol 79:474-483.

Usenovic M, Suon S, Gretzula CA, Parmentier-Batteur S (2018)
Novel targets for blocking the uptake of tau oligomers in
hipse neurons. Alzheimers Dement 14:P1140-P1141,

van Horssen J, Wesseling P, van den Heuvel LB, de Waal RV,
Verbeek MM (2003) Heparan sulphate proteoglycans in
Alzheimer’s disease and amyloid-related disorders. Lancet
Neurol 2:482-432.

van Horssen J, Kleinnijenhuis J, Maass CN, Rensink AA, Otte-
Holler |, David G, van den Heuvel LP, Wesseling P, de Waal
RM, Verbeek MM (2002) Accumulation of heparan sulfate
proteoglycans in cerebellar senile plagues. Neurobiol Aging
23:537-545.

Vega IF GB, Sudrez OG, Castandn S, Quirds LM (2014)
Alterations of heparan sulfate proteoglycans in cancer. |
Glycobiol 3:1-6.

‘Weisova P, Cehlar O, Skrabana R, Zilkova M, Filipcik P, Kovacech
B, Preina M, Wojtiakova L, Fialova L, Smolek T, Kontsekova
E, Zilka N, Nowvak M (2019) Therapeutic antibody
targeting microtubule-binding domain prevents neuronal
internalization of extracellular tau via masking neuron
surface proteoglycans. Acta Neuropathol Commun 7:129.

Wimo A Guerchet M, Ali GC, Wu YT, Prina AW, Winblad B,
Jonsson L, Liu Z, Prince M (2017) The worldwide costs of
dementia 2015 and comparisons with 2010. Alzheimers
Dement 13:1-7.

P-Reviewer Xu H; C-Editors Zhoo M, Qiu Y, T-Editor fio Y

80



6. CONCLUSIONES







Conclusiones

. El andlisis de las alteraciones en los niveles de transcripcién de los genes
de las HPSEs y las proteinas nucleo de los HSPGs en la region
transentorrinal, hipocampo anterior, hipocampo posterior, claustrum,
cisura calcarina, globo palido y cerebelo en pacientes de EA leves,
moderados y severos mostro alteraciones relevantes en la mayor parte de
los casos.

. El estudio de los niveles de expresion de las HPSEs identificd una intensa
sobreexpresion de HPSE y HPSE2 preferentemente en el sistema limbico
y neocodrtex de enfermos con EA y en su mayoria dependientes del estadio
Braak & Braak. Cabe resaltar que la HPSE se subexpresd en el nucleo
palido y la HPSE2 se sobreexpreso significativamente a nivel del cerebelo,
una estructura aparentemente poco afectada en la EA.

. El estudio inmunohistoquimico mostré la presencia de HPSE y HPSE2 en
relacion con las principales lesiones histopatoldgicas de la EA, a destacar
los ONFs y PNs. La expresion de HPSE a nivel de las PNs fue
preferentemente en aquellas con nucleos fragmentados.

. El estudio de los niveles de expresion de las proteinas nicleo de los HSPGs
mostro alteraciones en su mayoria dependientes del estadio Braak & Braak
y que se describen a continuacién:

a. En la familia de los SDCs, los niveles de expresién de SDC2 y SDC3
se alteraron al alza preferentemente en casos de EA leve y
moderado. El SDC1 fue el SDC con menos niveles de expresion en
el tejido y sin alteraciones significativas en comparaciéon con los
cerebros control. Cabe destacar como hecho relevante que se
identificd una sobreexpresién constante de SDC4 en todas las areas
y en todos los estadios de los cerebros con EA.

b. En la familia de los GPCs, se subexpresaron significativamente en el
claustrum vy, el GPC1, GPC5 y GPC6 lo hicieron también a nivel del
cerebelo. Curiosamente, el GPC1, el GPC2 y el GPC3 se
sobreexpresaron en areas limbicas del cerebro, mas notablemente
en las etapas severas de la EA. Por otra parte, el GPC2 y el GPC4
mostraron menos alteraciones significativas en sus niveles de
transcripcion en la EA que otros miembros de la familia.

c. En general, los genes de los HSPGs de MEC mostraron menos
alteraciones que los HSPGs de superficie celular. La mayoria
tendieron a subexpresarse especialmente a nivel del claustrum vy el
cerebelo. Destacd una sobreexpresién del COL18A1
preferentemente en el sistema limbico de casos avanzados de EA.

d. En relacion con los HSPGs a tiempo parcial, se identificd que los
genes CD44v3 y NRP1 se subexpresaron de manera significativa en
la mayoria de las areas analizadas del cerebro y para casi todas las
etapas de la EA. Para el caso del gen TGFBR3 la subexpresion fue
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mas restringida a nivel del palido y el cerebelo. Por el contrario, se
identificd una sobreexpresion significativa y consistente de SRGN en
casi todas las areas analizadas para cerebros con EA moderada y
severa.

5. El estudio inmunohistoquimico realizado a las proteinas nucleo de los
HSPGs mayormente alterados mostré como hechos relevantes:

a.

En la familia de los SDCs, una inmunoexpresion del SDC4 débil a
moderada en el neurdpilo y en los tres tipos de lesiones
caracteristicas de EA que incluyen PNs, ONFs y AAC.

En la familia de los GPCs, una inmunoexpresién débil a moderada
de GPC4 y GPC6 en neuronas principalmente en relaciéon con pre-
ONFs y ONFs. Se detectaron ademas depdsitos de GPC4 en las
paredes de las arteriolas con AAC y de GPC6 a nivel de las PNs.

Para los HSPGs de la MEC, el estudio inmunohistoquimico del PRCAN
no mostrdé cambios en los casos de EA en comparacion con el tejido
cerebral sano.

Para los HSPGs a tiempo parcial, se observé una inmunoexpresion
débil a moderada de NRP1 en el neurdpilo y en algunas neuronas de
la neocorteza con pre-ONFs y con ONFs, asi como en PNs. Como
hecho relevante cabe destacar que se observd una inmunoexpresion
mayormente intensa para SRGN en los tres tipos de lesiones
histopatoldgicas caracteristicas de la EA.

6. Se han identificado alteraciones en los niveles de expresién de las HPSEs
y de las proteinas nucleo de los HSPGs a nivel del cerebelo, una estructura
aparentemente preservada en la EA.
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Abstract.

Background: Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) promote amyloid-f3 peptide and tau fibrillization in Alzheimer’s
disease (AD) and provide resistance against proteolytic breakdown. Heparanase (HPSE) is the only enzyme that cleaves
heparan sulfate (HS). Heparanase 2 (HPSE2) lacks HS-degrading activity, although it is able to interact with HS with high
affinity.

Objective: To analyze HPSE and HPSE2 expressions at different stages of AD.

Methods: RT-PCR was used to analyze transcription levels of both heparanases at different stages of AD, and immunohis-
tochemistry was performed to localize each one in different parts of the brain.

Results: Both proteins appeared overexpressed at different stages of AD. Immunohistochemistry indicated that the presence
of the heparanases was related to AD pathology, with intracellular deposits found in degenerated neurons. At the extracellular
level, HPSE was observed only in neuritic plaques with a fragmented core, while HPSE2 appeared in those with compact
cores as well.

Conclusion: Given the involvement of HSPGs in AD pathology, there would seem to be a relationship between the regulation
of heparanase expression, the features of the disease, and a possible therapeutic alternative.
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INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is the most com-
mon neurodegenerative disease, and the main cause
of dementia in older people worldwide. AD is
characterized by progressive loss of memory and cog-
nitive dysfunction. The disease inexorably leads to
death, with patients usually dying of complications
of chronic illness [1, 2]. AD is proteinopathy-
driven, principally by two types of abnormal protein
deposition in the human brain: the extracellular accu-
mulation of cytotoxic amyloid-8 peptide (AR) in
senile plaques, and the intracellular accumulation of
hyperphosphorylated forms of a microtubule asso-
ciated protein tau, in neurofibrillary tangles [3, 4].
Little to date is known of how these plaques trig-
ger the onset of neurodegeneration. However, it is
thought that heparan sulfate proteoglycans (HSPGs)
may, on the one hand, promote AR or tau fib-
rillization, and, on the other, provide resistance
against proteolytic breakdown [5]. In addition to
AR, the most common AD-related subtype of senile
plaques, called neuritic plaques (NPs), also contain
accessory molecules, such as heparan sulfate (HS),
apolipoprotein E, serum amyloid-P component, and
al-antichymotrypsin. Previous data indicates that
the HS-APR interaction contributes to every stage of
pathogenesis in AD, including production, clearance,
accumulation, aggregation, and toxicity of AR [6-8].

