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RESUMEN DE LA TESIS DOCTORAL

La hipdtesis inicial de esta tesis doctoral ha sido si la hiperfosforilacién de la proteina tau,
evento crucial en ciertas patologias del sistema nervioso como la enfermedad de Alzheimer
(EA), podria inducir o estar asociado con la aparicién de alteraciones microanatomicas en
estructuras fundamentales para la neurona. En concreto, hemos estudiado el aparato de Golgi
(AG), necesario para la correcta maduraciéon y direccionamiento de las proteinas, y el
segmento inicial del axdn (SIA), una regién esencial en la regulacion de la excitabilidad
neuronal y la generacion de potenciales de accién. Para este estudio hemos empleado técnicas
de inmunofluorescencia, microscopia confocal y técnicas de cuantificacidn en tres dimensiones
y en tejido cerebral procedente de autopsias de pacientes con la EA, asi como material de
ratones transgénicos P301S, modelo murino de taupatia. Ademds, hemos estudiado los
cambios que se producen en el AG y en los SIA durante el ciclo de hibernaciéon del hamster
Sirio, caracterizado por la acumulacidn reversible de tau hiperfosforilado durante la fase de
torpor y que, por tanto, reproduce algunas aspectos de la EA. Los resultados obtenidos indican
gue durante la enfermedad de Alzheimer el aparato de Golgi de las neuronas que acumulan
tau hiperfosforilado sufre alteraciones estructurales, como la fragmentacidn y una disminucién
importante de su tamafo (directamente relacionado con el nivel de actividad celular).
Asimismo, hemos observado cambios plasticos en la longitud y la posicion del SIA en aquellas
células que desarrollan agregados de tau hiperfosforilado en la EA. La asociacién de estas
alteraciones estructurales del AG y el SIA y la presencia de patologia tau, ha sido corroborada o
apoyada por los resultados obtenidos en los modelos animales de hiperfosforilacion de tau.
Los resultados de este estudio evidencian a nivel celular la importancia de la patologia tau en
el desarrollo de la enfermedad. Las alteraciones morfoldogicas observadas sugieren
repercusiones en el procesamiento de proteinas y en el control de la excitabilidad y de las
respuestas de las neuronas donde se produce la hiperfosforilacion y posterior agregacion de la
proteina tau. La posible disfuncién de los circuitos neuronales en los que participan las
neuronas con tau hiperfosforilado podria desempefar un papel importante en el desarrollo de

la enfermedad.
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1. Neuroanatomia de la corteza cerebral

La corteza cerebral es la regiéon del sistema nervioso que controla las funciones cognitivas
superiores (Geschwind y Rakic, 2013) y cuya expansién durante la evolucidn explica el gran
aumento del tamafo del cerebro de mamiferos (Finlay y Darlington, 1995). El tamafio de la
corteza cerebral varia mucho entre las especies de mamiferos aunque el ratio entre la masa
corporal y el tamafio del cerebro no correlaciona siempre con la complejidad en el
comportamiento y la inteligencia.

La corteza cerebral esta conformada por neuronas cuyas prolongaciones axonales y dendriticas
ocupan un espacio denominado neuropilo que ocupa alrededor del 90% del volumen total
(Alonso-Nanclares y cols., 2008), asi como de células gliales, axones procedentes de regiones
subcorticales y vasos sanguineos. Respecto al conjunto de neuronas presentes en la corteza,
existe una amplisima diversidad de tipos cuya clasificaciéon estd constantemente en revisidon
(DeFelipe y cols., 2005). Una de las primeras clasificaciones de las neuronas data de los
tiempos de Cajal, cuando se clasificaron segun fueran células de axén largo, hoy en dia
neuronas de proyeccion, o células de axén corto, hoy en dia denominadas como interneuronas
(Cajal, 1892). Actualmente otro tipo de clasificacién cataloga los tipos neuronales corticales
segln tengan o no espinas dendriticas. Las neuronas con espinas incluirian las células
piramidales y las células estrelladas con espinas. Las neuronas piramidales son el tipo neuronal
mas importante en numero de toda la corteza, representando entre el 70 y el 85% del total de
neuronas. Estas son neuronas denominadas “excitadoras” al utilizar glutamato como
neurotransmisor, y dan lugar a la mayoria de las sinapsis excitadoras corticales (White, 1989;
Jones, 1984; Lund, 1984; revisado en DeFelipe y Farifias, 1992). Las células estrelladas son en
general células de axdn corto y presentan una gran heterogeneidad morfoldgica. Las neuronas
sin espinas por el contrario representan entre el 15 y el 30% de la poblacién neuronal, siendo
todas ellas interneuronas o neuronas de axon local. Estas utilizan de forma mayoritaria el
neurotransmisor GABA (Houser y cols.,, 1984) lo que las convierte en células
fundamentalmente inhibidoras, aunque existen algunas excepciones (Peters y cols., 1990;
Gonchar y cols., 1995; Fabri y Manzoni, 1996). Se han descrito una gran variedad de tipos de
interneuronas con diferentes caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas (DeFelipe,
1993). Respecto a la morfologia por ejemplo, se pueden hallar células neurogliaformes, células
en cesto pequefias y células en candelabro cuya arborizacién axdnica esta restringida dentro
del drea ocupada por el campo dendritico. Las células en cesto grandes, las neuronas Cajal-

Retzius y las neuronas bipenachadas horizontales se caracterizan por tener colaterales



axonicas y/o dendritas largas y horizontales. Por ultimo las células de doble bouquet, las
células de Martinotti, las neuronas con arcadas axonales, las células bipolares y las células tipo

Il se caracterizan por poseer colaterales axdnicas y/o dendritas largas y verticales.

El otro gran grupo celular de la corteza cerebral seria el correspondiente a las células de glia

que se dividen en macroglia (astrocitos, oligodendrocitos y células ependimales) y microglia. A
la glia se le atribuye multitud de funciones de soporte, fagociticas, neurotroficas, de formacion
de mielina, de recaptacién de neurotransmisores liberados al espacio extracelular por
neuronas o de servir como guia durante los procesos de migracién neuronal. Los astrocitos
ademas, intervienen directamente en el procesamiento de informacién habiéndose

establecido el término de sinapsis tripartita, para explicar el papel activo de estos en la

trasmisién de informacién sindptica (Perea y Araque, 2010).

Evolutivamente la corteza cerebral de los mamiferos ha surgido a partir de la regién dorsal de
las vesiculas telencefalicas, denominada palio, con el aporte adicional de células procedentes
de la regién ventral de las vesiculas telencefalicas, también llamada subpalio (Puelles, 2001;
Molndr y cols., 2006). De acuerdo con criterios filogénicos, ontogénicos y funcionales, la
corteza cerebral se ha dividido en tres regiones principales: paleocorteza, arquicorteza y
neocorteza. La paleocorteza se encuentra en la base de los hemisferios y, junto con el bulbo
olfatorio, constituye el cerebro olfatorio o rinencéfalo. La arquicorteza estd representada
primariamente por la formacién del hipocampo que contiene el giro dentado, hipocampo
propio o asta de Ammodn (campos CA1-CA3/4) y el subiculo.

La neocorteza es la regidn que mds se ha expandido a largo de la evolucidn, particularmente
en primates, llegando a representar por ejemplo en el hombre al menos el 85% del peso total
de los hemisferios cerebrales (Jenkins y Truex, 1963). En ella se pueden subdividir funcional y
anatdomicamente, diferentes regiones especializadas en el procesamiento de distintos tipos de
informacidn, contenidos en los distintos Iébulos cerebrales. Las areas que estan directamente
relacionadas con el movimiento y la sensacion perceptiva se denominan respectivamente
areas motoras o sensoriales, y pueden ser primarias o secundarias. Las areas primarias son las
que procesan la informacion tanto de entrada (aferencias sensoriales) como de salida
(eferencias motoras) de forma mas rdpida. Las areas sensoriales primarias por ejemplo,
procedente de los distintos sentidos, reciben informacidén de receptores periféricos con sélo
unas pocas sinapsis intermedias. Asi mismo la corteza motora primaria contiene neuronas que
proyectan directamente a la médula espinal. Rodeando estas areas primarias se encuentran las
areas sensoriales y motoras secundarias, en las que la informacién procedente de los

diferentes sistemas aferentes corticales y de asociacion es finalmente elaborada en complejas
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respuestas de aprendizaje, memoria y comportamiento. Estas areas, denominadas también
como de asociacion, procesan aspectos mds complejos que una Unica modalidad sensorial o

una unica funcién motora, como hacen las areas primarias.

La innovacion en las técnicas de tincidn celular permitid a investigadores como Meynert, Lewis
o Betz dar las primeras descripciones anatémicas de la corteza cerebral, apreciando una
laminacidén cortical. Ellos observaron en mamiferos que esta, generalmente, estaba constituida
por seis laminas o capas, establecidas en paralelo a la superficie pial, siendo diferenciable en
base a la morfologia y al tamafio de las células que los componen (Jones, 1984; Rakic, 1988;
Creutzfeldt, 1995). Esta disposicidon laminada o estratificada de la corteza es caracteristica de
mamiferos, pero no es exclusiva de estos, dandose en varias especies de vertebrados no
mamiferos.

Teniendo en cuenta el patrén de dicha laminacién, la corteza de los mamiferos puede dividirse
en tres tipos fundamentales (Cajal 1909-1911; Brodmann, 1919; Vogt y Vogt, 1919): isocorteza,
alocorteza y mesocorteza. La isocorteza (o neocorteza) corresponderia a aquella parte de la
corteza que coincide con las primeras descripciones de laminacidon de seis capas distintas,
vislumbradas a mediados del siglo XIX. La denominacién de isocorteza proviene de la relativa
uniformidad en el nimero de capas entre distintas dreas y corresponde a la corteza del
neopalio. La alocorteza por otra parte comprende la arquicorteza y la palecorteza, exhibiendo
una estructura laminar mas simple, compuesta de tres capas, que varia ademas mucho de un
area a otra. La formacidn del hipocampo (giro dentado, el asta de Ammadn y subiculo) por
ejemplo cuenta con tres capas de células, la capa polimdrfica, la capa piramidal y la capa
molecular. La mesocorteza (también llamada perialocorteza o corteza paralimbica) representa
una corteza de transicién entre la alocorteza y la isocorteza, con caracteristicas intermedias
entre estos dos tipos de cortezas. La mesocorteza se localiza en el giro parahipocdmpico (pre-
y parasubiculum, corteza entorrinal y corteza parahipocdmpica posterior), en zonas
paraolfatorias (corteza prepiriforme correspondiente a la peripaleocorteza) y en la

circunvolucién cingular o del cuerpo calloso (corteza cingular).

Partiendo de la descripcidn general de la isocorteza, las seis capas que pueden llegar a
desarrollar la estructura laminar de un area cortical, serian las siguientes: la capa | o capa
plexiforme externa, donde la presencia de células es muy escasa mientras que la densidad de
neuropilo es muy alta, al encontrarse numerosas fibras horizontales y terminales de las células
piramidales de capas subyacentes. Las capas Il (capa granular externa) y Ill estan conformadas

por células piramidales pequefas y medianas, respectivamente, y son responsables de gran
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parte de las conexiones cortico-corticales. La capa IV, o capa granular interna, contiene células
piramidales de tamafo semejante a las de la capa Il y variedades de pequefias células
estrelladas. Esta capa estd ausente en la corteza motora y es el estrato fundamental de
ramificacidn de las fibras aferentes corticales, sobretodo procedente de nucleos talamicos. Las
capas infragranulares V y VI contienen las células piramidales que proyectan al tdlamo, asi
como a otros nucleos subcorticales extrataldmicos y otras areas corticales (Feldman, 1984;
Jones, 1984; White, 1989).

Aunque esta descripcién de la estratificacion sea general y simplista, muchas de estas
caracteristicas estructurales se repiten en todas las areas corticales de todos los mamiferos; sin
embargo, como formulara Lorente de N6 (Lorente de N6, 1949), muchas areas de la corteza
cerebral poseen rasgos anatdomicos especificos, no habiendo un patréon estructural Unico que

sea aplicable a todas las regiones corticales.
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2. Proteina tau

2.1 - Estructura e isoformas

La proteina tau fue descubierta por Marc Kirschner y colaboradores en 1975 (Weingarten y
cols., 1975) durante la busqueda de factores que promovieran el ensamblaje de los
microtubulos. Tau pertenece a la familia de las proteinas asociadas a microtubulos (MAP) tipo
I, que son exclusivas de células nerviosas de mamiferos (Chapin y Bulinski, 1991). Su
estructura proteica se puede subdividir fundamentalmente en dos dominios unidos por una
region rica en residuos de prolina. Uno de esos dominios es el extremo carboxilo terminal,
denominado dominio de ensamblaje y que presenta una alta homologia entre ratones y
humanos, y el otro es el extremo amino terminal o dominio de proyeccidon que difiere
notablemente entre ambas especies (Wang y Mandelkow, 2015). En el dominio de ensamblaje
se encuentra la regién de unién a microtibulos, que estd formada por 3 o 4 secuencias
repetidas (lo que da lugar a las isoformas 3R o 4R), siendo esta la regidn filogenéticamente mas
conservada y la que desempefa su funcién mas conocida, la de unién y estabilizacion de
microtubulos. Dicha funcidn es regulada por fosforilaciones en residuos de serina y treonina
dentro del dominio de ensamblaje o en zonas adyacentes. El dominio de proyeccién estd
cargado negativamente, lo que repele electroestaticamente al otro dominio, facilitando Ia
unién de la proteina a componentes de distintos tipos de membrana como la plasmatica o la
de orgdnulos intracelulares. Esta estructura otorga a la proteina una conformacién no plegada
en forma de clip y con cierta tendencia a agregarse a través de las regiones de unién a

microtubulos en circunstancias en las cuales estas estén al descubierto.

La proteina tau esta codificada por un Unico gen situado en el cromosoma 17 que incluye 16
exones y que se expresan diferencialmente en distintas isoformas por splicing alternativo
(Neve y cols., 1986; Goedert y cols., 1989; Himmler, 1989). Se diferencian primero, segun la
presencia de ninguno (ON), uno (1IN) o dos (2N) insertos de 29 aminodcidos en el extremo
amino-terminal, asi como de 3 (3R) o 4 (4R) repeticiones de la region de unién a microtubulos
en el carboxilo terminal, segin tengan o no el fragmento de repeticiéon ndmero 2 (R2),
contenido en el exdén 10 (figura 1). De esta forma se dan 6 combinaciones que dan lugar a las 6
isoformas presentes en el ser humano: ON3R, 1IN3R, 2N3R, ON4R, 1N4R y 2N4R (Goedert y
cols., 1989b). A diferencia del hombre, en el ratén adulto Unicamente se expresan las tres

isoformas 4R de tau (ON4R, 1N4R y 2N4R), expresandose tau 3R solamente de forma
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transitoria en etapas perinatales (Wang 2015). Las isoformas de tau 3R y 4R se encuentran en
la misma proporciéon en el cerebro humano adulto y alteraciones en su ratio se han
relacionado con taupatias como la demencia frontotemporal con parkinsonismo, asociadas al
cromosoma 17 (FTDP-17; Blennow y cols., 2006; Ballatore y cols., 2007; Igbal y cols., 2009). La
vulnerabilidad existente en ciertas regiones implicadas en las distintas taupatias podria

deberse a las diferencias regionales que se dan en el splicing alternativo.

2 , DOMINIO DE UNION
LOCALIZACION DOMINIO DE PROYECCION A MICROTUBULOS

GENICA
| [} n

R

1 262
Chr 17 q21 Inserts

2N4R

1N4R
ON4R

e
2N3R

1N3R
ON3R

Tau isoforms

N terminus C terminus

Figura 1: Esquema de las distintas isoformas de la proteina tau. Modificado de Simic (2016).

2.2 - Localizacion celular

La localizacion diferencial de la proteina tau dentro de la célula parece estar regulada
mediante la fosforilacion de determinados residuos peptidicos (LaPointe y cols., 2009; Xia y
cols., 2015), variando ademas segun el tipo de isoforma que sea (Wang y Mandelkow, 2015).
Tau se puede encontrar tanto libre en el citosol como en el nucleo (Sultan y cols., 2011) y
asociada a microtubulos o a distintos tipos de membrana (Arrasate y cols., 2000). Esta es
ademas capaz de asociarse a la membrana plasmatica a través de una secuencia rica en prolina
localizada en el amino terminal (Brandt y cols., 1995). Se ha descrito también a tau como una
proteina periférica asociada a la membrana del aparato de Golgi (Farah y cols., 2006),

habiéndose observado ademads en la membrana externa mitocondrial (Jung y cols., 1993).

Su distribucién subcelular esta regulada durante el desarrollo neuronal, habiéndose observado
como en neuronas inmaduras la proteina tau se distribuye por todo el cuerpo celular y las
neuritas. Una vez que el axdon emerge y la neurona se polariza, tau acaba predominando en el

dominio axonal sobre el somatodendritico, situaciéon que se mantiene durante el estado adulto
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en condiciones normales (Papasozomenos y cols., 1987). Esta distribucion diferencial se ve
alterada en las distintas taupatias en las que se rompe la compartimentalizacién mayoritaria
de tau en el dominio axonal, contribuyendo probablemente a la degeneracién de la neurona
afectada. Los mecanismos reguladores que subyacen a la distribucion diferencial de tau dentro
de la neurona se desconocen en gran medida, aunque se ha observado por ejemplo que el
ARN mensajero que la codifica parece tener cierta tendencia a ser trasladado al axén (Garner y
cols., 1988; Aronov y cols., 2002). A su vez, a nivel proteico hay distintos factores que podrian
intervenir en esta polaridad, como una mayor tasa de renovacion de la proteina en el dominio
somatodendritico que en el axén, una mayor afinidad de tau por los microtubulos axonales
que los dendriticos (Hirokawa y cols., 1996; Nakata y Hirokawa, 2003; Konishi y Setou, 2009) o
la formacidn del segmento inicial del axdn como barrera contra la difusidn retrégrada de tau

hacia las dendritas (Li y cols., 2011).

2.3 - Funciones

La proteina tau participa en funciones diversas dependiendo del dominio neuronal en el que se
encuentre. La primera funcién descrita de la proteina tau fue la de ensamblar y regular la
dindmica de formacién de los microtibulos, permitiendo la organizacion del citoesqueleto y
manteniendo asi la morfologia neuronal apropiada (Drubin y Kirschner, 1986; Caceres y Kosik,
1990; Panda y cols., 1999). Dicha funcién esta regulada por un proceso post-traduccional de
fosforilacién en residuos de serina o treonina que modulan la afinidad de unién a los
microtubulos (Drewes y cols., 1995). Ademads de la interaccién de tau con los microtubulos, su
relacidn con proteinas motoras como la quinesina o dineina, explicarian su funcién en el
transporte axonal, sobretodo en la liberacidn de factores tréficos y otros componentes
celulares desde la terminal presinaptica (Dixit y cols., 2008), asi como en el trasporte de
organulos membranosos (Drewes y cols., 1998; Stamer y cols., 2002). Parece tener ademds un
papel relevante en la maduracion neuronal durante la formacidn de neuritas, dado que el
descenso o aumento de los niveles de expresiéon de tau parecen inhibir e incrementar
respectivamente el nimero de neuritas formadas (Caceres y Kosik, 1990).