Heparanase (HPSE) is an endo-3-D-glucuronidase
that cleaves specific linkages in the structure of HS,
yielding biologically active fragments [9]. By alter-
ing HSPGs on the cell surface, HPSE is thought
to regulate the cellular response to external stimuli
[10]. HPSE develops multiple functions in cancer,
mflammation, infections, diabetes, and atherosclero-
sis[11-17], and in terms of neurodegeneration, recent
studies have shown that overexpression of HPSE low-
ers the amyloid burden in transgenic mouse models
of AD [18]. Heparanase 2 (HPSE2) is a homologue
of HPSE that lacks HS-degrading activity, although it
is able to interact with HS with high affinity [19, 20].
HPSE2 could act as a natural competitive inhibitor
of HPSE due to is ability to associate with HPSE,
and it appears, to modulate its enzymatic activity and
signaling properties [14, 19].

In this study, we investigate for the first time the
expression of two genes encoding heparanases in dif-
ferent stages of AD, using human brain tissue from
different brain areas, principally following the Braak
& Braak classification [21].

B. Garcia et al. / Heparanases Overexpression in Alzheimer’s Disease

MATERIALS AND METHODS
Materials

The following materials were purchased from the
manufacturers indicated: RNeasy Kit and RNase-
Free DNase from Qiagen (Hilden, Germany);
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit and
PowerSYBR Green PCR Master Mix from Applied
Biosystems (Foster City, CA); GenElute PCR
clean-up kit and 3-3’ diaminobenzidine from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO); EnVision™ Flex/HRP and
high pH Envision FLEX targetretrieval solution from
Dako (Glostrup, Denmark). All other chemicals were
obtained from commercial sources and were of ana-
lytical grade.

The following antibodies were used in this study:
Goat anti-heparanase 1 polyclonal antibody (L-
19), which recognizes the proteolytically-processed
highly active HPSE (50 kDa active form of HPSE),
was purchased from Santa Cruz Biotechnology,
Inc. (Santa Cruz, CA) and rabbit anti-heparanase-2
polyclonal antibody, from GeneTex (Atlanta, GA).
Both primary antibodies were properly validated
as specific for the HPSE and HPSE2 proteins
[14]. Anti-rabbit (sc-2004) and anti-goat (sc-2005)
secondary antibodies were also from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Molecular Weight
of proteolytically processed highly active HPA1:
50 kDa.

Fatients and samples

Samples from 18 patients with AD and 6 controls
were collected at the Brain Biobank of the Hospital
Universitario de Araba between February 2013 and
October 2015 following approval from the same insti-
tute’s Review Board on Ethical Procedures, and after
informed consent for the research had been received
from each patient or their relatives. The diagnosis
of AD was based on morphological and immunohis-
tochemical criteria according to the most up-to-date
grading classification (NIA-RI Consensus 1997). The
characteristics of the patients studied (age, gender)
and the timing of the postmortem of each sample were
recorded (Table 1). Samples from the different brain
areas were collected following the Braak & Braak
classification [21]. Additionally, samples from basal
ganglia (pallidum) and the cerebellum were used as
an internal control, since they are assumed to not be
altered in this disease.
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Table 1
Patient characteristics and descriptive statistics
Patients
Total (N=24) Control N=6) Mild AD (N=6) Moderate AD (N =6) Severe AD (N=6)
Sex (%)
Male 7 (30) 3 (50) 117 2 (33) 117
Female 17 (70) 3 (50) 5(83) 4 (67) 5(83)
Age (Mean =+ sd) 84+11 79+16 80+£5 80+ 10 80+12
Brain Weight (g) 1128+ 111 1148 £57 1177 +26 1122331 967+ 19
Postmortem interval (h) 17£5 18+5 19+5 15+5 20+4

AD, Alzheimer’s disease; Mild AD, I-II Braak & Braak classification; Moderate AD, III-IV Braak & Braak classification; Severe AD, V-VI
Braak & Braak classification.

Total RNA isolation and cDNA synthesis The primer sequences were: HPSE (Gene ID
10855) forward 5 ATGCTCAGTTGCTCCTGGAC

To obtain the RNA, tissue fragments of between 3’, reverse 5° CTCCTAACTGCGACCCATTG 3’;
20 and 30 mg in weight were homogenized using HPSE?2 (Gene ID 60495) forward 5 caccctgatgttat-

a polytron PT 2100 (Kinematica Inc.; Bohemia, getggag 37, reverse 57 tecagageaatcageaaagtta 37,
NY), and RNA was isolated using the RNeasy A minimum four repetitions of all the gRT-PCR
kit, following the manufacturer’s specifications. To reactions were carried out in a final volume of 10 ],
ensure removal of residual contaminating DNA, sam- in accordance with the manufacturer’s specifications,
ples were subjected to treatment with RNase-free using 1 pl of the ¢cDNA dilution as template, with
DNase during the purification process itself. The 2 pl of primer pair mix (200nM final concentra-
concentration of RNA obtained was determined spec- tion) and 5.l of SYBR Green mix, assembled in
trophotometrically by measuring absorbance using 96-well microtiter plates. The plates were sealed with
a Picodrop Microliter UV/Vis spectrophotometer optical film and centrifuged at 2500rpm for 5 min
(Picodrop Limited, UK). The samples were divided before being placed in a Real-Time ABI Prism Detec-
into aliquots of 10 p.l and either used for reverse tran- tion System device (Applied Biosystems; Foster City,
scription reactions or stored at —20°C until further CA) with the following cycling conditions: 95°C for
use. 10 min, 40 cycles of 95°C for 15 s followed by 60°C

cDNA synthesis was carried out using the High for 60 s. Following the thermal cycling and data col-
Capacity ¢cDNA Transcription Kit following the lection steps, amplifier products were analyzed using
manufacturer’s guidelines. The reactions were per- a melt curve program (95°C for 1 min, 55°C for 1
formed using an iCycler IQ thermocycler (BioRad; min, then increments of 0.5°C per cycle for 80 cycles
Hercules, CA), using 2 p.g of RNA as starting mate- of 10 s each). For each amplification, the presence of
rial. The reaction products were cleaned using the a single peak with a Tm corresponding to the theo-
PCR Clean-Up GenElute kit following the manufac- retical value previously calculated was verified. Actin
turer’s instructions. Finally, the aliquots containing was included on each plate as a control gene in order
the cDNA were diluted 1:20 with water and used for to compare run variation and to normalize individual
gRT-PCR assays or stored at —20°C until use. gene expression.
gRT-PCR reactions Data analysis

In all cases, specific oligonucleotides were To calculate the efficiencies of amplification
designed on different exons or exon junctions, using for each gene we used the program LinRegPCR
the program Primer 3 (http://biotools.umassmed.edu/ (http://www.gene-quantification.de/download.html),
bioapps/primer3_www.cgi). The size of the amplicon taking the best correlation coefficient (after consid-
in all cases was between 70 and 150 base pairs and ering a minimum of 3 points within the window of
wherever possible Tm was above 77°C. The theo- linearity) and establishing the average of all positive
retical Tm for each amplicon was determined using amplifications. The expression values of the genes
the program Biomath (http://Awww.promega.com/bio of interest were calculated as (1 + efficiency) ~2¢t
math/calcl1). (relative to actin as the housekeeping gene).
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Immunohistochemisiry

Paraffin embedded tissue sections were treated
with xylene to render them diaphanous (the paraffin
being removed later by passing it through decreas-
ing alcohol concentrations until 100% water was
reached). Rehydrated sections were rinsed in phos-
phate buffered saline (PBS) containing 1% tween-20.
For the detection of HPSE2, sections were heated in
high pH Envision FLEX target retrieval solution at
65°C for 20 min and then incubated for 20 min at
room temperature in the same solution. For HPSE
detection, the final step was omitted.

Endogenous peroxidase activity (3% H20;) and
non-specific binding (33% fetal calf serum) were
blocked and the sections were incubated overnight
at 4C with primary antibodies using a 1:100 dilu-
tion. Ready to use labelled polymer-HRP (DAKO,
Spain) was used as secondary antibodies, and 3-3’
diaminobenzidine was employed as a chromogen.
Finally, samples were counterstained with hema-
toxylin, dehydrated, and mounted in Entellan®
(Merck, Germany). The sections were studied and
photographed under a light microscope (Nikon —
Eclipse 80i).

Immunohistochemisiry assessment

The protein expression levels were evaluated by
two independent experts (and in the case of disagree-
ment, a third).

Statistical analysis

A non-parametric Wilcoxon test was used for the
statistical analysis of the experiments with the level
of significance set at p<0.05. All analyses were per-
formed using the Statistics for Windows program
(Statsoft Inc.; Tulsa, OK).

RESULTS
Analysis of differential gene expression

Initially we used qRT-PCR to perform a quanti-
tative analysis of the differential transcription of the
coding genes using samples of 7 different tissue types
from various encephalic areas. Mild AD cases (I-1I
Braak & Braak classification), Moderate AD cases
(ITI-IV Braak & Braak classification), and Severe AD
cases (V-VI Braak & Braak classification) were ana-
lyzed and compared to healthy controls. The samples
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corresponded to patients of both sexes aged between
52 and 103 years. Determination of the expression of
HPSE and HPSE 2 from the different areas of AD
brains was performed by immunohistochemistry.

Differential expression of heparanase

Analysis of the transcription levels of the HPSE
gene by means of qRT-PCR detected expression
levels in all samples studied. There were statisti-
cally significant differences in alterations between
AD stages as defined by Braak & Braak staging.
Additionally, significant overexpression of HPSE
was noted in neurodegenerated areas of AD brains.
Furthermore, significant HPSE underexpression was
observed in pallidum in mild and moderate AD
brains. The cerebellum of brains at different AD
stages did not show any significant alterations in
HPSE transcription levels (Fig. 1).

Compared with healthy tissue, immunohistochem-
istry showed the presence of intracellular HPSE
deposits in atrophic neurons with neurofibrillary tan-
gles. At the extracellular level, HPSE was mainly
observed in NPs with fragmented core rather
than those with a large dense core, pointing to
the existence of a gradient of HPSE expression.
Basal ganglia and cerebellum were mostly negative
(Fig. 2).

Differential expression of heparanase 2

We analyzed the levels of transcription of HPSE2
in cerebral tissue using primers designed to detect
wild-type transcripts (HPSE2c). Analysis of the tran-
scription levels of HPSE?2 detected expression in all
samples studied. Stage-dependent (based on Braak
& Braak) statistically significant differences were
found in AD brains. Additionally, significant HPSE2
overexpression was noted, mainly in neurodegener-
ated areas of AD brains and in the cerebellum in all
AD cases. Pallidum, on the other hand, showed no
significant alterations of HPSE? transcription levels
(Fig. 1).

HPSE2 protein expression was analyzed by
immunohistochemistry, showing the presence of
intracellular HPSE2 deposits in atrophic neurons
with neurofibrillary degeneration. At the extracellu-
lar level, HPSE2 was observed in almost all NPs.
HPSE?2 was undetectable in pallidum and cerebel-
lum, although the latter showed a very mild diffuse
positivity (Fig. 3).
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Fig. 2. Immunohistochemical staining of HPSE in Alzheimer’s disease. A) Negative expression of HPSE in neurons and glial cells in control
brain samples. B, C) HPSE overexpression in neurons with neurofibrillary tangles (B) and granulovacuolar degeneration (C). D-F) NPs
showing different core size, from big to medium-sized and small (white arrows); in inverse correlation to HPSE deposits from mild (D) to
moderate (E) and high levels (F) (black arrow). Magnification 600X.

DISCUSSION

AD is a fatal progressive ncurodegencrative disor-
der mainly caused by extracellular accumulation of
AP protein in plaques, which is thought to account
for the onset of neurodegeneration. Several in vitro
studies have demonstrated the interaction of A with

HS [22, 23]. In addition, studics have demonstrated
that HS molecules are preferentially colocalized with
AP around the densc cores of senile plaques [18, 24]
and it has been proposed that AB-HS interaction is
mutually protective, in that A is protected from pro-
tease degradation and HS is protected from HPSE
degradation [22, 25]. HPSE is a multitasking protein
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Fig. 3. Immunohistochemical staining of HPSE 2 in Alzheimer’s disease. A) Negative expression of HPSE2 in neurons and glial cells in
control brain samples. B, C) HPSE2 overexpression in neurons with neurofibrillary tangles (B) and granulovacuolar degeneration (C). D-F)
NPs showing different forms of HPSE 2 deposits. Concentrated deposits in unfragmented core of NPs (D), dispersed deposits (E), and
filament-like deposits are indicated (F) (blue arrows). Magnification 600X.

characterized by involvement in enzymatic and non-
enzymatic activities. The former activity gives rise
to fragments of HSPG chains which are biologically
involved in multiple physiological and pathological
functions [9]. Thanks to the cleavage of HS, HPSE
also promotes the release and diffusion of several HS-
linked molecules, such as growth factors, cytokines,
and enzymes. In addition to degrading HS chains,
HPSE has non-enzymatic functions that trigger sev-
eral signaling pathways [26]. In the present work, we
have focused on the study of the expression levels of
2 genes which encode heparanases at different stages
of AD using RT-PCR, and then localized the proteins
in the tissue through immunohistochemistry.
Concerning HPSE, a significant overexpression
was noted in neurodegenerated areas of AD brains,
which mostly correlated well with the Braak & Braak
stage for each case. We speculate that HPSE overex-
pression in AD could be a consequence of the disease
itself, rather than being part of the cause. Under this
scenario, different brain cells would release HPSE
in order to reduce the existing AD pathology by
degrading HS chains, exposing AR deposits to degra-
dation. Many different treatment approaches have
tried to focus on inhibiting tau-aggregation or reduc-
ing AR deposits by decreasing production, preventing
aggregation, or increasing removal [27, 28]. There
have been many clinical trials for AD treatments,

and although the majority have proved inconclusive
[29-34], these treatment options continue to be pur-
sued. However, it is our view that the lack of progress
in AD treatment is due to the majority of studies hav-
ing underestimated either the functional or structural
roles of HS molecules in AD [35].

Published data indicates that intact HS chains are
required at multiple sites in order to mediate neurode-
generation, further supporting the notion that HPSE
is possibly a crucial element that may have poten-
tial treatment implications in AD [36]. Additionally,
recent experimental evidence suggests that transcel-
lular propagation of fibrillar protein aggregates drives
the progression of neurodegenerative diseases in a
prion-like manner [37]. Likewise, the mechanism by
which aggregated extracellular proteins, such as tau,
bind and enter cells to trigger intracellular fibril for-
mation occurs via HSPG binding [38]. HPSE could,
therefore, act to modulate or impede this process, as
heparinase I1I does in vifro in order to slow downneu-
rodegeneration [38]. However, there are potentially
contradictory roles that can be ascribed to HPSE in
AD: On the one hand, HPSE could impair inflamma-
tory response and macrophage-mediated clearance of
AP favoring AD progression. On the other, HPSE
could block the internalization and propagation of
pathologic tau throughout the brain [38, 39]. The sig-
nificant overexpression of HPSE in calcarine sulcus
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(neocortex) at early stages of AD could be explained
by the existence of extracellular deposits related to
fragmented NPs. Likewise, the significant underex-
pression of HPSE in the pallidum could be the result
of strong HPSE diffusion to neurodegenerative areas,
even at early stages of disease. And finally, we have
found the presence of HPSE principally in those NPs
with a fragmented core, which may possibly con-
tribute to breaking down plaques and exposing AR
to degradation [40-42].