En relacion a su presencia en el nucleo celular, se ha descrito en estudios en cultivos e in vivo
como parece jugar un papel relevante en el mantenimiento de la integridad gendmica nuclear,
facilitada por la capacidad que tiene de unirse tanto al ARN como al ADN (Wang y Mandelkow,

2015).
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Respecto al dominio dendritico, se ha sugerido la presencia de tau dentro de las espinas
dendriticas (Ittner y cols., 2010). Aunque su papel aqui no esta todavia claro, estudios in vitro
sugieren que podria estar implicada en la regulacién de la plasticidad sindptica, dado que la
activacion a nivel sinaptico parece inducir su translocacion desde el tallo dendritico hacia las
espinas, que son las regiones postsindpticas. Se ha observado también cémo tau parece
asociarse a la quinasa FYN para enviarla a las espinas dendriticas donde fosforilaria a la
subunidad 2 del receptor NMDA, estabilizando su interaccién con la proteina PSD95 vy

potenciando asi la sefializacién glutamatérgica (Wangy Mandelkow, 2015).

Por ultimo, dado que se ha comprobado recientemente en estudios in vitro e in vivo cdmo tau
es secretada de forma fisioldgica al medio extracelular, siendo ademds regulado por Ia
actividad neuronal (Pooler y cols., 2013), algunos estudios han tratado de encontrar posibles
funciones de ésta fuera de las células. Se ha observado por ejemplo que la proteina tau tiene
una afinidad por ciertos receptores como los muscarinicos de acetilcolina M1 y M3 (Gémez-
Ramos y cols., 2008), mayor incluso que el mismo ligando clasico. Se ha llegado a sugerir
entonces que la funcién extracelular de tau en condiciones fisioldgicas podria estar relacionada
con la de la comunicacién celular (Wang y Mandelkow, 2015). En otro sentido, un aumento
patoldgico de los niveles de tau en el medio extracelular como el que se da en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer (EA), podria entonces incrementar los niveles de calcio intracelular a
través de la activacion de receptores como los muscarinicos, lo que en determinados
contextos puede inducir un efecto citotoxico. Ademds es interesante sefialar que la
distribucidon de estos receptores se encuentra preferentemente en neuronas localizadas en

regiones muy vulnerables en la EA como la corteza entorrinal y el hipocampo.

2.4 - La fosforilacidn de tau y otras modificaciones post- traduccionales

La funcionalidad de tau esta regida por su compleja regulacidon a nivel post transcripcional
mediante modificaciones en distintos residuos peptidicos. Estas modificaciones pueden
suponer la fosforilacion, isomerizacién, glicaciéon, nitracién, la adicion de N-
acetilglucosaminas, acetilacion, oxidacién, poliaminacién, sumoilacién o la ubiquitinacion de
distintos residuos (Biernat y cols., 1993; Reynolds y cols., 2008; Usardi y cols., 2011; Noble y
cols., 2013; Morris y cols., 2015). Algunas de estas modificaciones, como la acetilacidn, la
glicacion de tau, y sobre todo la fosforilacidn, parecen ser relevantes para la alteracidn en la

funcionalidad normal de tau en taupatias como la EA.
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La fosforilacion es la principal y mas comun modificacidon post transcripcional de la proteina
tau, la cual contiene 85 residuos peptidicos potencialmente fosforilables, que incluyen 45
serinas, 35 treoninas y 5 tirosinas, la mayoria de ellas situadas en la regién rica en prolinas que
flanquea la regién de unidon a microtubulos (Hanger y cols., 2009). Esta fosforilacion esta
regulada fisioldgicamente durante el desarrollo, siendo muy intensa hacia el final de la
sinaptogénesis, para entonces disminuir de forma importante (Bramblett y cols., 1993;
Goedert y cols., 1993; Brion y cols., 1993). El complejo control de la fosforilaciéon de tau es un
mecanismo rapido para modular la dinamica de unién a microtubulos afectando a su
ensamblaje. Normalmente, la fosforilacion de residuos tanto dentro de la regidn de unién a
microtubulos (serinas 262, 293, 324 y 356) como fuera de ella (treoninas 214 o 231; serina
235), suponen la separacidon de la proteina de los microtidbulos (Lindwall y Cole, 1984;
Drechsel y cols., 1992; Bramblett y cols.,1993; Yoshida y Ihara, 1993; Biernat y cols., 1993;
Drewes y cols., 1995; Ksiezak-Reding y cols., 2003; Sengupta y cols., 1998 ), aunque no
siempre es asi ya que por ejemplo se ha visto que la fosforilacidn de la treonina en posicion 50

facilita dicha unién (Feijoo y cols., 2005).

Ademas de la unién a microtubulos, la fosforilacién de tau regula su distribucién subcelular y
las interacciones moleculares con distintas proteinas como las implicadas en la regulacion del
transporte axonal (LaPointe y cols., 2009; Xia y cols., 2015), en el transporte de las proteinas
cargo a la espinas dendriticas (Ebneth y cols., 1998) o de su asociacién con la membrana

plasmatica (Maas y cols., 2000; Pooler y cols., 2012; Sontag y Sontag., 2013).

El estado de fosforilacion de cualquier fosfoproteina como tau, depende del balance entre la
actividad de quinasas y fosfatasas. Las quinasas como la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3) y
la quinasa dependiente de ciclina 5 (cdk5) parecen estar implicadas en la fosforilacion
fisiolégica de tau en el cerebro normal (Mandelkow y cols., 1992; Baumann vy cols., 1993;
Kobayashi y cols., 1993; Singh y cols., 1995; Munoz-Montafio y cols., 1997; Hong y cols., 1997,
Cohen, 1999). Por otro lado se ha visto cémo las fosfatasas PP1, PP2A, PP2B, PP2C, PP3 y PP5
pueden desfosforilar tau bajo condiciones in vitro (Buée y cols., 2000; Liu y cols., 2005a; Martin
y cols., 2013). De entre éstas, la PP2A es la que muestra un mayor efecto sobre el estado de
fosforilacién de tau, suponiendo alrededor del 70% de la actividad fosfatasa relacionada con
tau (Liu y cols., 2005a; Martin y cols., 2013; Sontag y Sontag, 2014). El desequilibrio en la
actividad o en la expresion entre quinasas y fosfatasas puede conducir a la hiperfosforilacién
de tau, definido asi cuando tiene alrededor del triple del nivel de fosforilacion que el que tiene
la proteina tau en el cerebro humano adulto normal, que son habitualmente unos 2 o 3 grupos

fosfato por molécula (Képke y cols., 1993). La hiperfosforilacién de tau es de hecho un
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fendmeno comun a todas de las taupatias, incluida la EA. En esta enfermedad se han descrito
numerosas fosforilaciones patoldgicas en multiples epitopos de la proteina tau reconocidos
por anticuerpos como AT8 (5199/5202/T205), AT100 (T212/5214/T217), AT180 (T231/235) y
PHF-1 (S396/5404), asi como en sitios individuales como $262 o S422 (figura 2). Aunque se
cree que la hiperfosforilacion en tau ocurriria de forma secuencial con un patrén temporal
preciso, todavia no esta claro como esta se da (Bertrand y cols., 2010). Aun asi, un estudio
reciente ha sugerido que las fosforilaciones en la regién carboxilo terminal, concretamente en
el epitopo PHF-1, se produciria desde estadios tempranos de la patologia, incrementandose
progresivamente a medida que se suceden estadios mas tardios, cuando la fosforilacidn en el
epitopo AT8 es también muy relevante (Mondragdn-Rodriguez y cols., 2014). La fosforilacion
de este epitopo podria jugar ademas un rol central en la regulacion de otras fosforilaciones de
tau en otros residuos vinculados también con la patologia, dado que se ha visto como su
fosforilacién puede inducir una cascada de multiples fosforilaciones en paralelo, llevadas a

cabo por las quinasas GSK3-f y Cdk5 (Bertrand y cols., 2010).

Epitopos de Tau fosforilados en cerebro normal
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Epitopos de Tau fosforilados en la Enfermedad de Alzheimer

Figura 2: Esquema de los distintos epitopos fosforilables en cerebro normal y en cerebro de paciente con EA.

Modificado de Simic (2016).

Los mecanismos precisos que provocan la hiperfosforilacion de tau se desconocen en gran

medida, pero todos ellos producen un desequilibrio del balance fosforilacién/desfosforilacion,
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debido fundamentalmente a cambios conformacionales de la proteina tau que la convierten
en mejor diana para las quinasas y peor sustrato para las fosfatasas, cambios que conducen a
la activacion de las quinasas que fosforilan tau o a la inhibicidn de las proteinas fosfatasas (PP)
implicadas en su desfosforilacion, como PP1, PP2A, PP2B y PP2C. En linea con esta hipétesis
del desequilibrio entre quinasas y fosfatasas, algunos estudios han descrito en la EA una
reduccion en la expresidon y en la actividad de PP2A (Gong vy cols., 1993; Vogelsberg-Ragaglia y
cols., 2001). Junto a ello la supresién de la actividad de las fosfatasas PP1 y PP2A por el acido
okadaico reprodujo la patologia tau en roedores, implicdndolas también en la enfermedad

(Guoy cols., 2017).

La GSK-3, la cdk5, la proteina quinasa A (PKA), la quinasa dependiente de calcio y calmodulina
tipo 1l (CaMKll), la proteina activadora de mitdégenos (MAP), la quinasa ERK1/2 o las quinasas
activadas por estrés han sido también implicadas en la hiperfosforilacién de tau. Las dos
guinasas mas relevantes en la patologia de la EA son la GSK3 y la cdk5, habiéndose relacionado
con todas los estadios de la patologia neurofibrilar durante la enfermedad. La sobreexpresién
de GSK-3 por ejemplo en células de cultivos y en animales transgénicos indujo la
hiperfosforilacion de tau en muchos de los sitios observados en la EA (Lucas y cols., 2001),
mientras que la inhibicion de su actividad a través del uso del litio, atenud la fosforilacién de

tau en dichos modelos (Hong y cols., 1997).

Se han encontrado diversas modificaciones postraduccionales inductoras de cambios
conformacionales que hacen mas probable la hiperfosforilacion de tau (Blennow y cols., 2006;
Ballatore y cols., 2007; Igbal y cols., 2009). Por ejemplo la acetilacion de ciertas lisinas parecen
proteger a tau de su hiperfosforilacion y de su agregacion en fibrillas, habiéndose visto en
cerebros de pacientes con EA cdmo los niveles de lisina en esos mismos residuos estaban
reducidos respecto a cerebros control (Cook y cols., 2014). Sin embargo, la presencia de
acetilaciones en otras lisinas de la cadena peptidica de tau se ha vinculado con procesos
patoldgicos, habiéndose hallado éstas modificaciones en tejido procedente de pacientes con
EA, que no se encuentran en tejido control (Irwin y cols., 2013; Min y cols., 2013). Respecto a
las glicosilaciones, producidas fundamentalmente en el aparato de Golgi (Stanley, 2011), la
amino-glicosilacion (N-glicosilacidn) puede facilitar la fosforilacién anémala de tau al inhibir
reacciones de desfosforilacion (Liu y cols., 2002), mientras que la adicion de grupos O-gluco-N-
acetilos (O-GIcNAc), que se da en serinas y treoninas, pueden protegerla frente a la
fosforilacién de estos mismos residuos, dado que son potencialmente fosforilables. De hecho
se ha visto como la O-GlucosilNAcetilacion puede suprimir la agregacion de tau

hiperfosforilado, habiéndose encontrado en tejido de pacientes con EA una reduccién en los
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niveles de estos grupos O-GIcNAc en tau (Liu y cols.,, 2004). Otras modificaciones
conformacionales pueden ser producidas por escisiones de fragmentos peptidicos llevadas a
cabo por caspasas o calpainas, que pueden por si solas inducir la hiperfosforilaciéon de tau
(Kovacech y Novak, 2010). Estudios recientes en cultivos primarios de neuronas y en tejido de
cerebral de pacientes con taupatias, indican que las especies de tau que sufren escisiones por
parte de caspasas-3 suelen tener tendencia a fosforilarse, viéndose ademas que tras la escision
y la hiperfosforilacién, la molécula adquiere propensién a agregarse en fibrillas y en ultima
instancia en ovillos (Zilkova y cols., 2011). Respecto a las consecuencias funcionales de la
hiperfosforilaciéon de tau, se ha comprobado en numerosas ocasiones una relacién entre su
fosforilacién anormal y su auto-agregacion, dandose el primer suceso siempre antes que la
agregacion. El tau disociado de los microtubulos por su hiperfosforilacidn, seria mas vulnerable
a sufrir un proceso de auto-agregacion, formando oligdmeros y posteriormente agregados de
tau. De hecho estudios in vitro han descrito cdmo, una vez que la proteina tau se
hiperfosforila, ésta es capaz de autoagregarse, sugiriendo que la hiperfosforilacién puede
directamente inducir agregacién (Avila, 2006). Para este proceso de agregacion parece que son
clave unos hexapéptidos que se encuentran en los dominios repetidos R2 y R3, los cuales
tienen propension a formar estructuras de lamina beta (Mukrasch y cols.,, 2005). El
desenmascaramiento de éste segmento peptidico seria el primer paso en el proceso de
formacién de las fibrillas de tau, al poderse dar la conformaciéon en I[dmina beta y permitir
entrelazarse con otras laminas. Para ello, los cambios conformacionales inducidos por
variaciones postraduccionales como la hiperfosforilacién, podrian ser clave en dicho
desenmascaramiento al alterar la estructura conformacional de la proteina, de forma que

dichos hexapéptidos se quedaran al descubierto.

En las taupatias dichas fibrillas se van agregando en haces largos que al enrollarse van
formando filamentos helicoidales pareados dentro de la neurona. Cuando las fibrillas se
agregan una sobre otra de forma paralela, forman los denominados filamentos rectos
(Crowther, 1991). Los distintos filamentos se van auto ensamblando en proporciones variables,
segln el tipo de taupatia, formando los ovillos neurofibrilares. En un estudio previo realizado
en nuestro laboratorio (Blazquez-Llorca y cols., 2010) se clasifico a las neuronas de pacientes
con EA en tipo | y Il en base a la cantidad intraneuronal de filamentos de tau hiperfosforilado.
El tipo | se caracterizaria por la presencia de un marcaje difuso citoplasmatico que no llega a
formar ovillos neurofibrilares, visualizandose en las dendritas y el axén proximal un intenso
marcaje fibrilar de tau hiperfosforilado. Las neuronas con un patron de tipo I, se observa la

presencia de un ovillo neurofibrilar mas o menos avanzado (lla o llb segin el grado de
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desarrollo del mismo, en base a la clasificacion de Merino-Serrais y cols., 2013), mostrandose
ademas, a diferencia del patrén I, una menor intensidad de marcaje fibrilar en el arbol

dendritico de la neurona.

Por ultimo, ademads de la agregacion y la formacién de fibrillas y agregados, la separacién de
tau de los microtubulos, inducida por su hiperfosforilacion, facilitaria su deslocalizacién del
dominio axonal hacia el dominio somatodendritico y a los terminales sinapticos. Esto podria
comprometer la integridad de los microtibulos del axén asi como la funcionalidad sinaptica. La
hiperfosforilacidon podria afectar también a la tasa intracelular de degradacidn de la proteina.
Por ejemplo, la fosforilacion de tau en la serina de la posicién 262 o 356, hace que no sea
reconocida por la proteina de choque térmico (HSP), protegiéndose asi de la degradacion
proteosomal (Dickey vy cols., 2007), lo que potenciaria su toxicidad en la célula. Por ultimo, la
hiperfosforilaciéon podria alterar la asociacién de tau con las distintas proteinas con las que
interactia en la membrana plasmatica o en el aparato de Golgi, en las espinas dendriticas
con la quinasa Fyn o en el nucleo con la molécula de ADN, alterando asi, posiblemente, las
funciones fisiologicas de ésta proteina en multitud de vias de sefializacién en las que estd

implicada (Hanger y cols., 2009).

2.5 - Secrecion de tau y sus propiedades pridnicas

Dado el patrén espacio temporal descrito por Braak en la evolucion de la EA, donde a medida
que la evolucion de la enfermedad avanza, la presencia de patologia tau se extiende por
distintas regiones cerebrales de acuerdo a los estadios que él mismo definié (Braak y Braak,
1991), se formuld la posibilidad de que la proteina tau alterada pudiera propagarse de unas
zonas a otras. Esta teoria se apoya en el hecho de que tau se ha encontrado en el medio
extracelular, viéndose por ejemplo cémo en cultivos primarios de neuronas, formas
fosforiladas y desfosforiladas de tau pueden secretarse de forma fisioldgica (Karch y cols.,
2012). Esta liberacidon ademas se puede potenciar si las neuronas, por ejemplo, son excitadas
sindpticamente mediante neurotransmision glutamatérgica (Pooler y cols., 2013). Para que tau
se pueda secretar es esencial el terminal amino de la proteina, que es el que interactua con la
membrana plasmatica asi como con proteinas de membrana. Diversos estudios han descrito
que las neuronas son capaces de liberar tau por exocitosis o mediante la secrecidon de
exosomas derivados de cuerpos multivesiculares (Gendreau y Hall, 2013). Se observd de

hecho, que el tau humano fosforilado en la treonina 181 que se secreta en exosomas de
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neuronas en cultivo, también se han encontrado en exosomas obtenidos del fluido
cerebroespinal de pacientes en fases tempranas de la EA (Saman y cols., 2012). Se ha descrito
ademas que dicho tau extracelular puede ser internalizado por otras neuronas mediante

endocitosis, mediada o no por receptor (Wang y Mandelkow, 2015).

Se han propuesto dos posibles mecanismos de propagacién de tau entre regiones distintas
mediante comunicacidon trans-sindptica. En el primero, la degeneracién de la neurona
presindptica causada por factores citotdxicos asociadas a la enfermedad, podria conducir a la
liberacion de tau desde la membrana presinaptica, permitiendo al tau difundir a través del
espacio sindptico. El otro mecanismo, que se daria de forma fisiolégica, consiste en la
liberacidn de tau del terminal presinaptico por exocitosis o mediante la via exosomal o incluso
por vesiculas sindpticas, que podrian ser recogidas por las neuronas postsindpticas. Aunque la
liberacién trans-sindptica pareceria la opcidn mas légica, se discute si la liberacidon de tau
puede darse a través de mecanismos distintos a la transferencia directa por neuronas
conectadas sinapticamente. Por ejemplo se ha visto que la activacion microglial precede la
liberacién de tau entre areas conectadas anatdmicamente hipocampales, indicando que la
propagacion de tau podria seguir a la progresidon de neuroinflamacion (Wang y Mandelkow,

2015).

La otra caracteristica de tau que sustenta la hipdtesis de la propagacién de tau patoldgico
como causa de la evolucion espacio temporal de la EA, consiste en las propiedades de tipo
pridnico de tau descritas en los ultimos afios. Dichas propiedades se basan en el hecho de que
el tau huésped puede ser inducido a agregarse en filamentos por la inyeccidn intracerebral de
extractos de cerebro con tau patolédgico procedente de muestras cerebrales de pacientes de
Alzheimer, de ratones que expresan tau mutado en estadios tardios o por la simple
administracion intraperitoneal de tau patoldgico (Alonso y cols., 2016). La formacion de
patologia tau en forma de ovillos y distrofias neuriticas se pueden dar localmente en el area de
inyeccion asi como en regiones conectadas anatdmicamente a dicha area (Hu y cols., 2016).
Ademas se ha observado cémo la hiperfosforilacién de tau parece determinar la propagaciony
la morfologia de las lesiones de tau, dado que en el estudio de Hu y cols (2016), cuando el
extracto aislado de tau hiperfosforilado se desfosforilaba in vitro previamente a su
administracion, la patologia tau se reducia drasticamente modificandose incluso la morfologia

de los agregados de tau patoldgico.
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3. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es hoy en dia la principal causa de demencia asociada al
envejecimiento, representando entre el 50% y el 75% de los casos de demencia senil
(Morishima-Kawashima e lhara, 2002). Segun la Fundacion Alzheimer Espafia (FAE), se
encuentran afectados entre el 5-7% de la poblacién mayor de 65 afios y este porcentaje
aumenta alcanzando el 25% en personas mayores de 85 afios. Cerca de 650.000 personas
estan afectadas en Espafa y se prevé que el nimero de enfermos llegue casi a triplicarse en
2050 segun la Sociedad Espafiola de Neurologia.

Como demencia se caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo que no sélo afecta a la
pérdida de las funciones de memoria, orientacidn y lenguaje, sino también a otros
componentes funcionales mas complejos, tales como la personalidad, el raciocinio o la
resolucidon de problemas. En los estadios mas avanzados, la dependencia mental y fisica del
enfermo acaba siendo absoluta (Jucker y cols., 2006). Las principales caracteristicas
histopatoldgicas de la enfermedad son, primero, la presencia de placas seniles que estdn
formadas fundamentalmente a partir de acumulaciones extracelulares del péptido B-amiloide
que puede agregar segun el tipo de placa. En segundo lugar se encuentran los ovillos
neurofibrilares intracelulares de tau hiperfosforilado (figura 3), ademds de otras lesiones
neurofibrilares como las neuritas distréficas (prolongaciones dendriticas y axdnicas
degeneradas) o los llamados “hilos de neuropilo” presentes en las prolongaciones neuronales.
Junto a todas estas lesiones la enfermedad se caracteriza también por una significativa pérdida
neuronal y sindptica (Tolnay y Probst, 1999; Duyckaerts y Dickson, 2003).

La presencia de estas lesiones asociadas a la proteina tau, hacen que se considere a la EA como
integrante del grupo de enfermedades denominadas como “taupatias”. Aunque hoy en dia un
gran nimero de enfermedades estan agrupadas dentro de esta categoria, en un principio Emil
Kraepelin pensé que la patologia neurofibrilar era exclusiva de lo que acabdé denominando
como EA, en homenaje a su discipulo Alois Alzheimer quien, en 1907, fue el primero en
describirla (Alzheimer, 1907). Poco tiempo después se empezd a observar que la presencia de
dichos agregados no era tan especifica de la EA como se habia asumido hasta entonces
(Hibner, 1908, 1910; Alzheimer, 1911; Fuller, 1911; Schnitzler, 1911; Simchowicz, 1911; Ley,
1922; Rothschild y Kasanin, 1936; von Braunm{ihl, 1957).

Con el estudio en 1986 de Pollock y colaboradores (1986) se hizo patente que la patologia

fibrilar de tau no se restringia a la EA, al comprobarse que al igual que en la EA, los agregados
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filamentosos en la enfermedad de Pick y en la pardlisis supranuclear progresiva, estaban

también asociados con la proteina tau.

Figura 3: A la izquierda, microfotografia obtenida en nuestro laboratorio a partir de tejido post mortem procedente
de la necorteza temporal de un paciente con EA, donde se observa la patologia tau presente en la enfermedad,
caracterizada fundamentalmente por la presencia de ovillos neurofibrilares. A la derecha se observan las
ilustraciones de ovillos neurofibrilares realizadas por G. Sala, discipulo de Ramdn y Cajal. Tomado de DeFelipe

(2009).

Spillantini y colaboradores (1997) fueron los primeros en usar el término de “taupatias” para
describir a la familia de enfermedades que presentan acumulaciones filamentosas de tau
hiperfosforilado en neuronas y células gliales, junto con la apariciéon en el paciente de signos
de demencia (Chin y Goldman, 1996; Spillantini y Goedert, 1998, 2013; Ballatore y cols., 2007;
Ferrery cols., 2014).

Hoy en dia las taupatias se agrupan en base a distintos factores patoldgicos, como el papel
exclusivo o no de la patologia tau en la enfermedad, las isoformas de tau mayoritarias
presentes en la patologia o el tipo de célula afectada. En base al primer rasgo, las taupatias se
clasifican como primarias o secundarias, dependiendo de si la patologia tau es considerada
como el mayor factor contribuyente a la neurodegeneracion o si estd asociada con otras
patologias, respectivamente (Williams, 2006; Dickson y cols., 2011; Kovacs, 2016). La EA
perteneceria a este Ultimo grupo, dado que en esta enfermedad se sabe al menos de la

presencia de otro factor patoldgico determinante como es la patologia amiloide. Respecto al
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segundo rasgo de clasificacidn, segun el ratio de las isoformas 3R y 4R de tau presentes en las
lesiones neurofibrilares, se han clasificado cuatro clases distintas de taupatias (Spillantini y
Goedert, 1998; Williams, 2006; Dickson y cols., 2011; Kovacs, 2016). La EA perteneceria a la
clase | de taupatias donde las seis isoformas de tau se presentan en un nimero equilibrado
entre las isoformas con 3 repeticiones y las de 4. Por ultimo, las taupatias se clasifican también
segln afecte a neuronas y/o a células gliales (Braak y Braak, 1991; Duyckaerts y cols., 2009;
Kovacs y Budka, 2010; Montine y cols., 2012). Hay taupatias en las que la acumulacion
patoldgica de tau se da preferentemente en neuronas, como en la EA o en la enfermedad de
Pick, otras mixtas en las que se puede observar dicha acumulacién tanto en neuronas como en
células gliales, como en la pardlisis supranuclear progresiva, la degeneracidn cortico-basal o la
argirofilia granulosa, y por ultimo otras donde la patologia tau se da preferentemente en glia
como la taupatia glial globular (Kovacs, 2016). En base a las distintas clasificaciones, la EA por

lo tanto se considera una taupatia secundaria de clase | y neuronal.

Precisamente en base a considerar la EA como una taupatia, Braak y Braak (1991)
establecieron hace ya mas de 20 afios, seis estadios para describir el avance de la EA. Para ello
se basaron en la presencia o ausencia de los ovillos neurofibrilares a lo largo de distintas
regiones cerebrales, cuya distribucion espacio-temporal sigue un patron estereotipado vy
predecible (Arnold y cols. 1991; Braak y Braak 1991; Braak y cols. 2006) que aunque
correlaciona con el deterioro cognitivo, no asi con la demencia clinicamente diagnosticada, al
darse esta solamente en los ultimos estadios de la clasificacion de Braak y Braak. Los primeros
estadios de Braak cursan de forma asintomatica, pudiendo tener la enfermedad pero sin
mostrar signos de demencia. La evolucidn de la patologia tau se puede resumir en tres fases:
entorrinal, limbica e isocortical (figura 4). Los primeros ovillos neurofibrilares se observan en la
corteza transentorrinal o peririnal seguido de la corteza entorrinal (estadios | y Il). En una fase
posterior se observa ya una abundante presencia de patologia tau en la region CAl del
hipocampo, propagdndose y acumuldndose en otras estructuras limbicas como el subiculo de
la formacion hipocampal (estadio Ill) y la amigdala, tdlamo y claustro (estadio IV). Finalmente
se observa patologia tau en todas las isocortezas, siendo las dreas asociativas las primeras y
mas severamente afectadas (estadio V) y posteriormente las primarias sensoriales, motoras y
visuales (estadio VI). Las alteraciones histopatoldgicas que se dan a lo largo de la EA son
ademads muy selectivas y poco aleatorias. Por ejemplo existen areas adyacentes a la corteza
entorrinal, el subiculo o la regién CA1 del hipocampo, como por ejemplo el pre- y el
parasubiculo o el giro dentado, que carecen practicamente de ovillos neurofibrilares (Hyman y

cols., 1984;Hyman vy cols., 1986; Arendt y cols., 1998; Braak y cols., 2006). Ademas parece
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haber también una selectividad de tipo celular ya que en general los ovillos neurofibrilares
suelen encontrarse en células piramidales grandes mas que en piramidales pequefias o
interneuronas (Hirano y Zimmerman, 1962; Mountjoy y cols., 1983; Pearson y cols., 1985;
Braak y Braak, 1986; Braak y cols. 1989; Iwamoto y Emson, 1991). En la corteza entorrinal por
ejemplo parecen verse afectadas preferentemente neuronas estrelladas de capa Il y lll, asi
como neuronas multipolares grandes de capa IV. En las dreas de CA1l y del subiculo de la
formacién hipocampal, sélo se desarrolla patologia tau en el estrato piramidal, y en dareas
isocorticales estaria preferentemente asociada a neuronas piramidales de capa Ill y capa V

(Hyman vy cols. 1984; Arnold y cols. 1991; Braak y Braak 1991).

Estadios transentorrinales I/11 Estadios limbicos III/IV Estadios Isocorticales V/VI

Figura 4: Esquema de los estadios neuropatolégicos de la EA de acuerdo con Braak y Braak (1991). Modificado de

Arendt y cols (2016).
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4. Modelos de hiperfosforilacion de tau

4.1 - La hibernaciéon como modelo de fosforilacion fisioldgica de la proteina tau

La hibernacién es un proceso fisioldgico que permite a ciertos organismos sobrevivir en
condiciones ambientales adversas, desarrollando la capacidad de sobrevivir durante extensos
periodos con temperaturas extremas y de escasa disponibilidad de alimentos, mediante
distintos mecanismos que permiten un ahorro energético muy considerable en el metabolismo
de dicho animal (Von der Ohe y cols., 2006). Durante la hibernacién de los mamiferos se
produce un descenso generalizado de la temperatura corporal, la tasa metabdlica (Buck y
Barnes, 2000), la actividad neural (Strumwasser, 1959; South, 1972; Walker y cols., 1977;
Igelmund, 1996), asi como en procesos fundamentales para el mantenimiento celular como la
transcripcidn, la traducciéon o las modificaciones postraduccionales (Frerichs y cols., 1998; van
Breukelen y Martin, 2002). En pequefios mamiferos como el hamster Sirio (mesocricetus
auratus), la hibernacién es facultativa, lo que significa que entra en hibernacién solo si se dan
las circunstancias ambientales propicias, como que la temperatura ambiental caiga por debajo
de los 52C y que se den largos periodos de oscuridad. La fase en la cual el animal entra en un
estado de consumo de minima energia se denomina torpor y en el caso del hamster suele
durar entre 3 y 4 dias. Durante este periodo la temperatura corporal llega a caer hasta los 0.5-
39C (Strumwasser, 1959b), llegando muchas veces incluso a alcanzar temperaturas por debajo
del punto de congelacién (Barnes, 1989). Estos periodos de torpor son interrumpidos por
cortos periodos de vigilia (“arousal” en inglés) donde el animal vuelve a tener una actividad
cerebral y una temperatura corporal normal durante unas breves horas (Geiser, 2013; Geiser y
Martin, 2013). Pasadas esas horas el hamster volveria a entrar en el estado de torpor
nuevamente durante otros 3 o 4 dias. Estos ciclos torpor-vigilia se repiten sucesivamente
durante la hibernacién, pudiendo alargarse durante meses, hasta que las condiciones

ambientales mejoran y el animal entonces vuelva a un estado de eutermia.

Los animales hibernantes, como el hamster Sirio, han sido usados como modelo para estudios
sobre la plasticidad de distintos procesos que se dan en el metabolismo en general, y en la
fisiologia y microanatomia neuronal en particular, dada la reversibilidad de estos cambios que
se producen en intervalos de tiempo muy cortos (Arendt y cols., 2003). En consonancia con el

descenso generalizado del metabolismo proteico, se ha observado en el tejido cerebral
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durante la hibernacion modificaciones morfolégicas relevantes como la reduccién del area del
cuerpo neuronal, de la complejidad del arbol dendritico y la densidad de espinas (Popov y
cols., 1992; Popov y Bocharova, 1992; von der Ohe y cols., 2006), asi como del nimero de
poliribosomas de la superficie del reticulo endopldsmico rugoso, junto al aparente
desensamblaje de la estructura del aparato de Golgi durante la fase de torpor (Popov vy

cols., 1999; Bocharova y cols., 2011).

Dado que la proteina tau es un elemento central en la remodelacién del citoesqueleto durante
la plasticidad sindptica y neuronal (Grubb y cols., 2011) se pensé que éste podria desempefiar
un papel importante durante la hibernacién y ser por tanto objeto también de modificaciones
reversibles durante este proceso. Asi, por ejemplo, se llegd a comprobar durante la fase de
torpor que en animales hibernantes como el suslik europeo, la ardilla de tierra europea
(Griffith y cols., 1983; Rodriguez y cols., 2003) o el hamster Sirio, la proteina tau sufre una
hiperfosforilaciéon reversible. Esto ha hecho que la hibernacidon en estas especies se esté
utilizando como modelo de estudio de los mecanismos que regulan los procesos de
fosforilacién y desfosforilacion de esta proteina (Arendt y cols., 2003; Hartig y cols., 2005,
2007).

El comienzo en la hiperfosforilacion de tau no se da hasta que el hamster, previamente en
estado de eutermia, no entra en la fase de torpor, y una vez en ella, a las pocas horas
comienza a producirse un importante incremento de la fosforilacién de tau (figura 5). Este
incremento progresa de forma continuada durante toda la fase de torpor (Stieler y cols., 2011)
hasta que el animal despierta y entra en una breve fase de vigilia, donde la fosforilacion de tau
se revierte completamente en pocas horas (Arendt y cols., 2003). Los epitopos fosforilados
durante la hibernacién son equivalentes a los que se dan en la formacién de los denominados
filamentos helicoidales pareados (siglas “PHF” en inglés) que conforman los ovillos
neurofibrilares en la EA (Arendt y cols., 2003; Hartig y cols., 2007; Stieler y cols., 2009; Stieler y
cols., 2011; Su y cols., 2008). De hecho en las neuronas corticales donde se da esta
hiperfosforilacién, llega a conformarse un patrén de agregacidon de tau hiperfosforilado
equivalente al denominado como de “preovillo” observable en pacientes de la EA. Como su
propio nombre indica, este patron seria un estadio previo a la formacion de los ovillos
neurofibrilares, que durante la hibernaciéon no llega a darse y por tanto no se seguiria la
evolucidn patoldgica de la EA.

Las dreas en las cuales se observa una mayor hiperfosforilacion de tau durante la fase de
torpor son el hipocampo ventral, la corteza entorrinal y la isocorteza, habiendo

aparentemente poblaciones neuronales con distinta sensibilidad a desarrollar acimulos de tau
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hiperfosforilado dentro de las mismas areas. Por ejemplo en el hipocampo, las células
piramidales de CA3 muestran una densidad de células con tau hiperfosforilado mucho mayor

que en CA1, mientras que en el giro dentado no ocurre dicha hiperfosforilacién (Arendt y

cols., 2003).
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Figura 5: Microfotografias obtenidas de la corteza cerebral del hamster Sirio durante los distintos estadios de la
hibernacién (eutermia, torpor, vigilia) a distintos tiempos. El marcaje inmunorreactivo que se observa en las
dendritas apicales y en algunos somas durante el torpor es tau hiperfosforilado en el epitopo reconocido por el
anticuerpo ATS8. Dicha hiperfosforilacion desaparece una vez el animal despierta del torpor en fase de vigilia.

Modificado de Stieler y cols (2011).

La fosforilacion de tau que se da durante la hibernacién, es un proceso fisioldgico que la célula
utiliza en procesos plasticos para hacer mas dinamica la red de microtubulos, siendo un evento
fundamental, por ejemplo, durante la plasticidad neuronal y la sinaptogénesis en el desarrollo
cerebral (Goedert y cols., 1993). Se ha sugerido que la regulacidn de la hiperfosforilacion de
tau estaria preservada en el cerebro mamifero adulto como un proceso natural vinculado con
la neuroproteccién y la plasticidad, que no tiene por qué estar asociado con efectos
patoldgicos. La hiperfosforilacién, al conferir a tau por ejemplo resistencia contra proteasas,
podria ser entonces un mecanismo para estabilizar su estructura durante la fase de torpor. Del
mismo modo, se ha sugerido que la fosforilacion de tau en la EA podria inicialmente
representar una reaccién fisiolégica con una funcién protectora que en el curso de la
patogénesis eventualmente se vuelve dafiina para la célula. Por lo tanto la hibernacién podria
representar un modelo de neuroproteccidon frente a condiciones de estrés (Zhou y cols., 2001)

y se ha propuesto que los mecanismos neuroprotectores durante la hibernacién podrian jugar
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una funcién importante también en las primeras etapas de enfermedades neurodegenerativas

como la EA u otras taupatias (Arendt, 2004; Su y cols., 2008).

4.2 - El ratén transgénico P301S como modelo de agregacion de tau hiperfosforilado

La mutacion MAPT P301S es una de las mas de 30 mutaciones encontradas en el gen de tau en
pacientes con demencia frontotemporal con parkinsonismo asociado al cromosoma 17 (FTPD-
17). Estas mutaciones mostraron por primera vez cémo alteraciones en la proteina tau podian
llegar a ser suficientes para inducir neurodegeneracion. El modelo de ratén mutante P301S
(PS19), desarrollado por Virginia Lee (Yoshiyama y cols., 2007) y utilizado en el presente
trabajo, sobreexpresa ese mismo gen mutado de tau, asociado a un promotor de la proteina
pridnica de ratdn (Prnp). Este transgen incluye los cuatro dominios de unién a microtubulos y
un inserto amino-terminal (4R/1N). Su expresidon en estos ratones es 5 veces mayor que el de
la proteina enddgena de tau, lo que lleva, a partir de los 6 meses de edad, a la formacién de
ovillos neurofibrilares similares a los observados en la EA en algunas neuronas de la
neocorteza, amigdala, hipocampo, tronco encéfalo y médula espinal (Yoshiyama y cols., 2007).
Estos ovillos pueden ser reconocidos utilizando anticuerpos como AT8, que reconoce la serina
202 y treonina 205 fosforiladas, PHF1 en las serinas fosforiladas en 396 y 404, o AT270 en la
treonina fosforilada en la posiciéon 205. Entre los 8 y 10 meses de edad la patologia tau se
incrementa notablemente, decreciendo a partir de entonces dada la pérdida progresiva de
neuronas que se da en esa edad. Esta pérdida se da principalmente en el hipocampo y en
corteza entorrinal, pero también en otras areas como la neocorteza o la amigdala, donde la
pérdida es mas severa alrededor de los 12 meses (Yoshiyama vy cols., 2007).
Comportamentalmente estos ratones muestran signos de deterioro cognitivo incluyendo
déficits selectivos en el aprendizaje espacial y en la habilidad de memoria asociada al laberinto
de agua de Morris (Takeuchi y cols., 2011). Junto al déficit cognitivo se observan déficits
motores que progresan hacia la paralisis a partir de los 10 meses, asociados normalmente con
posturas encorvadas y dificultad en la ingesta, siendo la tasa de mortalidad de alrededor de un
80% hacia los 12 meses con una mediana de supervivencia de 9 meses (Yoshiyama y cols.,

2007).

Por ultimo, la patologia tau y la pérdida neuronal que probablemente sean los mayores

inductores de los déficits comportamentales descritos, vienen acompafnados por microgliosis y
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astrocitosis, asi como de dafos en la funcién sinaptica a partir de los 3 meses de edad. Sin
embargo no se ha descrito patologia amiloide en ningun drea cerebral, lo que convierte a estos
ratones en un buen modelo para estudiar especificamente los efectos que la patologia tau en
exclusiva podria tener sobre la neurona en la EA, ya que no presentan el otro elemento
fundamental de la histopatologia de dicha enfermedad, las placas de B-amiloide (Yoshiyama y

cols., 2007).