We observed that HPSE2 was significantly over-
expressed in AD cases following neurodegeneration,
the same as HPSE, albeit with lower levels of ARNm
expression. Similar again to the findings for HPSE,
significant changes in HPSE2 were mostly AD-stage-
dependent. Histologically, HPSE2 was found to be
associated to NPs and neurofibrillary tangles. Fur-
thermore, a mild diffuse neurophilic immunostaining
wasnoted in AD-related areas and cerebellum. In this
sense, HPSE2 binds to HSPGs but, unlike HPSE,
it fails to become internalized, and remains on the
cell surface for a relatively long period of time [20].
Detailed characterization of HPSE2 at the biochem-
ical, cellular, and clinical levels is not available to
date, and its role in normal physiology and patho-
logical disorders is unclear. However, recent studies
have shown that HPSE2 is an endogenous inhibitor
of HPSE activity, likely due to its high affinity to
HS and its ability to associate physically with HPSE
[20]. In this light, HPSE2 could inhibit HPSE activ-
ity, facilitating the progression of AD pathology, by
impeding the clearance of A deposits and giving rise
to more internalization and propagation of pathologic
tau throughout the brain.

In conclusion, our study reveals details of the
behavior of both heparanases in AD, pointing to
the combined overexpression of HPSE and HPSE2,
mostly related to AD pathology. While HPSE activity
would seem to either release A3 deposits or block tau
intracellular fibril formation and propagation, HPSE2
appears to act as an inhibitor of HPSE. Finally, the
relevance, both biological and clinical, for studying
both heparanases is based on the fact that no other
molecules are capable of performing the same furc-
tion, making both enzymes an attractive potential
target for medical treatment. In this regard, consid-
ering that HS-AB interaction contributes to every
stage of the A pathogenesis in AD, including pro-
duction, clearance, accumulation, aggregation, and
toxicity, it isrational to hypothesize that interfering in
the HS-AP interaction may have multiple beneficial
effects.
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Abstract

Previous studies have reported that heparan sulfate proteoglycans
(HSPGs) promote amyloid-beta peptide and tau fibrillization in Alz-
heimer disease (AD) and provide resistance against proteolytic
breakdown. We compared the expression levels of 17 HSPG core
proteins in 18 AD cases and 6 controls. RT-PCR was used to analyze
transcription levels. Immunohistochemistry was performed to local-
ize HSPGs in the brain tissue. We detected expression of all HSPG
genes investigated. SDCI, GPC3, and CD44v3 showed the lowest
levels of expression, while SDC3 and GPCI showed the highest. Re-
markably, SDC4 and SRGN were overexpressed in most of the areas
analyzed. Immunohistochemistry revealed the presence of both
SDC4 and SRGN mostly associated with tau and amyloid-§ pathol-
ogy throughout the AD brains. In conclusion, in view of the involve-
ment of HSPGs in AD pathology, especially SDC4 and SRGN, there
would seem to be a relationship between the regulation of core pro-
tein expression and the pathological features suggesting HSPGs are
potential inducers of the disease.

Key Words: Alzheimer disease, Amyloid, Amyloid-beta (Af),
Glycosaminoglycan, Glypicans, Heparan sulfate, Syndecans.
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INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD) is the most common neurode-
generative disease. It is the main cause of dementia in older
people worldwide and, therefore, one of the greatest health-
care challenges of the 21st century. AD is characterized by ir-
reversible pathologic alterations that start during midlife,
although clinical manifestations are not usually evident until
the age of 65 years and older. AD is characterized by progres-
sive cognitive dysfunction and loss of memory. The disease
inevitably leads to death, and patients frequently die of com-
plications associated with chronic illness (1, 2). AD is princi-
pally produced by 2 types of abnormal protein deposition in
the brain: the extracellular accumulation of cytotoxic amy-
loid-f peptide (AP) in senile plaques (SPs), and the intracellu-
lar accumulation of hyper-phosphorylated forms of a
microtubule-associated protein, tau, in neurofibrillary tangles
(NFTs) (3, 4). To date, little is known of how these 2 types of
abnormal protein deposition in the human brain trigger the on-
set of neurodegeneration. The most common Alzheimer-
related subtype of SP, neuritic plaques (NPs), contains acces-
sory molecules such as heparan sulfate (HS), seram amyloid-P
component, apolipoprotein E, and o 1-antichymotrypsin. Pre-
vious work has suggested that heparan sulfate proteoglycans
(HSPGs) may promote AB or tau fibrillization and provide re-
sistance against proteolytic breakdown (5). It has, therefore,
been demonstrated that the HS-A interaction contributes to
every stage of pathogenesis in AD, including the production,
clearance, accumulation, aggregation, and toxicity of A (6-8).
Moreover, work over the last decade indicates that tau pathol-
ogy can propagate between cells in a prion-like manner that is
mediated by HSPGs (9).

The HSPG family constitutes a heterogeneous group of
complex biological macromolecules where HS glycosamino-
glycan (GAG) chains are covalently attached to a core protein
(10). HSPGs are polyanionic and have unusual hydrodynamic
volumes because of the presence of long HS chains, sulfate
groups, and uronic acids. Thus HSPGs are among the most
highly negatively charged biopolymers in nature, and varia-
tion in their sulfatation, as well as the number and length of
the chains involved, gives rise to very different biological
properties (11). The cell-surface HSPGs are 4 membrane-
spanning syndecans (SDC1-4) and 6 lipid-anchored glypicans
(GPC1-6). There are 3 secreted extracellular matrix (ECM)

© 2020 American Association of Neuropathologists, Inc. All rights reserved. 1
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TABLE. Patient Characteristics and Statistics

Patients
Total (n=24) Control (n=6) Mild AD (n=6) Moderate AD (n=6) Severe AD (n=6)

Sex (%)

Male 7 (30) 3 (50) 1(17) 2(33) 1(17)

Female 17 (70) 3 (50) 5(83) 4(67) 5(83)
Age (mean * SD) 84 *11 79 + 16 89 x5 89 x 10 80+ 12
Brain weight (grams) 1128 + 111 1148 + 57 1177 = 26 1122 + 31 967 + 19
Postmortem interval (hours) 17.+£5 18*5 195 135S 204
MMSE — — 22+£3 144 F=x3

AD, Alzheimer disease; Mild AD, I and II Braak and Braak classification; Moderate AD, ITI and I'V Braak and Braak classification; Severe AD, V and VI Braak and Braak classi-

fication; MMSE, Mini-Mental State Examination.

HSPGs: agrin (AGRN), collagen type XVIII (COL18A1), and
perlecan (PRCAN), and 1 secretory vesicle proteoglycan, ser-
glycin (SRGN). Furthermore, because the stoichiometry of
GAG chain substitution can vary depending on source and
growth conditions; there are a number of “part-time” proteo-
glycans exist, which may or may not have a GAG chain, such
as CD44v3, neuropilin (NRP1), and betaglycan (TFGBR3)
(10). The functions of HSPGs ultimately rely on the fine struc-
ture of the chains. The binding sites for a variety of ligands,
such as cytokines, chemokines, growth factors, enzymes, and
ECM, are defined by specific sets of variably modified disac-
charides. These networks of complex interactions at the mo-
lecular level mean that HSPGs participate actively in the
control of many normal physiological functions (12). Because
of these interactions, HS is also involved in many pathologies,
including inflammation, amyloid diseases, infectious diseases,
and cancer (13-18).