5. Aparato de Golgi

5.1 - Descubrimiento e identificacion

Aunqgue hoy en dia estd asumido que el aparato de Golgi (AG) es un organulo presente en
todas las células eucariotas, la tarea para confirmar su existencia asi como su presencia en
todo tipo de células eucariotas se dilatdé por mas de medio siglo. Su descubrimiento y primeras
descripciones se realizaron en células nerviosas por investigadores muy relevantes en la
historia de la neurociencia. La existencia de estructuras equivalentes al aparato de Golgi se
observaron pocos afios antes de su descubrimiento por Camilo Golgi y sus discipulos en 1898
(figura 6). Sin embargo estas estructuras no fueron reconocidas como pertenecientes a la
misma entidad morfoldgica, y fueron considerados fendmenos relacionados con la division
celular y con el nucleo. No fue hasta los estudios en tejido nervioso de Camilo Golgi, de quien
acabo adquiriendo su nombre el organulo, que éste se describiria por primera vez como una
entidad estructuralmente independiente. Para llegar a su visualizacién y descripcion fue
necesario que el cientifico italiano llegara a modificar la técnica que usaba habitualmente para
teiiir el tejido nervioso, denominada “reazione nera”, mientras trataba de demostrar frente a

Cajal su teoria de la “rete nervosa diffusa”.

Precisamente el neurocientifico espafiol escribié en su autobiografia (Cajal, 1917) que en 1891
él observd mediante una reduccién selectiva con sales de oro en pirdmides cerebrales, la
estructura que ainos después describiria Camilo Golgi como aparato endocelular o reticular. Sin

embargo, como no pudo reproducir estos hallazgos, decidié no publicarlo.
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Figura 6: Primera ilustracion publicada del “Apparato reticolare interno” realizada por Camilo Golgi. Corresponde al
aparato de Golgi de una célula de Purkinje de la lechuza comun. El tejido fue fijado con osmio y bicromato, usando

la “reazione nera” junto a nitrato de plata. Tomado de Dréscher (1998).

Cuando Golgi comprobd que sus observaciones eran consistentes, decidié presentar sus
hallazgos en la conferencia de medicina y cirugia de la Sociedad de Pavia el 19 de abril de 1898.

IM

Aqui el cientifico italiano describid el “aparato reticular interno” (el término “Aparato de Golgi”
fue introducido posteriormente por Nusbaum en 1913) como una estructura intracelular con
una compleja organizacidn tridimensional, independiente de la membrana celular y que
normalmente se encontraba alrededor del nucleo. En las primeras décadas del siglo XX se
publicaron numerosos articulos acerca del aparato de Golgi, tratando de desentrafiar su
naturaleza e incluso debatiendo su existencia. Hasta que, siguiendo el consejo de Palade de
usar tetréoxido de osmio (Palade, 1952), Dalton y Felix en 1954 (Dalton y Felix, 1954)
proveyeron mediante la microscopia electrdnica, la primera descripcion de la estructura del
aparato de Golgi en células del epididimo. En las primeras descripciones ultraestructurales del

AG, éste se describio como un apilamiento de cisternas (llamadas también lamelas) cuya

superficie era curvada y lisa, rodeados por vacuolas de tamario variable (Dréscher, 1998).

5.2 - Estructura y composicion

La estructura del aparato de Golgi (AG) se compone de distintos apilamientos de cisternas de
alrededor de 1 um de diametro (Rabouille y cols. 1995; Pelletier y cols. 2002) dispuestas unas
sobre otras de forma muy préxima, asi como de vesiculas, que se localizan perinuclearmente y
alrededor del centro de organizacién de microtubulos (figura 7) (Képés y cols., 2005; Egea y
cols., 2006; Yadav y Linstedt, 2011). Normalmente cada apilamiento consta de entre 4 y 11

cisternas en mamiferos, siendo caracteristico de cada tipo celular (Rambourg, 1997). La
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integridad de todo el complejo estructural del organulo es mantenido por distintos sistemas
estructurales. El espacio que hay entre cisternas, que es ademas regular a lo largo de todo el
apilamiento (~20 nm), estad ocupado por lo que se denomina como la matriz de Golgi, que es
un complejo proteico resistente a detergente y sales, donde la asociacién de distintas
proteinas de membrana, sobre todo las denominadas coiled-coil o de tipo hélice enrollada,
facilitan la compactacién de dicho apilamiento y hacen de soporte estructural de todo el
conjunto (Franke y cols. 1972; Cluett y Brown 1992; Slusarewicz y cols. 1994; Sinka y cols.
2008). Ademas, el mantenimiento de la estructura esta intimamente relacionado con el
citoesqueleto, tanto con los microtubulos como con los filamentos de actina (Thyberg vy
Moskalewski 1985; Weidman y cols. 1993; Thyberg y Moskalewski 1999; Egea y cols. 2006;
Kondylis y cols. 2007). Estas interacciones facilitan su posicionamiento y movimiento dentro de
la célula, aunque también parecen ayudar a determinar la morfologia del organulo. De hecho
su morfologia y localizacion celular se puede alterar de forma critica cuando ambos
citoesqueletos se despolimerizan. Por ultimo, junto al soporte citoesquelético, parece ser
también muy importante para la integridad del orgdnulo las proteinas que regulan la direccién
y la fusién de vesiculas procedentes del reticulo endoplasmico en las membranas de las
cisternas del AG, como las proteinas de fusion de membranas (tipo SNARE). Los apilamientos
de cisternas propios del AG estan conservados a lo largo de la evolucion eucariota. Dentro de
cada tipo celular ademas, el volumen del AG puede variar dependiendo del nivel de sintesis
proteico que suela requerir ese tipo, y se ha visto por ejemplo que un incremento en la sintesis
puede llevar a un incremento en el volumen del AG, de hecho las células con una mayor tasa
de actividad suelen tener organulos de mayor tamafio (Clermont y cols. 1993; Salehi y cols.,

1995; Noske y cols. 2008).

Ademas del volumen, la morfologia del Golgi varia mucho entre tipos celulares. Por ejemplo en
leucocitos o en células plasmaticas la estructura del aparato de Golgi es muy sencilla, con una
morfologia compacta y esférica (Rambourg 1997). Sin embargo en neuronas, el AG cubre un
area muy grande del citoplasma y su morfologia suele ser compleja adquiriendo muchas
circunvoluciones que se distribuyen a lo largo de todo el soma alrededor del nucleo,
soliéndose incluso extender parcialmente por la dendrita apical. Esta morfologia es
caracteristica de los mamiferos y se basa en la extensién lateral de tubulos desde las cisternas,
hacia cisternas de otros apilamientos adyacentes, fusionando asi cisternas tanto de la misma

posicion dentro del apilamiento, como de distintas posiciones (Rambourg 1997).
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trans Golgi

Figura 7: Esquema de la organizacidn estructural y de las funciones celulares mas conocidas del aparato de Golgi
(AG). Las proteinas recién sintetizadas en el reticulo endopldsmico sufrirdn modificaciones post-transcripcionales a
lo largo de su transporte por los distintos compartimentos del AG, hasta la cara trans, desde donde se secretaran

hasta su destino final. Tomado de Mescher (2013).

Estas redes tubulares que se forman entre apilamientos se denominan zonas no compactas. La
conjuncién de los distintos apilamientos lateralmente unidos formando una red membranosa,
es lo que se conoce como el Golgi ribbon (figura 8) y permitiria un incremento en la eficiencia
de los procesos enzimdticos, particularmente en los de glicosilacidon (Storrie y cols., 1998;
Storrie y Yang, 1998). Cada AG, o unidad de apilamiento, esta polarizada constando en ambos
extremos de dos redes membranosas, que serian la entrada y salida de éste. En la puerta de
entrada del AG, el compartimento cis, se encuentran los denominados agrupamientos de
vesiculas tubulares (VTCs) que median el transporte entre el reticulo endoplasmico y el AG. En
la salida del AG, en la cara trans, se encuentra la red trans Golgi (TGN) que recibe proteinas
que llegan desde la cisterna cis y que han pasado de forma secuencial a través de las cisternas
del compartimento medial hasta llegar al compartimento trans, desde donde finalmente se
distribuirdn hacia distintas localizaciones celulares o se secretaran al exterior de la célula
(Klumperman, 2011). Existen dos modelos distintos del funcionamiento del AG: el del
transporte vesicular y el de la maduracidn cisternal. En el primero las moléculas son

transportadas mediante vesiculas a lo largo del organulo transportandose de cisterna en
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cisterna por los distintos compartimentos que conforman el AG. En este modelo las enzimas
residentes del AG estarian localizadas en cada cisterna de forma permanente. Sin embargo, en
el modelo de maduracion las moléculas a transportar irian siendo retenidas en cisternas en
maduracién y por lo tanto estas serian estructuras dinamicas donde la nueva cisterna es
continuamente ensamblada en el lado cis y la cisterna madura es continuamente

desensamblada en el lado trans (Lowe y cols., 2002).

A pesar del alto grado de organizacién del AG y de lo que se pensaba hasta hace no mucho, se
ha demostrado que este orgdnulo es muy dindmico. Por una parte, experimentos en 1990
fueron los que comenzaron a cambiar la nocidon de que las cisternas del AG eran
compartimentos estaticos. Para empezar se observd como las proteinas residentes del AG
rotan a lo largo de distintos compartimentos, pudiendo moverse rapidamente entre diferentes
cisternas. A lo largo de su estructura se da ademds un balance de flujo tanto anterdgrado,
hacia la cara trans, como retrogrado, de vuelta hacia el reticulo endoplasmico desde el
compartimento cis. Junto a esto, en distintos procesos fisiolégicos como la divisién mitética, en
respuesta al estrés ambiental, bajo el efecto de ciertos farmacos como la brefeldina A o en
distintas condiciones patoldgicas, se pueden dar distintas alteraciones que pueden afectar
tanto al transporte a través de las membranas del organulo como a su morfologia. De forma
gue bajo estas circunstancias pueden redistribuirse las distintas proteinas residentes del AG y
ademads desensamblarse y reensamblarse la estructura entera del AG de manera reversible en

cuestion de apenas unas pocas horas (Levine y cols., 1995; Glick, 2002; Fan y cols., 2008).
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Figura 8: Esquema de las fusiones laterales del aparato de Golgi a través de la asociacién de proteinas como

GRASP65 y GM130, que posibilitan la formacidn de los denominados Golgi ribbon. Tomado de Voeltz y Prinz (2007).
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5.3 - Funcion celular en neuronas

Tras el descubrimiento de la existencia del AG como entidad autdnoma celular, pronto se
apunté desde el mismo laboratorio de Golgi su posible funcidn en la via secretora de la célula
(Bentivoglio, 1998). Desde hace ya un tiempo este organulo esta considerado un elemento
fundamental de la via secretora. Este recibe desde el reticulo endopldsmico practicamente
todas las moléculas de secrecidn recién sintetizadas, asi como las proteinas transmembrana
que se distribuiran a lo largo de toda la célula. Las proteinas a las que les falta una sefial
especifica de destino, seran por defecto empaquetadas en vesiculas de la via constitutiva hacia
la membrana plasmatica (Mellman y Simons 1992; Bossard, 2007; De Matteis y Luini, 2008). En
el caso de células polarizadas como las neuronas, emergen ademas rutas adicionales desde la
red del compartimento trans del AG (TGN) para liberar proteinas de forma especifica hacia el
dominio axdnico o hacia el dendritico (Dotti y Simons 1990; Wandinger-Ness y cols. 1990). De
hecho distintos estudios farmacolégicos han demostrado que muchas de las proteinas
destinadas al transporte axonal de via rapida, como los neurotransmisores peptidicos (Purves,
2002), son procesadas a lo largo del AG desde donde son enviadas hacia el dominio axénico
(Hammerschlag y cols., 1982). Este organulo tiene por tanto una funcién fundamental en el
tréfico axdnico, clave para el mantenimiento de las sinapsis, y la alteracion de su
funcionamiento por tanto tiene graves consecuencias para el correcto funcionamiento de la

neurona.

Las moléculas que salen desde el AG a su destino final, han sido ya procesadas y modificadas
de forma secuencial al atravesar los distintos compartimentos del organulo. Dentro de los
mecanismos de procesamiento proteico se incluyen fundamentalmente la glicosilacion,
fosforilacion, sulfacion o el corte proteolitico de residuos peptidicos. Estos varian dependiendo
del destino final de la proteina, asi como de su estructura y de la variedad de enzimas de
procesamiento presentes en el AG, que variara segun el tipo celular. La glicosilacién es un
proceso fundamental y muy comun en el procesamiento de buena parte del conjunto de
proteinas celulares, donde se da la sintesis y adicion (o eliminacién) de los carbohidratos de las
glicoproteinas por parte de las glicosiltransferasas (o glicosilasas) residentes en la membrana
del AG (Stanley, 2011). En éste orgdnulo se sintetizan ademas glicolipidos y la esfingomielina
procedentes de la ceramida, que es sintetizada previamente en el reticulo endoplamico, y que

son elementos muy relevantes para la fisiologia del sistema nervioso (Jeckel y cols., 1990).
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Hasta los afios 90 del siglo pasado, las principales funciones que se atribuian al aparato de
Golgi era la de participar en el procesamiento y secrecidn de las proteinas sintetizadas en la
célula, y no habia indicios de que tuviera alguna funcién en la sefializacién celular. Sin
embargo, a comienzos de los afios 90 distintos estudios encontraron en este organulo niveles
muy altos de calcio, lo que sugirid la posibilidad de que tuviera un papel en la regulacién del
calcio intracelular. Hasta entonces, soélo el reticulo endoplasmatico y la mitocondria eran
considerados como los Unicos almacenes de calcio de la célula. A partir de dichos estudios
comenzé a observarse que el AG era un almacén de calcio intracelular tan importante como
los otros dos, dado que en condiciones normales las concentraciones de calcio en el AG son
similares o incluso mas altos que los del RE y significativamente mayores que las encontradas
en la mitocondria (Chandra y cols., 1991; Xue y cols., 1994; Pezzati y cols., 1997).

Ademas, la localizacién de distintas proteinas reguladoras de los niveles de calcio en sus
membranas como el canal receptor de calcio inositol-1,4,5 trifosfato (IP3R), la calcio ATPasa
del reticulo sarco (endo)plasmico (SERCA) y la calcio ATPasa de vias secretoras (SPCA),
pusieron de relieve su importante papel en la regulacion del calcio intracelular (Durr y cols.,
1998; Porat y Elazar, 2000) y la importancia de su integridad estructural para una homeostasis

normal de calcio (Cifuentes y cols., 2001; Vanoevelen y cols., 2005).

5.4 - Proteinas estructurales principales

GM130 y GRASP65

Tanto la proteina de matriz del compartimento Cis (GM130), como la proteina de
reensamblado y apilamiento del Golgi (GRASP65) serian parte de la matriz permanente del AG
gue mantiene la entidad e identidad del orgdnulo. GM130 es una proteina periférica de
membrana unida a la membrana celular y localizada principalmente en el compartimento cis
del AG (Nakamura y cols., 1995). Fue de las primeras proteinas utilizadas como marcador del
AG, siendo adscrito al grupo de proteinas denominadas “golginas”. Estas son proteinas ricas en
estructuras enrolladas en espiral que se localizan especificamente en el AG (Munro, 2011).
Estda muy conservada en vertebrados y muestra incluso una amplia conservacién dentro de
todos los metazoos. GRASP65 por su parte es también una proteina periférica de membrana
estrechamente unida a la membrana del Golgi, cuyo papel principal seria el de soporte
estructural, al estar implicada en el apilamiento de las cisternas. Dada la estrecha asociacion

estructural entre ambas proteinas en la membrana del AG, las funciones descritas para ambas
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parecen ser equivalentes (Puthenveedu y cols., 2006). Ambas estdn estrechamente unidas en
el lado cis de los apilamientos cisternales, asi como en los espacios entre cisternas. GM130 es
la que se uniria al segundo dominio tipo PDZ de GRASP65, mientras esta haria de puente de
union de GM130 a la membrana del AG. Esta estrecha asociacidn entre ambas proteinas
formaria un complejo que, junto a otras proteinas, es clave en la unién de apilamientos de
Golgi adyacentes que permiten la union lateral de estos y que forman el llamado Golgi ribbon
caracteristico de mamiferos y que es fundamental por ejemplo para los procesos de
glicosilacién que se dan en este organulo (Putheenvedu y cols. 2006). La formacion de estas
uniones laterales gracias, a la formacién de dicho complejo proteico, sirve ademas de punto de
control para la progresién del ciclo celular, dado que la regulacién de las fosforilaciones en
dichas proteinas es clave en el desensamblaje y reensamblaje de su estructura durante la
mitosis (Barr y cols., 1997, 1998, Shorter y Warren, 1999; Puthenveedu y Linstedt 2001;
Puthenveedu y cols., 2006; Nakamura y cols., 1995, 2010). El complejo que forman facilita
ademas la fusion de vesiculas a la membrana del Golgi, cumpliendo un papel fundamental en
el transporte de vesiculas entre el reticulo endoplasmico y el AG, asi como entre las cisternas

de este ultimo.

Golgina84

La golgina84 es una proteina integral de membrana no vinculada a la matriz del aparato del
Golgi. Estd ademds asociada con proteinas GTPasas tipo rab, y se encuentra en la cara cis del
AG aunque en un gradiente que se incrementa hacia la cara trans (Bascom y cols., 1999; Diao y
cols., 2003; Satoh y cols., 2003; Sohda y cols., 2010). Distintos estudios han demostrado el
papel de esta proteina en el mantenimiento de la arquitectura del AG, destacando su papel en
la promocién y el mantenimiento de las fusiones laterales entre cisternas que facilitan el
ensamblaje del Golgi ribbon (Diao y cols., 2003). Se le ha asignado también un papel relevante
en la regulacién de la unién de vesiculas a membranas, gracias a su asociacion con proteinas
rab (Waters y Hughson, 2000; Whyte y Munro, 2002). Para estudiar la funcionalidad de la
proteina, se observd recientemente cémo la interferencia en la expresion normal de la
golgina84 inducia la ruptura de las uniones laterales de las cisternas, asi como la
fragmentacion del AG. Esta alteracion de la estructura del AG vino ademads acompafado de la
fosforilacién de tau en distintos epitopos relevantes en taupatias como la enfermedad de

Alzheimer (liang y cols., 2014).
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MG160

La proteina medial del AG (MG160) es una sialoglicoproteina tipo | integral de membrana rica
en cisteinas y muy conservada en la filogenia que estd presente sobretodo en el
compartimento medial del AG (Gonatas y cols., 1989; Gonatas y cols., 1995). Dada la elevada
expresiéon de MG160 en neuronas durante el desarrollo temprano, se ha sugerido que esta
proteina debe tener un papel importante en la biogénesis y en el funcionamiento del AG. Se ha
descrito también su participacidon en la regulacidn del trafico y procesamiento de factores de
crecimiento fibroblastico (FGF), siendo MG160 capaz de unirse a factores como FGF 1,2 y 4
(Burrus y cols., 1992). De hecho su secuencia aminoacidica es practicamente idéntica a la de
las proteinas receptoras de factores de crecimiento de pollo (CFR) y de la ligando de selectina 1
(ESL-1), que son receptores de factores de crecimiento (Burrus y cols., 1992; Gonatas y cols.,

1995; Steegmaier y cols., 1995; Mourelatos y cols., 1996).