In a recent work performed in our laboratory, we ob-
served the overexpression of heparanase (HPSE) and hepar-
anase 2 (HPSE2) in affected areas of AD brains; the amount
of expression was closely correlated with Braak and Braak
stage (19). While HPSE cleaves specific linkages in the
structure of HS, yielding biologically active fragments,
HPSE2 is an HPSE homolog that lacks HS-degrading activ-
ity, although it is able to interact with HS with high affinity
(20). As a result of this difference, we have previously sug-
gested that HPSE2 could act as a natural competitive inhibi-
tor of HPSE due to its ability to associate with HPSE and its
apparent ability to modulate its enzymatic activity and sig-
naling properties (19).

Previous studies have found variable expression of 4
distinct classes of PGs and GAGs associated with NFTs, NPs,
and cerebral amyloid angiopathy (CAA). Keratan sulfate pro-
teoglycans, dermatan sulfate proteoglycans, and chondroitin
sulfate are found in the periphery of SPs only, whereas HSPGs
are associated with all 3 types of AD lesions (8, 21, 22). This
suggests that this latter class has an important role in the for-
mation and persistence of lesions (5). In this study, we investi-
gated the expression of HSPGs, the natural substrate of
heparanase at different stages of AD using human brain tissue
from different brain areas, primarily following the Braak and
Braak (23) classification.

2

MATERIALS AND METHODS

Materials

The following materials were purchased from the manu-
facturers indicated: RNeasy Kit and RNase-Free DNase (Qia-
gen, Hilden, Germany); High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit and PowerSYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA); GenElute PCR clean-
up kit and 3-3' diaminobenzidine (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO); EnVision FLEX/HRP and high pH EnVision FLEX tar-
get retrieval solution (Dako, Glostrup, Denmark). All other
chemicals were obtained from commercial sources and were
of analytical grade.

The following antibodies were used in this study: mouse
monoclonal anti-syndecan-1 (CD138; Clone MI15, Dako),
anti-syndecan-4 (H-140; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA), anti-glypican-4 (3E2C1; ThermoFisher, UK), anti-
glypican-6 (ab170523; Abcam, Cambridge, UK), anti-perlecan
(H-300; Santa Cruz Biotechnology), anti-neuropilin (ab81321;
RabMab, Abcam), anti-betaglycan (3E2; sc-100857. Santa
Cruz Biotechnology), and anti-serglycin (ab211515; Abcam,
UK). All primary antibodies were properly validated as being
specific to their respective proteins. Ready to use labeled
polymer-HRP (Dako) was used as secondary antibody.

Patients and Samples

Samples from 18 patients with AD and 6 controls
(patients without cognitive impairment and normal neuropa-
thology, diagnosed as Braak and Braak stage 0), collected at
the Brain Biobank of the Hospital Universitario de Araba be-
tween February 2013 and October 2015 following approval
from the same institute’s Review Board on Ethical Procedures,
and after informed consent for the research had been received
from each patient or their relatives. Cognitive impairment lev-
els measured by Mini-Mental State Examination were
recorded for all cases. The diagnosis of AD was based on mor-
phological and immunohistochemical criteria according to the
most up-to-date grading classification (NIA-RI Consensus
1997). The characteristics of the patients studied (age, gender)
and the timing of the postmortem of each sample were
recorded (Table). Samples from the different brain areas were
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collected following the Braak and Braak (23) classification. In
addition, samples from basal ganglia (pallidum) and the cere-
bellum were used as an internal control, since they are as-
sumed to not be altered in AD.

Total RNA Isolation and cDNA Synthesis

To obtain the RNA, tissue fragments of between 20 and
30mg in weight were homogenized using a polytron PT 2100
(Kinematica, Inc., Bohemia, NY), and RNA was isolated us-
ing the RNeasy kit, following the manufacturer’s specifica-
tions. To ensure the removal of residual contaminating DNA,
samples were subjected to treatment with RNase-free DNase
during the purification process itself. The concentration of
RNA obtained was determined spectrophotometrically by
measuring absorbance using a Picodrop Microliter UV/Vis
spectrophotometer (Picodrop Limited, Hinxton, UK). The
samples were divided into aliquots of 10 pL and either used
for reverse transcription reactions or stored at —80°C for fu-
ture use.

cDNA synthesis was carried out using the High-Capac-
ity cDNA Transcription Kit following the manufacturer’s
guidelines. The reactions were performed using an iCycler IQ
thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA), using 2 pug of RNA as
starting material. The reaction products were cleaned using
the PCR Clean-Up GenElute kit following the manufacturer’s
instructions. Finally, the aliquots containing the cDNA were
diluted 1:20 with water and used for qRT-PCR assays or
stored at —20°C until use.

qRT-PCR Reactions

In all cases, specific oligonucleotides were designed on
different exons or exon junctions, using the program Primer 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). The
size of the amplicon in all cases was between 70 and 150
base pairs, and wherever possible T, was above 77°C. The
theoretical T, for each amplicon was determined using the
program  Biomath  (http://www.promega.com/biomath/
calcll).

The primer sequences were: SDC/ (Gene ID 6382) for-
ward 5'-CTCAGGTGCAGGTGCTTTG-3, reverse 5'-CTGC
GTGTCCTTCCAAGTG-3; SDC2 (Gene ID 6383) forward
5'-GATGACGATGACTACGCTTCTG-3, reverse 5'-TGGA
AGTGGTCGAGATGTTG-3'; SDC3 (Gene ID 9672) forward
5'-CTCCTTTCCCGATGATGAAC-3, reverse 5-CGACTC
CTGCTCGAAGTAGC-3'; SDC4 (Gene ID 6385) forward 5'-
GGCAGGAATCTGATGACTTTG-3, reverse 5'-TCTAGAG
GCACCAAGGGATG-3'; GPCI (Gene ID 2817) forward 5'-
CATCGGGTGTGGAGAGTG-3', reverse 5'-TGAGCGTGT
CCCTGTTGTC-3'; GPC2 (Gene ID 221914) forward 5'-
CTGGGACACGACCTGGAC-3/, reverse 5'-GCCATCCAG
TCATCTGCATAC-3"; GPC3 (Gene ID 2719) forward 5'-
CTGCTTCAGTCTGCAAGTATGG-3, reverse 5'-GTGGAG
TCAGGCTTGGGTAG-3'; GPC4 (Gene ID 2239) forward 5'-
AGTGTGGTCAGCGAACAGTG-3', reverse 5-CAAACA
TATCATTCAGGGATTTCTC-3'; GPC5 (Gene ID forward
5-GCCGCCCTGTAAGAACAC-3, reverse 5-TCATTCCA
TGCTTCTCTTTGC-3"; GPC6 (Gene ID 10082) forward

5'-CCAGGCATAAGAAATTTGACG-3, reverse 5-CATG
TACAGCATGCCATAGGTC-3'; AGRN (Gene ID 375790)
forward 5-ACTGTGTCTGCCCGATGC-3, reverse 5'-
GACACTCGTTGCCGTATGTG-3'; COLI8AI (Gene ID
80781) forward 5'-GTACAAGGGAGAGATTGGCTTTC-3,
reverse 5-TTTCTCTCCTTTCAATCCGTTC-3'; PRCAN
(Gene ID 3339) forward 5'-TGGACACATTCGTACCTTTCT
G-3', reverse 5'-CACTGCCCAGGTCGTCTC-3; CD44v3
(Gene ID 960) forward 5'-TGGGAGCCAAATGAA
GAAAATGAA-3', reverse 5-TGGTTGAAATGGTGCTGG
AGA-3'; NRPI (Gene ID 8829) forward 5-CAACGGGGAA
GACTGGATCAC-3, reverse 5-AGTTGCAGGCTTGATTC
GGA-3; SRGN (Gene ID 5552) forward 5-TCCTGGTT
CTGGAATCCTCA-3, reverse 5-TCTTGTTGGATTCACC
TGGAA-3'; TGFBR3 (Gene ID 7049) forward 5'-AGTGTGA
GCTGACGCTGTGTA-3, reverse 5-GGGCTTAGTGAAC
GTCTTCTTATTC-3".

A minimum of 3 repetitions of each of the qRT-PCR
reactions were carried out in a final volume of 10 uL, in accor-
dance with the manufactarer’s specifications, using 1pL of
the cDNA dilution as template, with 2 ulL of primer pair mix
(200nM final concentration) and 5 uL. of SYBR Green mix,
assembled in 96-well microtiter plates. The plates were sealed
with optical film and centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes be-
fore being placed in a Real-Time ABI Prism Detection System
device (Applied Biosystemns) with the following cycle condi-
tions: 95°C for 10minutes, 40 cycles of 95°C for 15 seconds
followed by 60°C for 60 seconds. Following the thermal cycle
and data collection steps, amplifier products were analyzed us-
ing a melt curve program (95°C for 1minute, 55°C for
1 minute, then increments of 0.5°C per cycle for 80 cycles of
10 seconds each). For each amplification the presence of a sin-
gle peak with a T, corresponding to the theoretical value pre-
viously calculated was verified. Actin was included on each
plate as a control gene to compare run variation and to normal-
ize individual gene expression.

Data Analysis

To calculate the efficiency of amplification for each
gene we used the program LinRegPCR (http://www.gene-
quantification.de/download.html), taking the best correlation
coefficient (after considering a minimum of 3 points within
the window of linearity) and establishing the average of all
positive amplifications. The expression values of the genes of
interest were calculated as (1 + efficiency) —0% (relative to
actin as the housekeeping gene).

Immunohistochemistry

Tissue sections were dewaxed and rehydrated sections
were rinsed in phosphate buffered saline containing 1%
Tween-20. Sections were heated in high pH Envision FLEX
target retrieval solution at 65°C for 20 minutes and then incu-
bated for 20 minutes at room temperature in the same solution.
Endogenous peroxidase activity (3% H,0,) and nonspecific
binding (33% fetal calf serum) were blocked and the sections
were incubated overnight at 4°C with primary antibodies using
the following experimental concentrations: SDCI1 at 1:100

3
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dilution; SDC4 at 1:100 dilution; GPC4 at 1:100 dilution; GPC6
at 1:50 dilution; NRP1 at 1:50 dilution; and SRGN at 1:200 dilu-
tion. Ready to use labeled polymer-HRP (Dako, Spain) was
used as secondary antibody, and 3-3' diaminobenzidine was
employed as a chromogen. Finally, samples were counterstained
with hematoxylin, dehydrated, and mounted in Entellan (Merck,
Darmstadt, Germany). The sections were studied and photo-
graphed under a light microscope (Nikon—Eclipse 80i).

Immunohistochemistry Assessment

Immunohistochemistry was performed to demonstrate
the presence and location of proteins in tissue sections. Results
were evaluated by 2 independent experts (and in the case of
disagreement, a third) comparing AD cases and controls. Im-
munohistochemistry images were taken from the external py-
ramidal layer of the neocortex from the temporal lobe to better
distinguish neurons from glial cells.

Statistical Analysis

A nonparametric Wilcoxon test to compare controls and
AD cases for every gene was used for the statistical analysis of
the experiments with the level of significance set at p < 0.05.
All analyses were performed using the Statistics for Windows
program (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).

RESULTS
Initially, we used qRT-PCR to perform a quantitative
analysis of the differential transcription of the coding genes
using samples of 7 different tissue types from various
encephalic areas. Mild AD cases (Braak and Braak, I and II);

4

moderate AD cases (Braak and Braak, III and IV); and severe
AD cases (Braak and Braak, V and VI) were analyzed and
compared to healthy controls (Braak and Braak, 0). The sam-
ples corresponded to patients of both sexes aged between 52
and 103 years. Determination of the presence and localization
of syndecan-1, syndecan-4, glypican-4, glypican-6, perlecan,
neuropilin, betaglycan, and serglycin from hippocampus and
neocortex of AD brains was also performed by immunohisto-
chemistry. Findings were strongly related to either tau and/or
amyloid-f pathology, mostly colocalizing with NPs, CAA, or
NFTs in all the regions studied. Results are shown in cerebral
neocortex from the temporal lobe.

Differential Expression of Syndecans

Analysis of the transcription levels of syndecan genes
by means of QRT-PCR detected the expression of all 4 iso-
forms; however, levels varied widely depending on the partic-
ular species examined (Fig. 1) and transcription levels of
SDCI in both control and AD brains were between 1 and 2
orders of magnitude lower than the rest.

There were a number of statistically significant differen-
ces in levels between AD stages as defined by Braak and
Braak classification. SDC4 was consistently overexpressed in
all brain areas studied, that is at all stages of AD. Transcription
levels of SDC3 were overexpressed mostly in mild and severe
stages. SDC2 behaved similarly to SDC3 in most brain areas
with the exceptions of the pallidum and cerebellum, where
SDC2 was significantly underexpressed in moderate cases.
SDCI transcription levels tended to be underexpressed but the
difference was only statistically significant mainly in moder-
ate cases of AD.
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FIGURE 2. Immunohistochemical staining of syndecans 1 and 4 in the cerebral neocortex (temporal lobe) in cases of Alzheimer
disease. (A) No relevant expression of syndecan-1 (A1) or syndecan-4 (A2) in neurons and glial cells in control brain samples.
(B) Dispersed deposits of syndecan-1 around the dense cores of neuritic plaques (NPs) (black arrow). Presence of syndecan-1 in
some neurons in the cortex with neurofibrillary tangles (NFTs) (white arrow) compared to controls. Moderate increase of
syndecan-1 in glial cells surrounding NPs (arrowheads). (€) Weak to moderate increase of syndecan-4 in the neuropil and in
degenerated neurons in the cortex with NFTs (white arrow). NPs show some deposits of syndecan-4 on the periphery of the
dense core (black arrows). Moderate increase of syndecan-4 in glial cells surrounding NPs (arrowheads). (D) Syndecan-4 in walls
of arterioles in cerebral amyloid angiopathy. Bar in A-D =20 um.
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FIGURE 3. Differential transcription of glypicans (1-6) in cases of Alzheimer disease (AD). Relative abundance for controls (black
bars), mild AD (dark gray bars), moderate AD (light gray bars), and severe AD (white bars) is plotted on a log scale for each gene
assayed and the spreads represent standard deviations (upper limit shown). Genes and zones that display significant differences
in their transcription levels are highlighted. a', p=0.002472; a%, p=0.000455; a>, p=0.047531; a* p=0.042859; a°,
p=0.003779; a°, p=0.000196; a’, p=0.007399; a®, p=0.001847; a°, p=0.042859; a'®, p=0.005685; a'', p=0.045672;
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11, p=0.015648; f'2, p=0.007399; '3, p=0.000386. Values on the y-axis are represented on a logarithmic scale.

Comparing diseased and healthy tissue, immunohisto-
chemistry showed the presence of dispersed deposits of SDC1
in some unfragmented cores of NPs and mostly weak immu-
noexpression in some neurons in cortex samples with NFTs.
In addition, SDC4 showed weak to moderate immunoexpres-
sion in the neuropil and all 3 types of AD lesions including
NPs, CAA (microvascular plaques), and NFTs (Fig. 2).

Differential Expression of Glypicans

Levels of mRNA for all 6 different isoforms of glypican
were detected by means of qRT-PCR (Fig. 3). Significant
differences were found for glypican expression depending on

AD stage. Notably, all glypicans were significantly underex-
pressed in the claustrum, and GPCI, GPCS5, and GPC6 were
also underexpressed in the cerebellum. Interestingly, GPCI,
GPC2, and GPC3 were overexpressed in limbic areas of the
brain, most noticeably in severe AD stages. GPC2 and GPC4
showed fewer significant alterations in their transcription
levels in AD than other family members.