5.5 - Alteraciones estructurales en neuropatologias

El AG neuronal sufre una gran variedad de alteraciones estructurales en diversas
enfermedades neurodegenerativas. Algunas de ellas suponen la pérdida de la configuracion
tipica en red, que es reemplazada por elementos pequefios desconectados (fragmentacién), o
por una disminucién en su tamafio (Mourelatos y cols., 1996; Fujita y cols., 2000, 2006;
Baloyannis, 2014). La primera enfermedad humana en la que se describio la fragmentacién o
dispersion del AG fue en la esclerosis lateral amiotrofica esporadica (Gonatas y cols., 1992), si
bien ya Cajal habia descrito alteraciones en la estructura de este organulo en células situadas
en los margenes de lesiones mecanicas (figura 9; DeFelipe y Jones, 1991). De forma mas
reciente diversos estudios han descrito la fragmentacién del AG en células apoptodticas (Aslany
Thomas, 2009) y tras procesos isquémicos (Hu y cols., 2007). Respecto a las enfermedades
neurodegenerativas en las que se ha descrito alteraciones del AG, se incluyen la EA (Salehi y
cols., 1994), la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob (Sakurai y cols., 2000), la ataxia
espinocerebelar de tipo 2 (Huynh y cols., 2003), la atrofia sistémica multiple (Takamine y cols.,
2000), la enfermedad de Parkinson (Fujita y cols., 2006). Distintos estudios han sugerido que
las alteraciones del AG que se observan en dichas patologias, como la fragmentacién de su
estructura, podria representar un evento temprano previo al inicio de los sintomas clinicos de

dichas enfermedades (Karecla y Kreis, 1992; Mourelatos y cols., 1996; Bellouze y cols., 2014;
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Haase y Rabouille, 2015; Bexiga y Simpson, 2013), lo que podria convertir al AG en un

hipotético indice de neurodegeneracion celular (Stieber y cols., 1996).
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Figura 9: llustracion de Ramon y Cajal en la que se representa el borde de una herida en el cerebro de un gato de 20

dias de edad. En Ay B se representan célula y neurona piramidal respectivamente, cuyo AG estaria fragmentado. En

Dy en E se ilustran células nerviosas con el AG en un estado normal. Tomado de Defelipe y Jones (1991).

Es muy probable que la fragmentacion del AG en estos procesos neurodegenerativos no tenga
una Unica causa, sino que estén involucrados distintos mecanismos patoldgicos que puedan
afectar a distintas proteinas del AG, como las involucradas en el mantenimiento de su
estructura. En el caso de la EA distintos estudios llevados a cabo en modelos animales de la
enfermedad han relacionado los dos principales eventos histopatoldgicos de la enfermedad, la
acumulacién de proteinas B-amiloide y la hiperfosforilacidn de tau, con la fragmentacion del
AG (Liazoghli y cols., 2005; Jiang y cols., 2014, Joshi y Wang, 2015). Sin embargo la secuencia
temporal y la relacidon causal entre la acumulacién de placas de amiloide o de ovillos
neurofibrilares de tau y las alteraciones del AG a lo largo de la evolucién de la enfermedad no
se ha caracterizado hasta el momento. Ambos eventos patolégicos podrian afectar al AG y a su
vez el estado de éste ultimo podria influir sobre dichos procesos patolégicos. Por ejemplo,
estudios llevados a cabo principalmente en cultivos celulares han mostrado que el
funcionamiento correcto del AG es necesario para la produccién de AB y para el trafico y la
maduracién de la proteina precursora de amiloide (APP) y sus enzimas de procesamiento
(Burgos y cols., 2010; Choy vy cols., 2012; Greenfield y cols., 1999; Huse y cols., 2002; Joshi y
cols., 2015). A su vez se ha observado en un modelo murino que genera placas de amiloide

(APPswe/PS1AE9), que la acumulacién de los péptidos AR llevan a la fragmentacién del AG,
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mediado por la fosforilacion de GRASP65 a través de la quinasa cdk5, lo que a su vez parece
que acelera el trafico de APP y la produccion de AP (Joshi y cols., 2015, Joshi y Wang, 2015).
Junto a esto, un estudio realizado en neuronas en cultivo ha demostrado que la
desorganizaciéon del AG, puede inducir la hiperfosforilacién de tau (Jiang y cols., 2014). Por
tanto ambos procesos patoldgicos parecen estar de una forma u otra interrelacionados con la

alteracion de la estructura del AG.

5.6 - Relacidn entre la fosforilacion de tau y la fragmentacion del aparato de Golgi

En los ultimos afos los resultados de distintos estudios han encontrado una estrecha relacion
entre la hiperfosforilacién de tau, la organizacion de microtibulos y la alteracién estructural
del AG. La presencia de la proteina tau, asi como de numerosas quinasas relacionadas con su
fosforilacién, en las membranas del AG, hizo que se sugiriera el papel de tau como
intermediario entre dicho organulo y los microtdbulos (Farah y cols., 2006). Se sabe que la
integridad de la estructura del AG depende del citoesqueleto. De hecho la despolimerizacion
de la actina o la ruptura de los microtubulos, causa alteraciones estructurales en el AG como la
fragmentacién, cambios en su forma o en su localizacion dentro de la neurona (Egea y cols.,
2006; Cole y cols., 1996). Por tanto, la afectacion del esqueleto de microtibulos causado por la
hiperfosforilacidn de tau, podria alterar la estructura del AG. En todo caso, se ha visto cémo la
afectacion de los microtubulos produce la hiperfosforilacidn de tau y la fragmentacién del
organulo de una forma reversible. Por ejemplo, durante la division mitdtica de diferentes tipos
celulares, la fragmentacion del AG se da de forma simultanea a la fosforilacion general de tau
en epitopos conocidos por estar fosforilados también en la enfermedad de Alzheimer como
PHF1, AT8, AT100 or AT180 (Pope y cols., 1994; Preuss y cols., 1995; lllenberger y cols., 1998;
Delobel y cols., 2002). Respecto a la relacidn directa entre ambos sucesos, distintos trabajos
han descrito resultados que respaldan dicha vinculacién, aunque en sentidos opuestos. Por un
lado se ha propuesto que la hiperfosforilacion de tau podria preceder a la fragmentacion del
AG. Para ello, primero, en cultivos primarios de neuronas se ha observado cémo la
sobreexpresidon de tau, normal o mutada, que en distintos estudios se ha visto que puede
inducir su misma hiperfosforilacion (Bertrand y cols., 2010), induciria la fragmentacion del AG
(Liazoghli y cols., 2005). Ademas estudios en modelos murinos que reproducen la patologia
tau, se vio como la presencia de tau hiperfosforilado parecia tener relacidn con la aparicion de

alteraciones estructurales en el AG de neuronas espinales (Lin y cols., 2003; Liazoghli y cols.,
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2005). Por otro lado, se ha observado como la fragmentacién del AG en células de cultivo
provocada por la administracién de farmacos como brefeldina A o nocodazol o por la
interrupcién en la expresion de ciertas proteinas estructurales del organulo como la golgina84,
inducian la hiperfosforilacion de tau (Jiang y cols., 2014). Sugiriéndose por tanto que la
hiperfosforilacion de tau podria ser una consecuencia de la alteracion estructural del AG
(Elyaman y cols., 2002, Jiang y cols., 2014). Respecto a los estudios realizados en pacientes con
EA, se ha descrito la fragmentacion del AG en algunas poblaciones neuronales (Salehi y cols.,
1995; Stieber y cols., 1996; Baloyannis, 2014). Sin embargo hay controversia respecto a la
posible relacién entre dicha fragmentacién y la presencia intracelular de agregados de tau
hiperfosforilado. En el estudio de Salehi y colaboradores se sostiene que la fragmentacion del
AG en neuronas de la region CA1 de la formacion hipocampal, no parece estar asociada a la
presencia de ovillos neurofibrilares intracelulares. Sin embargo, Stieber y cols sugirieron que
en neuronas del subiculo y de la corteza entorrinal, dichas alteraciones podrian estar asociadas
de forma preferente con neuronas que no presentaban dichos ovillos de tau hiperfosforilado.
Hay que tener en cuenta que la metodologia empleada en estos estudios pioneros, presenta
ciertas dificultades técnicas a tener en cuenta. Los procedimientos de fijacién usados en estos
estudios, con intervalos de tiempo post mortem excesivamente largos (hasta mas de 30 dias)
en los casos de pacientes, pudieron afectar la preservacién del AG. A su vez el escaso grosor de
las secciones histolégicas llevado a cabo en el tejido (sélo 5 um), asi como los métodos de
tincién usados, a través por ejemplo del uso de cromdégenos combinados con tinciones de
plata para su estudio en microscopia convencional de campo claro, podrian haber interferido
en la medicién del tamafo del AG o en la identificaciéon de los niveles de agregacion de tau
hiperfosforilado que las neuronas podian tener. Los resultados obtenidos por tanto en estos
estudios, y que han permanecido vigentes hasta hoy, no parecen resultar suficientemente
fiables y seria necesario conocer mejor y de forma mas fidedigna la posible relacion entre la

acumulacidn de tau hiperfosforilado y la alteracidon estructural del AG.
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6. Segmento inicial del axén

6.1 - Funciones del SIA

El segmento inicial del axdn (SIA) de neuronas de animales vertebrados es una estructura
altamente especializada localizada en la zona mas proximal del axén (figura 10). Esta
estructura separa el dominio axonal del somatodendritico y es la regidn en la que se inician los
potenciales de accién (Palay y cols., 1968; Kole y cols., 2008), convirtiéndose en la region
integradora de los potenciales sindpticos subumbrales provenientes del resto de dominios
neuronales. Las caracteristicas biofisicas y estructurales del SIA se consideran ideales para la
iniciacion de los potenciales de accién por contar con el umbral mas bajo para su generacion
de toda la neurona. Esto se debe fundamentalmente a la alta densidad de canales de sodio

dependientes de voltaje presentes en este dominio (Debanne y cols., 2011).
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Figura 10: Esquema de la posicion dentro de la célula y de la estructura del SIA, en la que se muestran las proteinas
mas relevantes de su conformacién, organizadas por el citoesqueleto de actina y el de los microtubulos. La
anquirina-G (en rojo) es considerada la principal organizadora de esta estructura, controlando la localizacién de
proteinas asociadas a membrana como los canales de voltaje o moléculas de adhesion como NF186 y NrCAM. La
anquirina-G estd también asociada al citoesqueleto de actina mediante su interaccidon con la espectrina-IV{.

Tomado de Nelson y Jenkins, 2017.
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El SIA contribuiria ademas al mantenimiento de la polaridad neuronal de dos formas distintas.
Por un lado el SIA constituye una barrera de difusién al inhibir la movilidad de proteinas de
membrana entre los dominios somatodendritico y axonal (Kobayashi y cols., 1992; Winckler y
cols., 1999). Por otro lado, el SIA contribuye al mantenimiento de la polaridad neuronal al
actuar como filtro selectivo para el transporte de orgdnulos y macromoléculas hacia el dominio
axonal (Jones y Svitkina, 2016). La presencia de un filtro de este tipo explicaria por ejemplo
que las proteinas motoras axonales de la superfamilia de quinesinas puedan entrar en el
dominio axonal, mientras que proteinas cargo dendriticas o la proteina asociada a
microtubulos tipo 2 (MAP2) se encuentren exclusivamente en el dominio somatodendritico de
la neurona, estando excluidas del axén (Song y cols., 2009). Song y colaboradores (2009)
propusieron que la interaccion de la anquirina-G (AnK G), una de las proteinas principales del
SIA, con los filamentos de actina, seria en buena parte responsable de dicho filtro selectivo

dentro del citoplasma

El segmento inicial es por lo tanto una estructura crucial para el control de la polaridad y la
excitabilidad neuronal (Grubb y cols., 2010). Ademas, tanto su longitud, como su composicion
en cuanto al tipo de canales idnicos que expresa, asi como su posicion en la regidn proximal
del axdn pueden variar considerablemente entre las distintas poblaciones neuronales,
pudiendo ser responsables de parte de las diferencias electrofisioldgicas existentes entre ellas

(Grubby cols., 2011).

6.2 - Estructura del SIA

El SIA esta constituido por haces de microtubulos y filamentos de actina cubiertos por una red
submembranosa de proteinas citoesqueléticas cuyos principales componentes son la
anquirina-G y la espectrina-IVB. Estas proteinas se asocian y forman complejos con proteinas
gue desempefian importantes funciones en el SIA como la proteina de adhesion neurofascina
186 y la proteina de adhesion neuronal (NrCAM), canales de sodio, potasio y calcio
dependientes de potencial y proteinas que los reclutan y unen al citoesqueleto de actina
(Jones y cols., 2014). Todo ese complejo, forma una estructura densa observable mediante
microscopia electrénica a la que se denominé como “undercoating” (Palay y cols., 1968). La
anquirina-G, proteina responsable de la localizacidn del resto de proteinas en estos complejos,

es considerada como la principal organizadora del SIA dado que la supresién de su expresion
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produce el desensamblaje de toda la estructura (Hedstrom y cols., 2007, 2008; Jenkins y
Bennett, 2001). Respecto a los canales dependientes de voltaje, los de sodio serian los
principales responsables del bajo umbral existente en el SIA para la generaciéon de los
potenciales de accion. Estos se inician en la region mas distal del SIA (Popovic y cols., 2011) en
la que se expresan canales Navl.6 con un umbral de activacién menor que los de la region

proximal (subtipo Nav1.2) (Hu y cols., 2009).

Recientemente un estudio realizado mediante microscopia de superresolucidon (microscopia de
reconstruccion Optica estocdstica o STORM) revelé que los filamentos de actina estan
organizados a lo largo de toda la extensién del SIA formando un patréon de anillos
perpendiculares al eje longitudinal del axdn y espaciados periédicamente cada 190
nanémetros (Figura 11; Xu y cols., 2013). En un estudio posterior, se observd que, de la misma
forma, tanto la espectrina-IVB como la anquirina-G mostraban también una distribuciéon
periddica (Zhong y cols., 2014). Esta organizacion del citoesqueleto axonal submembranoso
tiene un papel importante en el mantenimiento de la polarizacidon axonal, influenciando el
trafico vesicular hacia y desde el axén vy justificando por tanto el papel del SIA en el control de

los mecanismos de transporte a lo largo del axdn.

Tetramero de espectrina

Figura 11: Esquema representativo de la organizacion anular de la estructura del SIA. Los filamentos de actina
(verde), cubierta por la aducina (azul), forman estructuras en forma de anillo que envuelven la circunferencia del
axon. Los tetrameros de espectrina (magenta) conectan los anillos de actina/aducina a lo largo del axén, formando

una malla que se repite de forma secuencial a lo largo del axén. Modificado de Xu y colaboradores (2013).

45



6.3 - Almacenamiento de Ca”* en el SIA: Organulo de cisternas y organulo Sacular
Gigante (0OSG)

El organulo de cisternas (CO) es una estructura localizada dentro del SIA de neuronas de la
corteza cerebral que fue descrita mediante microscopia electrénica en 1968 por S. Palay (Palay
y cols., 1968) y que estd formado por cisternas elongadas del reticulo endoplasmatico liso
unidas por material electrodenso (Peters y cols.,, 1968; Kosaka, 1980; Spacek, 1985;
Benedeczky y cols., 1994). La membrana mas externa del CO estd ademas en aposicién con la
cara interna de la membrana plasmatica (Palay y cols., 1968; Peters y cols., 1968; Peters,
1991). La formacion del CO depende de la proteina asociada a actina denominada
sinaptopodina (synpo), que es un excelente marcador para identificar el CO dentro del SIA y
gue interactua con filamentos de F-actina y con la proteina a-actinina promoviendo la
formacién de haces y la elongacion de filamentos de actina (Kremerskothen y cols., 2005; Bas
Orth y cols., 2007; Sanchez-Ponce y cols., 2011). De hecho los ratones deficientes en
sinaptopodina no son capaces de desarrollar el organulo de cisternas del SIA, aunque esto no
afecta a la generacién de potenciales de accién (Bas Orth y cols., 2007). El organulo de
cisternas presenta similitudes estructurales con el aparato de la espina, un organulo localizado
en una subpoblacién de espinas dendriticas (Spacek, 1985) e implicado en la regulacién de los
niveles de calcio y en procesos de plasticidad en las espinas. Al igual que estos, el CO esta
considerado también como un regulador de los niveles de calcio en el SIA (Benedeczky y cols.,

1994; Bas Orth y cols., 2007).

En un estudio anterior de nuestro grupo (Sanchez-Ponce y cols., 2011) se describié la presencia
en el interior del SIA de algunas neuronas de la capa V de la neocorteza, de una estructura
alargada que fue denominada como “organulo sacular gigante” (OSG). Este organulo estd
formado por estructuras membranosas saculares y tubulares que se orientan de forma
paralela al eje del axdn y se localiza en posicidon central dentro del SIA, extendiéndose a lo
largo de toda su longitud, lo que hizo sugerir la posibilidad de que fuera un componente
central del reticulo endopldsmico liso. A nivel estructural, el OSG se asocia con
microfilamentos asociados con microtibulos adyacentes o con la cara citoplasmatica de la
membrana plasmatica. Debido a que hasta el momento se desconocen las funciones que
desempenan el OSG asi como la naturaleza y distribucién de las subpoblaciones neuronales
que lo poseen, en el presente estudio nos proponemos profundizar en el conocimiento de este

organulo mediante técnicas de trazado axonal e inmunocitoquimicas.
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6.4 - Plasticidad del SIA

A pesar de la complejidad de la organizacién estructural del SIA, se han descrito fendmenos de
plasticidad morfoldgica y funcional asociados a cambios en la longitud del SIA, en su
localizaciéon y/o en la expresidn de canales idnicos en su superficie, inducidos por variaciones
en la actividad neuronal (Yamada y Kuba, 2016). Se ha sugerido que dicha plasticidad (figura
12) podria representar un mecanismo fisiolégico para mantener la homeostasis neuronal,
potenciando la actividad neuronal cuando hubiera una reduccién de la actividad sinaptica, o
disminuyendo la excitabilidad neuronal tras una sobreestimulacién (Grubb y cols., 2011).
Respecto a los cambios que se producen en la localizacion del SIA a lo largo del axén, se ha
descrito como la estimulacién de alta frecuencia desplaza distalmente el SIA alrededor de 45
pum en neuronas del nucleo laminar de la via auditiva del pollo, al contrario de aquellas
neuronas que recibieron estimulos de baja frecuencia (Kuba y cols., 2006). Ademas, estudios in
vitro describieron cdmo la despolarizacién crénica de neuronas hipocampales disociadas de
hipocampo (Grubb y Burrone, 2010; Evans y cols., 2013) produce un desplazamiento distal del
SIA a lo largo del axén asociado a un descenso en la excitabilidad de su membrana.

En experimentos con cultivos de neuronas procedentes del bulbo olfatorio, se ha demostrado
que la despolarizacién crénica causa diferentes tipos de desplazamientos en el SIA de
neuronas excitadoras o inhibidoras; mientras que en interneuronas inhibidoras el SIA se
desplaza proximalmente, en aquellas excitadoras se mueve distalmente (Chand y cols., 2015).
Esto implicaria que existe cierta especificidad segun el tipo de célula, respecto a la plasticidad
del SIA. En modelos de enfermedades asociados con fendmenos de hiperexcitabilidad
neuronal como la epilepsia (Harty y cols., 2013; Hamada y Kole, 2015), se producen
desplazamientos del SIA. Dichas observaciones sugirieron de nuevo que la plasticidad del SIA
podria ejercer de mecanismo orientado al mantenimiento de la homeostasis del circuito
neural.

La plasticidad del SIA asociada a cambios en su longitud, se observd por primera vez en
neuronas del nucleo coclear de aves en las que se demostré que la deprivaciéon de estimulos
auditivos produce una elongacion del SIA al cabo de pocos dias, incrementandose la superficie
de membrana ocupada por los canales sensibles a voltaje. Esto potenciaria la excitabilidad de
la membrana, permitiendo compensar la pérdida de actividad del nervio auditivo (Kuba y cols.,

2010).
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Figura 12: Esquema de la plasticidad asociada al SIA
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dependiente del nivel de actividad neuronal. Modificado de

Nelson y Jenkins (2017).

Ademas, se ha observado que la llegada de informacidn aferente durante los procesos de
maduracién cortical, produce también procesos de plasticidad en la longitud del SIA de
neuronas corticales, en paralelo al refinamiento de los circuitos neurales durante el desarrollo

(Cruzy cols., 2009; Gutzmann y cols., 2014; Kuba y cols., 2014; Schliiter y cols., 2017).

Por ultimo, también se han descrito variaciones en la longitud del SIA en situaciones
patoldgicas. Por ejemplo, se ha observado el alargamiento del SIA en un modelo animal del
sindrome de Angelman, que es una alteracidon en el desarrollo neuroldgico asociado con el
autismo (Kaphzan y cols., 2011), mientras que tras una isquemia o tras un dafio traumatico
cerebral se ha observado un acortamiento del mismo (Baalman y cols., 2013; Harty y cols.,

2013; Hamada y Kole, 2015).

6.5 - Relacion entre la proteina tau y el SIA

Dentro del SIA se describid lo que se denominé como barrera de difusidn de tau, al ejercer el
SIA como filtro que controla el trafico retrégrado (del axdn al soma) y anterégrado (del soma al

axoén) de la proteina asociada a microtubulos tau (Li y cols., 2011). La disfuncidon de esta
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barrera en modelos de neurodegeneracion debido a la presencia intracelular de tau
hiperfosforilado (Li y cols., 2011), puso de relieve la posible implicacion del SIA en las
enfermedades neurodegenerativas como la EA. En un estudio reciente en un modelo murino
para taupatias que expresa la proteina tau humana con la mutacién P301L, se ha descrito
cémo la hiperfosforilacidon de tau induce en neuronas hipocampales un aumento en el umbral
de despolarizacién para la generacién de potenciales de accién, reduciendo la tasa de disparo
neuronal, en paralelo a un desplazamiento distal del SIA dependiente del nivel de fosforilacion
de tau (Hatch y cols., 2017). Los autores de este estudio propusieron que la reduccién en la
excitabilidad hipocampal observada en estos ratones transgénicos, podria ser debida a la
recolocalizacidn distal del SIA lo cual podria contribuir a la disfuncién hipocampal descrita en la
EA. Ademads, se ha observado que la suspension de la expresién de proteinas constituyentes
del SIA como la anquirina-G o la sobreexpresién de quinasas ligadas a la EA como la glucégeno
sintasa quinasa-3p (GSK3pB), alteran de manera notable la barrera de difusidon de tau presente
en el SIA (Zempel y cols., 2017). Por otro lado, también se ha observado que la exposicion a
oligdmeros de B-amiloide altera tanto los filamentos de actina del SIA como la red de
microtubulos, dafando la barrera de difusidon de tau del SIA y en consecuencia, provocando la
difusién patoldgica de la proteina tau por todo el dominio somatodendritico (Zempel y cols.,

2017).

Todas estas observaciones, llevadas a cabo en modelos animales, sugieren que durante el
desarrollo de la EA se podrian producir alteraciones estructurales del SIA asociadas a la
hiperfosforilacidon de tau, lo cual podria influir sobre la excitabilidad neuronal. Sin embargo,
hasta el momento no se han realizado observaciones en tejido procedente de pacientes de la
EA. En el presente trabajo nos proponemos estudiar, mediante técnicas de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos que reconocen el SIA y la proteina tau
hiperfosforilada, las posibles alteraciones en la longitud y la posicién del SIA en neuronas
piramidales, y su relacidn con el contenido neuronal en fosfo-tau, en tejido procedente de

pacientes con la EA asi como en el modelo murino P301S de taupatia.
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Aguellas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA) en las que
se forman agregaciones proteicas intracelulares y donde se ha observado la fragmentacién del
aparato de Golgi (AG), suelen ir aparejadas a deficiencias en el transporte axonal (Sheetz y
cols., 1998). Desde el AG se transportan una gran cantidad de moléculas destinadas al axén y a
las dendritas, y en células polarizadas como las neuronas, la clasificacidon y el trasporte de
proteinas a ambos dominios son cruciales para mantener su polaridad. Dado el importante
papel que tanto el AG como el segmento inicial del axdn (Leterrier y Dargent, 2013) tienen en
la regulacidn del transporte axonal, su alteracidn podria tener efectos adversos sobre la
funcionalidad del axén y de los terminales presinapticos. La posible relacion entre la presencia
de agregados de tau hiperfosforilado y la alteracidn del SIA y el AG no ha sido estudiada en
profundidad. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar esta relacidn en un intento de valorar
la implicacion de estas estructuras en la fisiopatologia de la EA. Para ello primero hemos
estudiado la morfometria del AG en neuronas de cerebros humanos controles y de pacientes
con EA. En estos ultimos hemos estudiado si las alteraciones del AG pudieran estar asociadas a
la presencia de agregados de tau hiperfosforilado. Para profundizar en dicha asociacion hemos
utilizado ademds dos modelos animales de hiperfosforilacidon de tau: uno fisiolédgico como es el
hamster Sirio durante los periodos de hibernacion, y otro patoldgico usando al ratdn
transgénico P301S, portador del gen de tau humano mutado y que genera agregados de tau
hiperfosforilado. De la misma forma en el presente trabajo se ha estudiado la organizacidn del
segmento inicial del axén, en cerebros normales y en cerebros de pacientes con la EA, asi
como en cerebros de hamster durante su hibernacion y de ratones mutantes P301S,
estudiandose de nuevo si la presencia de agregados proteicos de tau hiperfosforilado pudiera

alterar dicha estructura o su localizacién dentro de la region proximal del axon.
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lHi- A Aparato de Golgi

Al El aparato de Golgi en el cerebro humano

El aparato de Golgi en neuronas corticales de cerebros humanos procedentes de
sujetos control

Para caracterizar las alteraciones del aparato de Golgi (AG) en pacientes con la enfermedad de
Alzheimer (EA), quisimos estudiar primero sus caracteristicas morfoldgicas en neuronas
piramidales neocorticales e hipocampales a partir de tejido cerebral obtenido de autopsias
humanas de sujetos control. En este trabajo se estudiaron secciones tefidas con DAPI e
inmunotefiidas doblemente con anticuerpos que reconocen el marcador neuronal NeuN, asi
como MG160 que es una sialoglicoproteina utilizada normalmente como marcador del AG y
que estd localizada principalmente en el compartimento medial del mismo. Los elementos
inmunoreactivos (-ir) del AG para el marcador MG160 se localizaron en el citoplasma neuronal,
identificado mediante el marcado para la proteina NeuN, y situados usualmente en posicién
perinuclear. Los resultados obtenidos demostraron que la proteina MG160 se expresa
ampliamente en el AG de neuronas neocorticales e hipocampales. Encontramos ademds una
gran variabilidad respecto a las caracteristicas morfolégicas de los elementos del AG positivos
para MG160. Esto nos llevé a subdividir cualitativamente el AG en tres estados o categorias

Ill

morfoldgicas distintas: la primera corresponderia a la apariencia normal “no fragmentada” en
la que es visible una red de cisternas contorneadas que se distribuyen por todo el cuerpo
celular, extendiéndose parcialmente por la dendrita apical. La segunda categoria
corresponderia al estado “fragmentado” del AG, en el que se deja de observar la red
caracteristica del AG normal, mostrando una apariencia globular dispersa por el soma. Este
estado se encuentra mas comiunmente en la region CA1 del hipocampo que en la neocorteza.

Por ultimo, aquellos organulos cuya estructura estaba severamente alterada, mostrando

normalmente escasa inmunoreactividad para MG160, se clasificaron como “muy alterados”.

El porcentaje de neuronas con un AG no fragmentado, o normal, fue mayor en la corteza
temporal que en la regién hipocampal CAl. Ademas, la morfologia del AG en neuronas

neocorticales mostré una menor complejidad que en las hipocampales, observandose una

57



aparente disminucidn en la extensidén de sus cisternas y en el nimero de circunvoluciones de
las mismas. Posteriormente, con el fin de caracterizar mejor el AG de neuronas piramidales
empleamos una herramienta de andlisis en tres dimensiones (3D) del programa informatico Fiji
para poder cuantificar en cerebros de sujetos control, el volumen y la superficie de los
elementos inmunoreactivos para MG160. Durante el analisis observamos un mayor volumen y
superficie del AG en neuronas hipocampales de CA1l que en neuronas procedentes de la
corteza temporal. Observamos la misma tendencia cuando los datos provenientes de los
diferentes casos control fueron analizados individualmente. Se compararon ademas los valores
promedio para la superficie y el volumen del AG entre los diferentes casos, tanto de células
piramidales de la neocorteza como de CAl. Los resultados mostraron valores homogéneos

entre casos, no encontrandose practicamente diferencias significativas inter-individuales.

Por ultimo, hay que destacar que observamos que casi el 10% de las neuronas neocorticales de
los sujetos control mostraron un AG con una apariencia fragmentada o muy alterada,
acompainada de una reduccién en su volumen y superficie con respecto al AG normal.
Consideramos que estas alteraciones del AG podrian estar relacionadas con el periodo post
mortem (1.5-5 horas post mortem) previo a la fijacion de las muestras. En el caso de las
neuronas hipocampales de CA1, el porcentaje de neuronas con un AG alterado (fragmentado o
muy alterado) fue de casi el 25%, marcadamente mayor que aquel encontrado en la corteza
temporal. Esta diferencia entre ambas regiones podria ser debida a la posicion mas profunda
de CA1 comparado con la neocorteza, localizada mas superficialmente, lo cual supondria un
periodo previo a la fijacién mas prolongado en el caso de CAl. Otra posibilidad podria ser que

las neuronas hipocampales fueran mas sensibles a factores post mortem que las neocorticales.

El aparato de Golgi en cerebro de pacientes con EA

De acuerdo con estudios previos en cerebros de pacientes con la EA (Salehi y cols.,,
1995; Stieber y cols., 1996), el AG de ciertas neuronas se encuentra alterado, mostrando
normalmente una apariencia fragmentada. En nuestro estudio hemos encontrado que la
fragmentacion del AG de ciertas neuronas piramidales, tanto de la neocorteza como de CA1,
estd asociada a una reduccion en el tamafio del AG. La superficie y el volumen del AG con

apariencia fragmentada y sobre todo del de aquellos cuya morfologia estaba severamente
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alterada, se vieron generalmente reducidos en comparacion con el volumen y la superficie de

los AG normales o no fragmentados.

La posible relacién entre la fragmentacién del AG y la acumulacién progresiva de la proteina
tau hiperfosforilada no ha sido estudiada sistematicamente hasta el momento. En este trabajo
hemos analizado esta relacidn, tanto en neuronas piramidales de la corteza temporal como de
la region CA1l en pacientes con EA, a partir de series de imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal a partir de secciones tefiidas con inmunofluorescencia doble —usando
anticuerpos frente a la proteina MG160, junto a anticuerpos AT8, que reconocen los epitopos
fosforilados en la serina 202 y la treonina 205 de la proteina tau—, y contrateiiidas con Dapi.
Para poder estudiar la posible relacion entre las alteraciones observadas en el AG y la
acumulacién de tau hiperfosforilado, nos hemos servido en este trabajo de la clasificacion
utilizada previamente en nuestro laboratorio (Merino-Serrais y cols., 2013), respecto a los
distintos patrones de inmunoreactividad para AT8 que se observan en la EA. En dicho estudio

se distinguieron dos patrones distintos para visualizar los filamentos helicoidales pareados

cuya agregacion forman las estructuras patoldgicas caracteristicas de las taupatias. El patrén |
o estadio de pre-ovillo, presenta un marcaje difuso fundamentalmente citopldsmico con
agregados no fibrilares, mientras que el patrdn Il seria aquel en el que la agregacion de los

filamentos helicoidales evoluciona hasta desarrollarse el ovillo neurofibrilar tipico de la EA.

En un primer andlisis de tipo cualitativo observamos en tejido procedente de pacientes que, al
igual que vimos en los sujetos control, el porcentaje de neuronas con un AG fragmentado o
muy alterado fue mayor en CAl que en la neocorteza temporal. Ademas, el porcentaje de
neuronas con el AG normal o no fragmentado, es menor en pacientes con EA que en los
controles, lo que indica una alteracién generalizada del AG en la enfermedad. Estos resultaron
concuerdan con estudios previos en los que se describié la fragmentacion del AG en neuronas
de pacientes con la EA y que sugirieron un papel importante de la fragmentacion del organulo
en la neuropatologia y patogénesis de la EA (Baloyannis, 2014, Salehi y cols., 1995, Stieber y
cols., 1996).

Al comparar las neuronas negativas para el marcado con AT8 (AT8-) con aquellas que si lo
presentaban (AT8+), el porcentaje de neuronas neocorticales e hipocampales con AG muy
alterados fue mayor en neuronas con tau hiperfosforilado (AT8+), tanto en las de tipo | como
en aquellas con un patrén de hiperfosforilacion mas avanzado (tipo Il). Asimismo, encontramos
un descenso generalizado en la superficie y el volumen de los elementos inmunoreactivos para
MG160 en neuronas neocorticales e hipocampales de pacientes con EA comparado con los

casos control. Con el fin de determinar si existe un efecto perjudicial de la acumulaciéon
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progresiva de tau hiperfosforilado sobre el AG en neuronas de pacientes, analizamos esos
datos distinguiendo de nuevo entre células en estadio pre-ovillo y células con ovillo
neurofibrilar (patron de hiperfosforilacion tipo 1l). Los resultados mostraron tanto en corteza
temporal como en CA1, un aparente declive progresivo en los valores promedio de superficie y
volumen del AG inmunoreactivos para MG160, al pasar de neuronas AT8- a neuronas AT8+
tipo | y AT8+ tipo Il. Para evaluar la posible influencia de la variabilidad inter-individual en estos
resultados, se analizaron separadamente los datos obtenidos en los distintos pacientes. Los

resultados mostraron una tendencia similar en todos los pacientes.

Estos resultados respaldarian la idea de que la agregacién de tau hiperfosforilado podria
ejercer un efecto perjudicial sobre las caracteristicas morfoldgicas del AG. Sin embargo, estan
parcialmente en desacuerdo con lo observado en estudios pioneros realizados en tejido
también de pacientes con la EA. En dichos estudios se propuso que las alteraciones del AG en
neuronas (incluyendo fragmentacion y reducciéon en tamafio) no estan relacionadas con la
presencia intracelular de ovillos neurofibrilares en la regién CA1 del hipocampo (Salehi y cols.,
1995) o incluso que estarian preferentemente asociados con neuronas carentes de ovillos
neurofibrilares en el subiculo y en la corteza entorrinal (Stieber y cols., 1996). Diversos factores
pueden subyacer a estas discrepancias. Es posible que por ejemplo algunas neuronas AT8- con
el AG fragmentado o alterado pudieran tener tau hiperfosforilado en residuos distintos a los
reconocidos por el AT8. Por lo tanto, es necesario explorar en futuros estudios el grado en el
que la acumulacién de fosfo-tau, hiperfosforilado en distintos epitopos reconocidos por
anticuerpos como PHF1 o AT180, se correlacionaria con alteraciones del AG (Goedert y cols.,
1994). Por otro lado, estudios realizados por Salehi y cols., (1995) y por Stieber y cols., (1996)
fueron realizados usando tejido cerebral incluido en parafina procedente de pacientes con
periodos post mortem muy largos y muy heterogéneos, fijado en formaldehido durante
tiempos por encima incluso del mes. Ademas, el tamafio del AG fue estimado en dos
dimensiones en secciones de 5-6 micras de espesor, y por tanto el cuerpo celular de las
neuronas piramidales no pudo ser probablemente estudiado al completo en la mayoria de los
casos, dado que el diametro del soma de la mayoria de las células piramidales es mayor de 5
micrémetros. En nuestro estudio, hemos realizado reconstrucciones completas en tres
dimensiones (3D) usando microscopia confocal. En los estudios de Salehi y Stieber la
identificacion del AG mediante microscopia éptica convencional, se realiz6 mediante tinciones
inmunocitoquimicas usando cromdgenos opacos. Estos autores tifieron los ovillos
neurofibrilares de forma subsecuente (Salehi y cols., 1995) o simultanea (Stieber y cols., 1996)

al marcaje del AG usando, respectivamente, la técnica de Bodian (con nitratos de plata
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reducidos) o métodos histoquimicos mediante el uso de distintos cromdgenos coloreados. Los
procedimientos de fijacion usados en estos estudios podrian haber afectado por tanto a la
preservacion del AG, mientras que el tipo de seccionamiento y las metodologias de tincién
usadas podrian haber interferido en la medicién del tamafio del AG o con la valoracién del
grado de patologia tau neuronal. A diferencia de dichos estudios, en este trabajo la
segmentacion en 3D del AG se basd en el analisis de la fluorescencia detectada mediante la
seleccidn de umbral que permite el software de analisis. El umbral fue ajustado para cada serie
de imagenes obtenidas mediante microscopia confocal y afecté de igual forma a las neuronas
AT8- y AT8+ contenidas en cada campo microscépico. Dado que la intensidad del marcaje
influye sobre las mediciones de superficie y volumen, la metodologia utilizada en este trabajo
podria inducir cierto sesgo en la medicién de los valores absolutos de la superficie y el volumen
del AG. Sin embargo, la principal observacién de nuestro estudio, mostrando una reduccion
progresiva del tamafio del AG asociado al incremento en la acumulaciéon de fosfo-tau, fue
observada de manera consistente en todos los pacientes. Como ya se ha comentado, esto
sugeriria que la acumulacidn de agregados de fosfo-tau podria danar los AG de neuronas
corticales en la EA. Los datos obtenidos se sustentan ademds en el hecho de que las
alteraciones del AG en pacientes con la EA fueron mas pronunciadas en neuronas piramidales
de CA1 que de la corteza temporal, y de acuerdo con los estudios de Braak y Braak (1995)
durante la progresion del patrén espaciotemporal de la EA, la patologia tau se detecta antes

en CA1 que en la neocorteza.

Alteraciones del aparato de Golgi en neuronas con tau hiperfosforilado en un sujeto

control sin demencia

Para evaluar en tejido humano los efectos inducidos Unicamente por la presencia de agregados
de tau hiperfosforilado (presumiblemente sin otro factor patolégico propio de la EA como las
placas de B-amiloide), hemos estudiado las caracteristicas morfoldgicas del AG neuronal en un
sujeto de 45 afos de edad que no presentaba ninguna enfermedad neuroldgica, psiquiatrica o
psicolodgica (no diagnosticado con EA) y que murié como consecuencia de un tumor pulmonar.
A pesar de no estar diagnosticado de EA ni de ninguna otra enfermedad neurolégica, en
distintas regiones del cerebro del paciente se encontré una cantidad considerable de neuronas
AT8+. Estas se encontraron en distintas regiones corticales como la corteza temporal (areas de

Brodmann 20, 21, 22 y 38), prefrontal (areas 9, 10 y 12) o frontal (areas 44, 45, 46 y 47),
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mientras que no se detecté su presencia en otras areas como la motora primaria (area 4),
somatosensorial (area 3b) o visual (area 17) primaria. No se encontraron placas de amiloide en
ninguna de las regiones analizadas. Realizamos la cuantificacidén de la superficie y el volumen
del AG (MG160-ir) en neuronas AT8-, y AT8+ (tipo | y Il) en neuronas piramidales de CAly de
las dreas 22 y 38 de la neocorteza temporal, donde la presencia de neuronas con tau
hiperfosforilado fue mas abundante. Los resultados en las tres regiones analizadas mostraron
una reduccién de la superficie y el volumen del AG en neuronas AT8+ respecto a las neuronas
AT8-, que alcanzaron significacién estadistica Unicamente en el caso de las neuronas AT8+ de
tipo Il. Estos resultados respaldan la posibilidad de que la agregacién del tau hiperfosforilado
ejerza un efecto perjudicial sobre la integridad estructural del AG en neuronas corticales. Cabe
destacar que la fragmentacién transitoria del AG durante la divisién mitdtica es concomitante
al incremento de la fosforilaciéon de tau, revelada mediante la utilizacion de los mismos
anticuerpos (AT8) que reconocen los ovillos neurofibrilares en la EA (Delobel y cols.,
2002; lllenberger y cols., 1998; Pope y cols., 1994; Preuss y cols., 1995; Preuss y Mandelkow,
1998; Vincent y cols., 1996). En el caso de la EA, es probable que las alteraciones del AG
neuronal observadas en este estudio contribuyan a la disfuncién y degeneracién neuronal

propias de dicha enfermedad.