A weak to moderate presence of GPC4 immunoexpres-
sion was noted in some neurons in the cortex of AD cases in
association with both neurofibrillary pretangles and tangles.
We also noticed deposits of GPC4 in the walls of CAA
arterioles. In addition, we observed the diffuse weak immu-
noexpression of GPC6 in the neuropil and its mostly moderate

5
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FIGURE 4. Immunohistochemical staining of glypicans 4 and 6 in the cerebral neocortex (temporal lobe) in cases of Alzheimer
disease. (A) No relevant expression of glypican-4 (A1) or glypican-6 (A2) in neurons and glial cells in control brain samples. (B,
€) Weak to moderate increase of glypican-4 in some neurons in the cortex with neurofibrillary pretangles (B) and tangles (white
arrow) compared to controls (€). (D) Glypican-4 is deposited in walls of arterioles in cerebral amyloid angiopathy. (E) Weak
increase of glypican-6 in some neurons in the cortex with neurofibrillary pretangles and tangles (white arrow). (F) Variable
immunoexpression of glypican-6 in neuritic plaques (NPs). Black arrow indicates strong deposits of glypican-6 in 1 NP.
Arrowheads indicate 2 NPs without deposits of glypican-6. Scale bars: A, B= 20 um; C=40 um; D-F=20 um.

immunoexpression in some neurons in the cortex with neurofi-
brillary pretangles and tangles. A variable immunoexpression
of GPC6 in NPs was also detected (Fig. 4).

Differential Expression of Agrin, Collagen XVII|,
and Perlecan

Examination of the transcription levels of ECM
molecules by means of qRT-PCR identified varied levels of

expression for each of them (Fig. 5). In general, these genes
were less altered than those encoding cell-surface HSPGs
(Fig. 5). COLI8AI was significantly upregulated in the
transentorhinal region and hippocampus in severe cases of
AD. As with the glypicans, most ECM HSPGs tended to be
underexpressed in the claustrum and cerebellum. The immu-
nohistochemical study of PRCAN showed no changes in AD
cases when compared to healthy brain tissue (data not
shown).

138



Anexos

J Neuropathol Exp Neurol  Yolume 0, Number 0, 2020 HSPG Alterations in Alzheimer Disease

PRCAN
AGRN
~ coLisA1l
PRCAN
AGRN
< COL18A1
PRCAN
AGRN
~ COL18A1
PRCAN
; AGRN
COL18A1
PRCAN
AGRN
- COL18A1
PRCAN

Anterior
hippocampus.

Posterior
hippocampus

1 A‘ e -
@ R ” a a
g T o® o7 M T A A
B 107 M9 ks [ @l
2 | gl T d I
© | ) T T ‘
B8 102 Ial [ | o
g | |
c
g 103
o
1
S 104
-3
g = E]
g g
8 £ 8

bibssracivag) Claustrum Calcarine sulcus Pallidum Cerebelium

FIGURE 5. Differential transcription of agrin, collagen XVIIl, and perlecan in cases of Alzheimer disease (AD). Relative abundance
for controls (black bars), mild AD (dark gray bars), moderate AD (light gray bars), and severe AD (white bars) is plotted on a log
scale for each gene assayed and the spreads represent standard dewatlons (upper limit shown) Genes and zones that displ

significant dlfferences in their transcrlptlon levels are highlighted. a', W P= 0.004970; a, p=0.002139; a p=10.000276; a‘y

p=0.000233; a° p=0.002139; %, p=0.001177; a’, p= 0.000713; a°, p=0.000196; 2°, = 0.047625; 2%, p=0.006491; b,
p=0.013871; b’, p=0.004645; b’, p=0.031105; b*, p=0.001177; b, ,p=0.042859; b°, p=0.004970; b7, p=0.017621;
b%, p=0.000276; ¢!, p—0.001177; %, p— 0.010844; ¢*, p—0.000327; ¢*, p— 0001370 &, p=0.034671; c®, p=0.001397.

&
2
-
2
=

§

l‘ a* t"
y i s
i1 35 if

Cloustrum Cerebelium

102

10°

Relative transcript abundance

104

Values on the y-axis are represented on a logarithmic scale
Ef ¢

;
s§8 i3

Y B\
Transentorhinat Anterior
region hippocampus

CD4ay3 T
TGFBR3

TGFBR3

TGFBR3

i§

TGFBR3
SRGN

TGFBR3

I

NRPL

Calcarine sulcus. Pallidum

FIGURE 6. Differential transcription of CD44v3, neuropilin, serglycin, and TGFBR3 in cases of Alzheimer disease (AD). Relative
abundance for controls (black bars), mild AD (dark gray bars), moderate AD (light gray bars), and severe AD (white bars) is
plotted on a log scale for each gene assayed and the spreads represent standard deviations (upper limit shown) Genes and zones
that display 5|gn|f|cant dlﬁerences in their transcnptlon levels are hlghllghted a, b= 0.001592; aé p=0.002853; a°,
p=0.007399; a*, P 0.002853; a°, p=10.000536; a® ,p= 0010844 a’, p=10.004337; a® , p=0.041627; a”, p=0.047531; am
p=0.022232; a'', p=0. 000629; a'?, p= 0.012275; a'’, p=0. 009563; a'*, p= ‘0. 039186; a's, p=0.010844; a's
p=0.000196; b', p=0.002162; b2 p=0.000655; b?, p=0.008972; b*, p=0.009844; b°, p=0.023096; b®, p= 0000805
b’, p= 0002611 b® p= 0.007599; b?, p= 0.002162; b, p= 0.000655; b, p= 0.002162; b12, p=0.000655; ¢ v
p=0.017621; c p=0.000536; c, p=0.000455; c* p=0.000536; o p=10.000327; c p=0.000536; <, p=0.000536; o
p=0.006491; ¢, p=0.000233; oﬂ p=0,001177; &2 p=0.00019¢; d% p = 0.004970; d*, p=0.001592; @ p = 0.024908; ds,
p=0.001370; d7 p=0.004566; d®, p=0.002254. Values on the y-axis are represented onalogarlthmlc scale.

Differential Expression of CD44v3, Neuropilin,

! analyzed and for almost all AD stages. TGFBR3 showed sig-
Serglycin, and TGFBR3

nificant downregulation in the pallidum and cerebellum for all

The study of the transcription levels of “part-time”
HSPGs and SRGN encoding genes by means of qRT-PCR
showed all of them to be expressed, with some important var-
iations (Fig. 6). The alterations which were statistically signif-
icant are shown in Figure 6. CD44v3 and NRPI were
significantly underexpressed in most of the brain areas

AD stages. In confrast, it is of note that we found the consis-
tent significant overexpression of SRGN in almost all areas for
brains with moderate and severe AD.

Immunohistochemistry showed the presence of weak to
moderate immunoexpression of NRP1 in the neuropil, in some
neurons in the neocortex with neurofibrillary pretangles and
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FIGURE 7. Immunohistochemical staining of neuropilin and serglycin in the cerebral neocortex (temporal lobe) in cases of
Alzheimer disease. (A) No relevant expression of neuropilin (A1) or serglycin (A2) in neurons and glial cells in control brain
samples. (B) Weak to moderate increase of neuropilin in the neuropil and in some neurons in the cortex with neurofibrillary
pretangles and tangles (white arrows) compared to controls. (€, D) Moderate increase of neuropilin in neuritic plaques (NPs)
(black arrows). (E, F) Moderate to strong immunoexpression of serglycin in some neurons in the cortex with neurofibrillary
pretangles and tangles (white arrows). Inset image shows 1 atrophic neuron with moderate intracytoplasmatic positivity for
neuropilin. (G) NPs are strongly positive for serglycin. Inset image shows 1 NP with huge deposits of serglycin. (H) Serglycin is
deposited in walls of arterioles in cerebral amyloid angiopathy. Scale bars: A=60um; B=20um; C=40um; D=20um; E-

G=60pm; H=40 um.

tangles, as well as in NPs. Immunohistochemistry against
SRGN showed a moderate to strong immunoexpression in all
3 types of AD lesions (Fig. 7). Immunohistochemistry against
TGFBR3 showed there to be no changes in AD cases in com-
parison with healthy brain tissue (data not shown).