Efectos del envejecimiento y el tiempo post mortem sobre las caracteristicas

morfométricas del AG neuronal

Las diferencias observadas previamente respecto al tamafio y a las alteraciones morfoldgicas
del AG entre los casos control y los pacientes con la EA, e incluso las diferencias inter-
individuales encontradas dentro de cada grupo, podrian ser parcialmente debidas a diferencias
en la edad de los pacientes empleados en este estudio y/o en el retraso del tiempo post
mortem previo a la fijacién del tejido cerebral. Para poder evaluar la potencial contribucién de
estos factores hemos estudiado ratones C57BL/6J con distintas edades (2, 8, 15 y 20 meses),
asi como otros de dos meses de edad cuyos cerebros fueron fijados por inmersion después de
distintos tiempos post mortem. En estos animales medimos la superficie y el volumen del AG
en neuronas piramidales de CA1 y CA3, asi como de las capas supra e infragranulares de la
corteza somatosensorial. Como cabia esperar no observamos neuronas AT8+ en estas regiones
en ninguno de estos animales y el AG de las neuronas observadas en todas las regiones y

edades tuvieron una apariencia normal no fragmentada. El andlisis cuantitativo revelé que no
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hubo diferencias entre los distintos grupos de edad en términos de superficie y volumen en los
elementos MG160-ir de las neuronas piramidales supragranulares. Sin embargo, si que se
encontré una tendencia asociada al envejecimiento respecto a la reduccion en el tamano del
AG, a la vista de la inmunoreactividad para MG160 en neuronas piramidales de capas
infragranulares neocorticales y en la region CA3. Esta reducciéon fue mds marcada aun en CA1.
Finalmente encontramos que la superficie y el volumen de los elementos MG160-ir del AG de
neuronas piramidales fue sensible al retraso en el periodo post mortem, dado que se vieron
reducciones significativas en todas las regiones examinadas, en aquellos animales con un
periodo post mortem de 2 y 5 horas, comparado con aquellas en las que habia un periodo post
mortem de 30 minutos previo a la fijacion. Los resultados por tanto mostraron que el AG de
neuronas neocorticales de ratones es sensible al envejecimiento y al retraso en el tiempo post
mortem previo a la fijacién, siendo mayor dicha sensibilidad en el caso de las neuronas
hipocampales. El descenso en el volumen y en la superficie de los elementos del AG MG160-ir,
fundamentalmente en la regién hipocampal CA1, junto a la diferencia de edad entre el grupo
control y los pacientes con la EA usados en nuestro estudio (controles, media * DS:
50.6 + 9.8 afios; EA, media + DS 83.1+4.6 afios), hacen que no se pueda descartar la
posibilidad de que el descenso observado en el tamafio del AG de pacientes con la EA,
especialmente en la regidon CA1, pudiera ser debido parcialmente al envejecimiento y no como
consecuencia de la enfermedad por si misma. Sin embargo, esto es improbable ya que también
se ha descrito fragmentacion del AG, en estudios en los que se usaros sujetos control y
pacientes sin diferencias de edad (Salehi y cols., 1995). El incremento en el periodo post
mortem previo a la fijacion produjo disminuciones en la superficie y el volumen del AG en los
ratones analizados. El material humano utilizado en nuestro estudio no presentd diferencias
en el periodo post mortem entre el grupo control y los pacientes y por tanto no podemos
considerarlo un factor que contribuya a las diferencias observadas en el volumen y superficie
del AG. Sin embargo, nuestros resultados indican que tanto la edad como el periodo post
mortem son factores que deben tomarse en consideraciéon cuando se analicen diferencias en el
tamanfio del AG entre neuronas procedentes de sujetos controles respecto al de pacientes con
la EA o cuando se comparen modelos animales de la EA con pacientes humanos, dado que el
tejido cerebral procedente de modelos animales estd normalmente fijado mediante perfusién

sin que haya tiempo post mortem previo a la fijacion.
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A.ll El aparato de Golgi en el modelo murino de taupatia P301S

A continuacién nos propusimos estudiar el efecto de la patologia tau sobre la estructura del
AG en ausencia de otros factores asociados al desarrollo de la EA como la patologia amiloide.
En este trabajo se han estudiado las caracteristicas morfolégicas del AG en neuronas
piramidales de la corteza somatosensorial y de la regidon hipocampal CAl, en animales
transgénicos P301S y controles de 2 y 36 semanas de edad, en relacién a la acumulacién de tau
hiperfosforilado. De acuerdo con descripciones previas de este modelo animal (Yoshiyama y
cols., 2007), tanto en el hipocampo como en la neocorteza de ratones de 2 semanas de edad,
no observamos neuronas con tau hiperfosforilado a pesar de que todas las neuronas en estas
regiones sobreexpresaran el gen humano mutado de tau MAPT P301S. Para comprobar esto
ultimo realizamos tinciones inmunocitoquimicas usando anticuerpos (T13) contra la proteina
tau humana. En tejido procedente de ratones transgénicos observamos una intensa
inmunoreactividad frente a la proteina tau de origen humano a lo largo de toda la corteza
cerebral, al contrario que en los animales del grupo control en los que no se observé
inmunoreactividad. Asimismo, estudiamos secciones inmunotefidas con anticuerpos que
reconocen MG160 o GRASP65, una proteina periférica de membrana localizada en el

compartimento cis del AG, en combinacidn con anticuerpos ATS.

A las dos semanas de edad y a pesar de la expresién de tau de origen humano, el AG de las
neuronas piramidales hipocampales y neocorticales presenté una morfologia aparentemente
normal en los animales transgénicos, semejante al grupo control, consistente en una red de
cisternas contorneadas distribuidas alrededor del cuerpo celular que se extendian
parcialmente hacia la dendrita apical. Utilizando microscopia confocal y técnicas de
cuantificacion en tres dimensiones, no encontramos diferencias entre el grupo control y los
animales transgénicos en cuanto a la superficie y volumen del AG de neuronas neocorticales e
hipocampales, con ninguno de los marcadores del AG utilizados (GRASP65 y MG160). A las 36
semanas de edad, cuando hipotéticamente los niveles de tau humana mutada serian mayores,
tampoco se encontraron diferencias en el tamafio del AG entre neuronas de ratones control y
neuronas sin tau hiperfosforilado (AT8-) de los ratones transgénicos. Por tanto, estos datos
indican que en este modelo animal la sobreexpresion de tau mutado P301S por si solo no es

suficiente  para  inducir  alteraciones en el AG de neuronas corticales.
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Alteraciones estructurales del AG en neuronas corticales con agregaciones de tau
hiperfosforilado

En estudios previos realizados en cultivos de células HEK y de neuronas de médula espinal, se
describié que la sobreexpresién de tau humana, tanto en su forma normal (isoforma 4R) como
en su forma mutada (P301L), induce la fragmentacién del AG (Liazoghli y cols., 2005). Por otro
lado, se ha descrito que la sobreexpresién de tau in vitro puede conducir a su fosforilacion
(Bertrand y cols., 2010b). Sin embargo, hasta el momento no se ha demostrado la relacién

directa entre la hiperfosforilacion de tau y la alteracidn del AG en neuronas corticales.

En este trabajo, al igual que en estudios previos (Yoshiyama y cols., 2007), encontramos en los
ratones transgénicos P301S de 36 semanas de edad, una subpoblacién de neuronas a lo largo
de la corteza cerebral que presentaban acumulos de fosfo-tau detectables con tinciones
inmunocitoquimicas con anticuerpos AT8. Dichas neuronas AT8+ se encontraron
fundamentalmente en el asta de Amdn, el giro dentado, el subiculo, la corteza insular, la
corteza motora primaria y secundaria, la corteza visual primaria y secundaria, la corteza
granular retroesplenial y diferentes areas de la corteza somatosensorial (drea de barriles, drea

de representacion de las patas, del tronco y de los labios).

Para estudiar las posibles alteraciones del AG en las neuronas AT8+ en el modelo P301S, nos
hemos centrado en CAl y en el drea de representacién de la pata trasera de la corteza
somatosensorial primaria, por ser éstas las regiones donde el nimero de neuronas AT8+ fue
mayor. La mayoria de ellas mostraron tanto el patrén de pre-ovillo (patrén | de acuerdo con
Merino-Serrais y cols., 2013) como el patrén intermedio de ovillo neurofibrilar (patrén lla),
mientras que la presencia de neuronas con un patrén avanzado de ovillo neurofibrilar (IIb) fue
escaso. El analisis del AG en algunas neuronas hipocampales y neocorticales, mostré una
morfologia alterada consistente en una retraccidn aparente de su estructura y en una
disminucién de estructuras tubulares mostrando a menudo una apariencia lobular y polarizada
en un extremo del cuerpo celular. Utilizando dos marcadores del AG (MG160 y GRASP65)
observamos que el porcentaje de neuronas con este tipo de alteracion fue mucho mayor en
neuronas con agregados de tau hiperfosforilado intracelular que en neuronas adyacentes AT8-
(MG160: 73.2% de neuronas AT8+, frente al 19.1% de neuronas AT8-; GRASP65: 69.5% de
neuronas AT8+, frente al 22.1% de neuronas AT8-). A continuacion cuantificamos el volumen 'y
la superficie de los elementos del AG inmunoreactivos para GRASP65 o MG160 en neuronas

AT8+ y AT8- asi como en animales del grupo control de la misma edad (AT8-). En las dos
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regiones analizadas, no se encontraron diferencias significativas entre neuronas de animales
del grupo control y neuronas AT8- de ratones transgénicos. Sin embargo, en ambas regiones,
observamos una reduccién en la superficie y el volumen del AG en las neuronas piramidales
AT8+ respecto a las neuronas AT8-. Esta reduccidn sin embargo no llegd a ser estadisticamente
significativa en el caso de la superficie del AG de neuronas en la regién CA1 marcadas con
GRASP65, probablemente debido al escaso nimero de neuronas AT8+ encontradas en el tejido
utilizado. Finalmente, calculamos el porcentaje de descenso en tamafio del AG en neuronas
AT8+ comparado con las neuronas AT8- de su alrededor. La media de la reducciéon en
porcentaje de la superficie y el volumen del AG, fue mayor cuando se analizd la
inmunoreactividad para MG160 (26.4% y 28.3%, respectivamente) que cuando dicha reduccion

se estimo con anticuerpos para GRASP65 (14.8% y 13.2%, respectivamente).

Todos estos resultados indican que la acumulacién de fosfo-tau en las neuronas corticales estd
asociada con alteraciones estructurales del AG, dado que el porcentaje de neuronas con
alteraciones morfoldgicas en el AG fue significativamente mayor en neuronas AT8+ que en
neuronas adyacentes AT8-. Hay que destacar que en nuestro material no encontramos
practicamente evidencia de procesos de fragmentacion del AG en neuronas AT8+ (ni tampoco
en las AT8-). Esta observacién difiere de la fragmentacion descrita en motoneuronas de la
médula espinal con tau hiperfosforilado en la serina 202 (CP13+), en un estudio que utilizd
ratones mutantes JNPL3, donde se sobreexpresa el gen mutado de tau P301L (Liazoghli y cols.,

2005).

El tipo de mutacién en el gen de tau y el consecuente tipo de hiperfosforilacion y agregacion
de la proteina, los anticuerpos usados para detectar el fosfo-tau, la poblacién neuronal
estudiada o la edad de los animales estudiados son algunos de los factores que podrian haber
contribuido a las diferencias existentes entre nuestro estudio y el de Liazoghli y colaboradores
(2005). Nuestros resultados en el modelo P301S también contrastan con la fragmentacion del
AG descrita en neuronas corticales de pacientes con la EA (Antén-Fernandez y cols., 2017), lo
que indica que las alteraciones del AG producidas en ratones P301S solo reproduciria
parcialmente aquello que ocurre durante el desarrollo de la enfermedad. Estas diferencias
podrian ser explicadas por la posible implicaciéon de diferentes factores presentes durante el
desarrollo de la EA y la preparacién de las muestras histoldgicas, que podrian ser perjudiciales
para la integridad del AG, como la presencia de oligdmeros de amiloide (Jiang y cols., 2014;
Joshi y cols., 2015 a,b) que estan bidireccionalmente relacionados con la patologia tau (Oddo y
cols., 2004; Dai y cols., 2015, 2017), el envejecimiento y el retraso en el periodo post mortem

previo al procesamiento del tejido (Antén-Fernandez y cols., 2017), asi como otros factores no
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conocidos que pudieran estar asociados con la progresion de la enfermedad. Los resultados
obtenidos en este trabajo en el modelo murino de taupatia P301S, en el que el unico factor
patoldgico presente es la presencia de formas mutadas de la proteina tau y el desarrollo de
agregados de tau hiperfosforilado (Yoshiyama y cols., 2015), respaldarian la idea de que la
acumulacion de fosfo-tau estd asociada con alteraciones estructurales del AG (Antdn-
Fernandez y cols.,, 2017). Aunque ambos procesos aparecen de forma concomitante, la
relacidn causal entre ellos no ha sido resuelta todavia y justificaria futuros estudios al respecto

(Sutterlin y cols., 2002; Lin y cols., 2003; Jiang y cols., 2014; Liazoghli y cols., 2014).
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A. 1l El aparato de Golgi neuronal durante la hibernacién del
hamster Sirio

Dado que la hibernacién del hamster Sirio es un modelo fisiolégico de hiperfosforilacion
reversible de la proteina tau en la corteza cerebral, decidimos estudiar durante este proceso

los posibles cambios del aparato de Golgi en las neuronas corticales.

Distribucion de las proteinas del AG de neuronas corticales en el hamster Sirio en
estado de eutermia

Para caracterizar las posibles alteraciones del aparato de Golgi (AG) de neuronas neocorticales
e hipocampales en el hamster Sirio durante su hibernacién, primero realizamos tinciones
inmunocitoquimicas con anticuerpos frente a tres proteinas distintas del AG (GM130, MG160 y

golgina84) para estudiar su distribucidn en animales control (estadio de eutermia).

Cada una de estas proteinas tiene una localizacién mayoritaria en cada uno de los tres
compartimentos del AG: GM130 esta principalmente localizada en el compartimento Cis del
AG, MG160 en las cisternas mediales y golgina84 esta presente a lo largo de toda la estructura
del AG en un gradiente creciente hacia la cara trans del organulo. A pesar de estas diferencias
respecto a su localizacién, nuestro estudio, utilizando tinciones dobles de inmunofluorescencia
y microscopia confocal, revelé una apariencia morfoldgica similar del AG identificado mediante

los distintos marcadores.

Mediante el uso del programa informatico Fiji (3D object counter tool) estimamos el volumeny
la superficie de los elementos inmunoreactivos del AG para cada uno de los tres distintos
marcadores del AG de neuronas piramidales de las capas supra e infragranulares de la
neocorteza y de las regiones hipocampales CA1 y CA3. Los resultados indican que en todas las
regiones analizadas, la proteina MG160 muestra en general, una distribucién mas restringida
en el AG que la golgina84 y GM130. Al compararse los valores del AG obtenidos en las distintas
poblaciones neuronales, se encontré una mayor superficie y volumen del AG en neuronas
hipocampales, especialmente en las de CA3, que en las neocorticales. A continuacion
cuantificamos el grado de colocalizacion entre los distintos marcadores en secciones
doblemente inmunotefiidas para dos combinaciones distintas de anticuerpos (MG160/GM130

y GM130/Golgina84). Dicha colocalizacién se analiz6 mediante la obtencién del coeficiente de
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colocalizacion de Manders (Manders y cols., 1993), en el que el O representa falta total de
colocalizaciéon y el 1 la colocalizacidn completa. En todas las poblaciones neuronales, se
encontré un valor menor en la combinacion MG160/GM130 que en la combinacién
GM130/Golgina84, lo cual probablemente se deba a la distribucidn mas amplia de GM130
respecto a la de MG160 en el AG. A pesar de que la apariencia del AG en las tinciones para tres
marcadores es semejante la falta de una completa colocalizacidn entre las distintas proteinas
indica la existencia de microdominios en el AG donde los pares de proteinas testadas en cada

combinacion no se coexpresan.

Efectos diferenciales de la hibernacion sobre la expresion de proteinas del AG

En este estudio describimos cémo el AG de neuronas hipocampales y neocorticales del
hamster Sirio experimenta una compleja reorganizacién morfoldgica durante la hibernacion.
Se han analizado las variaciones en la expresién de golgina84, MG160 y GM130 durante el ciclo
de hibernacién mediante Western blot (WB) a partir de muestras obtenidas de animales
sacrificados en los distintos estadios de la hibernacion. El andlisis revel6 que durante el
periodo de torpor (cuando el animal experimenta una caida dramatica de su tasa metabdlica)
los niveles de expresion de las distintas proteinas del AG se modificaron de manera diferencial.
Los niveles de expresion de MG160, normalizados con la expresidn de B-actina, disminuyeron
en las muestras provenientes de animales en estado de torpor en comparacion con las
muestras de animales eutérmicos, mientras que la expresion de la golgina84 permanecio
inalterada y la de GM130 se incrementd. Los procesos que regulan el descenso en la expresiéon
de MG160 durante el torpor podrian participar en los mecanismos relacionados con la
fragmentaciéon del AG dado que en estudios previos se sugirié un papel importante de la

proteina MG160 en la biogénesis y el funcionamiento del AG (Gonatas y cols., 1995, 1998).

Durante los cortos periodos de vigilia que se producen a lo largo de la fase de torpor, MG160 y
GM130 mostraron niveles intermedios de expresidn, es decir niveles intermedios entre los
correspondientes a las fases de eutermia y torpor. Por el contrario, la expresién de la
golgina84 se vio incrementada significativamente en las muestras provenientes de animales
qgue han despertado del torpor respecto a la expresion propia de periodos de eutermia o de
torpor. Se ha demostrado en células HEK293/tau que la interferencia en la expresion de la

golgina84 afecta a la estructura del AG, induciendo su fragmentacion (Jiang y col, 2014). A su
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vez se ha observado que la sobrexpresién de golgina84 corrige las alteraciones del AG
inducidas por la brefeldina-A, lo que indica la implicacion de esta proteina en el
mantenimiento estructural del AG (Jiang y cols.,, 2014). Por tanto, es posible que la
sobrexpresion de la golgina84 durante los periodos en los que el animal despierta del torpor
pueda ser necesaria para la reorganizacion del AG que se produce en la transicidn entre los

estados de torpor al de eutermia (véase mas adelante).