DISCUSSION

Snow et al. (24, 25) were the first to demonstrate the
presence of HSPGs in all 3 types of AD lesions: NPs, CAA,
and NFTs through the use of immunohistochemistry. Several
in vitro and in vivo studies have demonstrated that HS mole-
cules are preferentially colocalized with A around the dense
cores of SPs (26, 27), and it has been proposed that the AB-HS
interaction is mutually protective in that AP is protected from
protease degradation and HS is protected from HPSE degrada-
tion (28, 29). In addition, work over the last decade indicates
that tau pathology can propagate between cells in a prion-like
manner mediated by HSPGs (30). In this study, we have fo-
cused on the analysis of the expression levels of the 17 genes
that encode the core proteins of HSPGs at different stages of
AD using RT-PCR, and then localized certain significant pro-
teins in the tissue through immunohistochemistry.

With respect to cell-surface HSPGs (syndecans and gly-
picans), little is known about the molecular expression of these
families as a whole in AD. The most interesting finding in this
work is the consistent overexpression of SDC4 observed in ev-
ery brain area in samples from all AD stages. [mmunohisto-
chemistry indicated the presence of mild to moderate

8

expression of SDC4, mostly related to tau pathology and AR
deposits. In fact, overexpression of mRNA of SDC4 does not
imply strong immunoexpression of the protein in the tissue.
Some regulatory mechanism such as microRNAs or even in-
creased protein degradation could lower protein concentration.
Although it is known to be involved in endocytosis, to date,
very little is known about the function of SDC4 in AD. A re-
cently published work using in vitro techniques with human
IPSC neurons suggested the involvement of SDC4 in tau cellu-
lar internalization, and postulated the use of SDC4 as a novel
therapeutic strategy to inhibit the spread of tau pathology (31).
This work found the variable expression of cell-surface
HSPGs in AD brains depending on Braak and Braak stage,
which is in line with previous studies that have characterized
the presence of these family members in all 3 types of AD
lesions, and that they have a particular affinity for fibrillar AR
(8, 24, 25). As such, it has been described that SDC1-3 is pre-
sent in NPs and tangles (5, 32, 33), which is supported by our
data in relation to SDCI, and the results of this work found
SDC2 to also be present in CAA. Furthermore, this work also
found SDC4 to be present in all 3 types of AD lesion. As far as
glypicans are concerned, it is worth highlighting the downre-
gulation of most of these genes in the claustrum, and the over-
expression of GPCI, GPC2, and GPC3 in limbic areas of the
brain, most notably in severe stages of AD. Several studies
have demonstrated the involvement of GPCI in AD, with
GPC1 having been localized in brain amyloid plaques, as well
as in tangles (33, 34). In addition, GPC1 and SDC3 were found
in glia associated with amyloid deposits proximal to the site of
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HS accumulation. This result is consistent with our finding
that expression of HSPGs is elevated in neurons and glia of
AD patients, further supporting the notion that HSPGs code-
posited with amyloid plaques may be derived from glia and
that they may be produced in response to the accumulation of
AP (26, 35). The majority of the findings of published research
concerning the tissue localization of cell-surface HSPGs in
brains with AD have been summarized in a recent review (6).
In this light, we tried to improve the available knowledge on
the localization of previously not well-characterized cell-sur-
face HSPGs in AD by performing immunohistochemistry
against SDC4, GPC4, and GPC6.

In regard to ECM HSPGs, most changes were observed
in the limbic area, particularly the transentorhinal region and
the hippocampus, as has previously been reported. AGRN and
COLI8AI have been described as being involved in all 3
types of AD lesions (5). Although some articles have pointed
to the presence of PRCAN in NPs, NFTs, and amyloid-laden
vessels, others, including this study, have been unable to con-
firm these observations using monoclonal antibodies against
the core protein of perlecan (8, 24, 33). In addition, recent
studies have demonstrated that HSPGs are preferentially accu-
mulated around the dense cores of amyloid plaques, but they
remain largely absent from diffuse plaques (26).

With respect to “part-time” HSPGs in AD, very little
data has been published. One interesting finding here is the
significant underexpression of CD44v3 and NRPI in almost
all brain areas analyzed. However, other researchers have de-
scribed that in hippocampal samples the expression of
CD44v3 was significantly higher in AD patients compared to
controls (36). As for NRP1, to the best of our knowledge, no
previous reports have been published regarding this HPSG
and AD. Although NRP! was found to be mostly downregu-
lated, immunohistochemistry indicated the accumulation of
NRP1 in degenerative neurons, neuropil, and NPs. It is worth
noting that NRP1 is a receptor for semaphorin 3A, and the ac-
cumulation of an internalized form of this molecule is associ-
ated with degeneration of neurons in vulnerable fields of the
hippocampus during AD (37). TFGBR3, as well as PRCAN
and others, is considered a vascular cell-derived proteoglycan
(38). The significant changes observed in our study for
TGFBR were mostly in terms of downregulation. A previous
study detected that TGFBR3 was upregulated in familial AD,
while it was markedly downregulated in sporadic AD fibro-
blasts. Furthermore, this differential expression of TGFBR3 in
familial AD and sporadic AD cells was associated with the se-
verity of AD (39, 40).

SRGN, the only intracellular HSPG, is located in the
granules of connective tissue-type mast cells, where the high
negative charge of its HS chains facilitates the packaging of
positively charged proteases, histamine, and other inflamma-
tory mediators (41). We demonstrate in this work, for the first
time, the presence of SRGN in all 3 types of AD lesion. Fur-
thermore, we also describe a consistent significant overexpres-
sion of SRGN in almost all areas of brains with moderate and
severe AD. HS has been shown to bind and affect aggregation,
intracellular internalization, and clearance of tau and APP (8).
In addition, HS enhances and stabilizes AP fibril formation,
dependent on the degree of sulfation of the HS (42).

In addition, several studies have shown that heparin may pro-
mote the phosphorylation of tau by protein kinases, which pre-
vents tau from binding to microtubules and induces rapid
microtubule disassembly in a sulfation-dependent manner (43,
44). In a more in-depth study, Sepulveda-Diaz et al found that
the enzyme HS (glucosamine) 3-O-sulphotransferase 2
(HS3S8T2) is predominantly expressed in neurons. They ob-
served that HS35T2 is overexpressed in the hippocampus of
AD brains compared with controls, where it generates infre-
quent 3-O-sulfated domains in HS chains. In addition, by
interacting with tau at the intracellular level, their findings in-
dicate that the 3-O-sulfated HS domains produced by HS3ST2
might act as molecular chaperones which permit the abnormal
phosphorylation of tan (45). In this light, considering that
SRGN is the only intracellular HSPG, this molecule could
play a central role in AD stabilization and progression
throughout 3-O-sulfated domains in their HS chains. How-
ever, the lack of technology to quantify the 3-O-sulfate group
and the difficulty of obtaining large quantities of HS for struc-
tural analyses hinder attempts to establish the true prevalence
of 3-O-sulfation in the HS chains of every HSPG (46).

Although HSPGs are either ECM or cell-surface pro-
teins, some positive immunoexpression has been detected in
the cytoplasm. This could be due to the respective roles of
HSPG core protein and HS chain structure specificity for mac-
romolecular cargo endocytosis, the downstream intracellular
signaling events involved in HSPG-dependent membrane in-
vagination and vesicle formation, and the biological effects of
internalized ligands (47).

It is our view that the lack of progress in AD treatment
could be influenced by the fact that studies have barely esti-
mated either the functional or the structural roles of HS mole-
cules (48). In this regard, considering that HS-Ap interaction
contributes to every stage of the AR pathogenesis in AD—in-
cluding production, clearance, accumulation, aggregation, and
toxicity—it seems rational to hypothesize that interfering in
the HS-AR interaction could have multiple beneficial effects.

In conclusion, alterations in the levels of some HSPG
core proteins are associated with typical AD lesions. We also
observed the differential association of certain of these core
proteins with NFTs, NPs, and CAA. We therefore conclude
that the specific subtypes may have different roles with regard
to the pathogenesis of the different AD lesions, especially for
SDC4 and SRGN, the transcriptional levels of which are in-
creased even in those areas that do not have histological
lesions, highlighting both as potential inducers of the disease.
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