A continuacién estudiamos si los cambios en los niveles de expresion proteica observados
mediante WB durante el ciclo de hibernacidn se reflejan en alteraciones de los patrones de
inmunoreactividad o en la distribucién de las distintas proteinas analizadas en el AG. La
disminucién durante la fase de torpor en los niveles de expresion de MG160 medidos por WB,
fueron acompafiados de la fragmentacion de los elementos inmunoreactivos para MG160 y de
una reduccion en la intensidad de la inmunoreactividad. Esta reduccidon fue mas evidente en
neuronas neocorticales y en células piramidales de CAl1 que en las de CA3, donde Ia
inmunoreactividad para MG160 esta preservada. Las alteraciones producidas en la expresidon
de la proteina MG160, se reflejaron ademds en una reduccién significativa da la superficie y el
volumen de los elementos inmunoreactivos para dicha proteina durante el estado de torpor,
en todas las poblaciones neuronales analizadas, excepto en neuronas piramidales de CA3.
Ademas, en la corteza somatosensorial, pero no en el hipocampo, el coeficiente de
colocalizacién de Manders de MG160/GM130 disminuyd en los animales del grupo torpor en
comparacién con los animales en eutermia o en los que han despertado del torpor. En el caso
de la proteina GM130, no se encontraron cambios aparentes en la intensidad de su
inmunoreactividad durante la hibernacidn. Sin embargo, al igual que en el caso de MG160,
observamos profundas modificaciones morfoldgicas de los elementos inmunoreactivos para
GM130 en todas las regiones analizadas, mostrando una apariencia fragmentada en el estadio
de torpor que fue acompafiado por un descenso en el volumen y la superficie de elementos
del AG inmunoreactivos para GM130, especialmente en la regién CA1 del hipocampo. En el
caso de la golgina84, a pesar de la falta de cambios aparentes en la intensidad de su
inmunoreactividad, observamos una fragmentacién de los elementos inmunoreactivos del AG
asi como un descenso en su superficie y volumen. Estos cambios fueron acompafiados por un
incremento en el coeficiente de colocalizacién de Manders para GM130/Golgina84 durante el

estado de torpor en practicamente todas las areas.

Dado que el tamafo del AG ha sido directamente relacionado con el nivel de actividad celular
(Lucassen y cols., 1993; Salehi y cols., 1994), la fragmentacién y reduccién del tamafo del AG

observado en este trabajo probablemente estén relacionadas con una reducciéon en la
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capacidad neuronal para el procesamiento y transporte de proteinas durante la fase de torpor.
Esto estaria en concordancia con las reducciones descritas durante la hibernacion en el
tamafio del soma neuronal, en la complejidad de los drboles dendriticos o en la densidad de
las espinas dendriticas (Popov y cols., 1992; Popov y Bocharova, 1992; von der Ohe y
cols., 2006), asi como la reduccién de procesos costosos energéticamente como la
transcripcidn o la sintesis proteica (Strumwasser, 1959; Walker y cols., 1977; Zhegunov, 1988;
Rolfe y Brown, 1997; Frerichs y cols., 1998; Popov y cols., 1999; Buck y Barnes, 2000; van
Breukelen y Martin, 2001, 2002). Sin embargo, los cambios en la expresién y en la localizacién
de las proteinas del AG observados durante la hibernacién parecen estar regulados de forma
especifica y compleja, dado que la expresion cerebral de las tres proteinas evaluadas mediante
WB e inmunocitoquimica, varié de forma diferencial durante los diferentes estadios de la

hibernacion.

Cambios en el AG de neuronas con tau hiperfosforilado durante el estado de torpor

Estudios previos han descrito que durante el estado de torpor de la hibernacién, la proteina
asociada a microtubulos tau se hiperfosforila en neuronas corticales, mientras que al volver a
la fase de eutermia esta fosforilacion desaparece (Arendt y cols., 2003; Hartig y
cols., 2005, 2007; Ledn-Espinosa y cols., 2013). En este trabajo hemos observado, en secciones
tefiidas inmunocitoquimicamente con anticuerpos AT8, que el tau hiperfosforilado se
encuentra principalmente en una subpoblacidon de neuronas piramidales en la capa V de la
neocorteza y en neuronas de CA3 y del hilus del hipocampo. Asimismo, en este trabajo se
analizo si el AG de las neuronas con acumulos de tau hiperfosforilado (AT8+) es mas propenso
a experimentar alteraciones morfoldgicas durante la fase de torpor que el de las neuronas

ATS-.

En secciones de corteza somatosensorial del hamster en estado de torpor con dobles tinciones
para AT8 y MG160 observamos que el volumen y la superficie de los elementos
inmunoreactivos para MG160 fueron significativamente menores en neuronas con una intensa
inmunoreactividad para AT8 que en neuronas AT8-, si bien no todas las neuronas AT8+ fueron
afectadas igualmente. Estos resultados sugieren que la presencia en el soma de altos niveles
de tau hiperfosforilado tendria un efecto perjudicial sobre la expresién de MG160 en el AG. De
forma alternativa, el descenso en la expresion de MG160 durante el torpor podria favorecer la

hiperfosforilacion de tau. Esta hipotesis se basa en el hecho de que estudios previos han

71


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B54
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B82
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B75
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B84
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B90
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B62
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B23
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B56
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B79
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B80
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B33
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B34
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4678224/#B41

mostrado que MG160 puede unir diferentes factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs),
incluido el FGF-2, reduciendo la internalizacion de dichos factores e inhibiendo su acumulacién
intracelular (Burrus y cols., 1992; Zhou y cols., 1997; Zuber y cols., 1997; Yamaguchi y cols.,
2003). Los niveles de FGF-2 parecen estar incrementados en la EA (Stopa y cols., 1990;
Cummings y cols., 1993) y ademas, en células progenitoras neurales y en células PC12, se
observé que la sobrexpresion de FGF-2 puede incrementar la actividad GSK3 e inducir la
hiperfosforilacidon de tau en varios epitopos, incluido la serina 202, que es reconocido por los
anticuerpos ATS8 (Tatebayashi y cols., 1999, 2003). Por tanto, es posible que la reduccién en la
expresion de MG160 en células corticales durante el estado de torpor, pueda inducir un
incremento en los niveles intracelulares de FGF que podria llevar a la hiperfosforilacion de tau

observada con anticuerpos ATS.

Finalmente en este estudio hemos encontrado que durante el torpor no hubo diferencias en el
tamafio de los elementos del AG positivos para la golgina84 entre neuronas piramidales de la
capa V AT8+ y AT8-. Esto indica que no todas las proteinas del AG estan afectadas de la misma
forma por la acumulacién de tau hiperfosforilado. Sin embargo, se sabe por estudios mediante
WB, que el tau se puede hiperfosforilar en residuos distintos a los reconocidos por AT8
durante la hibernacién (Stieler y cols., 2011). Por tanto, es necesario realizar nuevos estudios
con el fin de explorar si las diversas alteraciones del AG podrian relacionarse con el grado de
acumulacidn de tau hiperfosforilado en sitios distintos al de la serina 202 y la treonina 205,

reconocidos por el anticuerpo ATS.
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- B Segmento inicial del axén

B. | Presencia de un orgdnulo sacular gigante en el segmento
inicial del axon de una subpoblacion de neuronas piramidales de
capaV

En un estudio previo realizado en nuestro laboratorio, se describié la presencia de una
estructura que fue denominada como “organulo sacular gigante” (OSG) en el segmento inicial
del axén (SIA) de neuronas de la capa V de la corteza cerebral (Sanchez-Ponce y cols., 2011). EL
0OSG se identificd mediante técnicas inmunocitoquimicas usando anticuerpos que reconocian
tanto la sinaptopodina como la alfa-actina. En este trabajo hemos analizado la corteza cerebral
de la rata para poder caracterizar la subpoblaciéon de neuronas que contienen el OSG, asi como
su distribucion en las distintas areas corticales. Utilizando como referencia el atlas de Paxinos y
Watson (Paxinos y Watson, 2007) observamos que las neuronas que contienen el OSG,
representan una pequefia poblacién de células piramidales en la parte superior de la capa V en
todas las areas corticales. Utilizando secciones coronales de 50 um de grosor del cerebro de
rata espaciadas a intervalos de 300 um, inmunotefiidas con anticuerpos contra sinaptopodina
observamos que el mayor porcentaje de células con el OSG se encuentra la corteza
sensorimotora, aunque de forma ocasional también se encontraron estas neuronas en areas
como la orbitofrontal, cingular, insular, retroesplenial, peririnal, temporal asociativa y en las
cortezas auditivas y visuales. Dado que el OSG se encontré de forma mas frecuente en el SIA
de neuronas piramidales de capa V de la corteza somatosensorial y motora, nos centramos en

estas regiones para el resto de este estudio.

Atendiendo a criterios morfoldgicos, electrofisiolégicos y de conectividad, existe una
considerable heterogeneidad de poblaciones de neuronas piramidales en la neocorteza. De
este modo, de manera general se distinguen dos tipos principales de neuronas piramidales: Las
neuronas de tipo | son aquellas que poseen un penacho dendritico bien desarrollado o
complejo, proyectan a dianas subcorticales como el estriado, el coliculo superior, a nicleos del
tronco encefdlico y a la medula espinal, y tienen patrones de descargas de potenciales de
accion en rafagas cortas. Por el contrario, las células piramidales de tipo Il poseen un penacho
dendritico menos extenso, proyectan a la corteza contralateral y al estriado ipsilateral o

contralateral, y descargan potenciales de acciéon de forma no adaptativa (Molnar y Cheung
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2006; Hattox y Nelson 2007; Molyneaux y cols., 2007). Ademas de esta clasificacién general, se
distinguen distintos tipos de neuronas en base a la expresion de distintas clases de
combinaciones de marcadores neuronales, como factores de transcripcién o distintos tipos de
neurofilamentos (Angulo y cols., 2003; Tsiola y cols., 2003; Molnar y Cheung 2006). De acuerdo
con estudios previos (Feng y cols., 2000; Porrero y cols., 2010) en ratones transgénicos Thy-
1eYFP existe una alta densidad de neuronas que expresan la proteina amarilla fluorescente
(siglas en inglés YFP) en la capa V de la neocorteza sensorimotora. El gen promotor Thy-1 se
expresa ademas de forma diferencial en funcidn del tipo de subpoblacién cortical, segln sea
del tipo | (corticoespinal y corticocolicular) o del tipo Il (corticotaldmico y callosas) (Porrero y

cols., 2010).

Para saber si existe alguna coincidencia entre subpoblaciones de neuronas piramidales que
contienen el OSG vy las que expresan el gen promotor Thy-1, realizamos una doble
inmunotincién para la sinaptopodina y la anquirina-G (como marcador del SIA) en secciones
cerebrales procedentes de dichos ratones transgénicos. Al estudiar la corteza somatosensorial
y motora, encontramos que de un total de 129 neuronas piramidales con un OSG
(identificados por la presencia de una estructura alargada inmunoreactiva para la
sinaptopodina situada dentro del SIA), 43 (el 33,3%) fueron células que expresaban la proteina
amarilla fluorescente (YFP+), mientras que el resto, 86 (66,7%), no la expresaban (YFP-).
Ademds, el SIA de la mayoria (74,7%, n=359) de las neuronas que expresaban el transgén,
carecian de OSG. Estos resultados indicaron que la expresién del promotor Thy-1 parece no

estar asociado con la presencia del OSG en el SIA de las células piramidales de la capa V.

Posteriormente realizamos inmunotinciones dobles usando anticuerpos que reconocen la
proteina SMI32 y sinaptopodina en tejido neocortical de rata y de ratdén. De acuerdo con
estudios previos (Molnar y Cheung, 2006), las neuronas inmunoreactivas para SMI32 en la
capa V corresponden a la poblacién de neuronas piramidales de tipo I. Lo que observamos fue
que la practica totalidad de las neuronas que contenian un OSG en el SIA, son inmunoreactivas
para SMI32 (ratones 100%, n=220; rata 97,6%, n=542). Esto fue corroborado en experimentos
similares en tejido de ratones Thy-1eYFP, en los cuales observamos que todas las neuronas
dotadas de OSG (identificados por la inmunoreactividad para sinaptopodina), sin tener en
cuenta si expresaban o no el transgén de la proteina amarilla fluorescente, fueron también
inmunoreactivas para SMI-32. Estos resultados muestran que el OSG esta restringido al SIA de
una subpoblacion de neuronas piramidales de tipo | de la capa V. Las neuronas de tipo | de la
capa V muestran patrones distintos de conectividad dependiendo del drea cortical en el que se

localice la neurona (O’Leary y Stanfield 1985, 1986; Koester y O’Leary 1993). Ademas, estudios
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recientes han clasificado ademas una amplia variedad de neuronas piramidales de proyeccion,
especialmente aquellas de la capa V, basandose en la correlacién entre la especificidad de su
conectividad y el patron de expresidon génica, siendo posible llegar a definir molecularmente
distintas clases funcionales de neuronas de proyeccion (Sorensen y cols., 2013). En la capa V
corteza sensorimotora, donde hemos encontrado en este estudio la mayor proporcién de
neuronas con OSG, se ha descrito la expresién restringida de un pequefio numero de genes
especificos (Arlotta y cols., 2005). El hecho de que las neuronas de capa V que contengan el
0OSG en su SIA representen una subpoblacidn con unas proyecciones a areas especificas o con
un patron de colateralizacion axonal concreto, pudiera correlacionar con un perfil de expresion

génica especifico, es un tema interesante que podria ser evaluado en futuros estudios.

Para identificar las areas de proyeccion de las células piramidales que contienen un OSG en el
SIA realizamos experimentos con microinyecciones del trazador retrogrado fluorescente Fast
Blue (FB) en distintas regiones cerebrales combinados con inmunocitoquimica para
sinaptopodina y anquirina-G con objeto de identificar los OSG y los SIA, respectivamente. En
aquellos experimentos con inyecciones de FB en la corteza somatosensorial primaria
observamos que las neuronas que contenian el OSG, pertenecian a una poblacién distinta a la
de aquellas con proyecciones callosas, marcadas retrégradamente. Ademas, el cuerpo celular
de las neuronas de capa V con proyecciones contralaterales fue significativamente mas

pequefio que aquellas con un OSG.

En experimentos con inyecciones de FB en el complejo ventrobasal del tdlamo observamos
muchas neuronas marcadas retrégradamente en la capa Vl ipsilateral, y algunas de ellas en el
borde de la capa V. Sin embargo, no observamos la presencia de ningiin OSG en ninguna de
las neuronas corticotaldmicas. Por ultimo, realizamos grandes inyecciones de FB en distintas
regiones subcorticales no taldmicas, como el estriado, el coliculo superior/tegmento
mesencefalico, nucleos pontinos y la medula espinal toracica. En todos estos casos,
encontramos una subpoblacién grande de neuronas marcadas retrégradamente que contenian
un OSG en su SIA (53.3 %, n = 197; 65.4 %, n = 78; 67 %, n = 97; 70.6 %, n = 34,
respectivamente). Todos estos resultados demuestran que el OSG representa una
especializacion dentro del SIA de una subpoblacién de neuronas piramidales tipo | de la capa V
que incluyen neuronas de proyeccién corticoestriatal, corticocolicular, corticopontino y

corticoespinal.

Posteriormente se comparé el tamafio del soma de neuronas de proyeccidn subcortical en

relacidn con la presencia o ausencia del OSG en el SIA. Tomando en conjunto todos los datos
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procedentes de secciones de cuatro animales inyectados tanto en el estriado, como en el
coliculo superior, el nicleo pontino o la médula espinal, encontramos que el tamafio del soma
de neuronas de capa V fue significativamente mayor en neuronas con el OSG que en aquellas
sin él. Sin embargo, al analizar los datos tomados de forma independiente dentro de cada area
de inyeccion, esta diferencia fue solo significativa en el caso de las poblaciones
corticoestriatales y corticopontinas pero no en aquellas neuronas corticocoliculares y
corticoespinales. Se encontraron ademas diferencias significativas entre el tamafio del soma
de neuronas con el OSG que proyectan hacia el estriado (mas pequeiias) con respecto a
aquellas que proyectan al coliculo superior, a ndcleos pontinos o a la médula espinal. Por otro
lado, teniendo en cuenta solo aquellas neuronas que no contenian el OSG, observamos que las
subpoblaciones de neuronas corticocoliculares, corticopontinas y corticoespinales presentaron
un mayor tamafio de soma comparado con las neuronas corticocorticales o corticotalamicas
de capa V. Tomando todos los resultados de forma conjunta, en la capa V el OSG se
encontraria por tanto sélo en algunas neuronas de proyeccién descendente cuyo soma es de

gran tamaio.

Con el objetivo de estudiar el origen y la funcionalidad del OSG, realizamos en secciones de
neocorteza de rata, experimentos con tinciones inmunocitoquimicas dobles para
sinaptopodina y GM130 o GRP78 como marcadores del aparato de Golgi (Nakamura y cols.,
1995) y del reticulo endoplasmico (Shim y cols., 2008; Pfaffenbach y Lee, 2011),
respectivamente. En este material observamos que el OSG no presenté inmunoreactividad
para el marcador del aparato de Golgi, mientras que si se marcé con anticuerpos para GRP78,
indicando que el 0SG seria parte del reticulo endoplasmico.
Por dltimo, realizamos dobles marcajes para la ATPasa de calcio del reticulo
sarcoendopldsmico (SERCA) o el receptor 1 de inositol 1,4,5-trifosfato (IPsR1), junto a la
sinaptopodina. En estos experimentos observamos que los anticuerpos para SERCA e IP;R1
marcaron estructuras alargadas que se extendian a lo largo de la longitud del SIA de una
pequefia poblacion de neuronas piramidales de la capa V, que fueron identificadas como 0OSG
por su colocalizacion con la sinaptopodina. Por tanto, estos resultados demuestran que el OSG

expresa IP3R1 y SERCA en la corteza cerebral de la rata.

Estudios previos han descrito que el calcio entra de forma transitoria en el SIA a través de
canales de calcio sensibles a voltaje situados en la membrana plasmdtica tras la
despolarizacién del soma en distintos tipos neuronales. Esta entrada de calcio participaria en la
generacion de potenciales de accidn en el SIA (Yu y cols., 2008, 2010; Bender y Trussell 2009),

y por tanto su regulacion es fundamental, dado que diversos estudios han demostrado que los
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procesos de plasticidad del SIA, incluidos cambios en la longitud y posicion dentro del axén

(Grubb y Burrone 2010; Grubb y cols., 2011; Kuba y cols., 2010) son dependientes de calcio.

A su vez lesiones en el SIA provocan cambios estructurales en su citoesqueleto que afectan a la
distribucion de los canales de sodio dependientes de voltaje (Schafer y cols., 2009). La
expresion en el OSG de IP;R1 y SERCA (a través de los cuales se podria producir tanto la
movilizacién como la recaptacién de calcio respectivamente) sugiere por tanto que el OSG
podria tener un papel en la regulacidn espacio-temporal de los niveles de calcio. El OSG parece
ser por tanto un almacén intracelular de calcio sensible a inositol trifosfato (IPs), sin embargo
las sefiales que promueven la liberaciéon de calcio mediada por IP;R1 en el SIA de esta
poblacién neuronal no se conocen todavia. Otras cuestiones pendientes de resolver serian por
ejemplo saber cdmo esta liberacién puede coordinarse con otros posibles mecanismos de
entrada y salida de calcio a través de la membrana plasmatica, como se ha descrito en
diferentes regiones cerebrales y tipos celulares (Bootman y cols., 2001; Blaustein y Golovina,

2001).

En el SIA de la mayoria de poblaciones de neuronas piramidales que carecen de OSG, existe en
su lugar otra especializacion del RE denominada como orgdnulo de cisternas, que también
expresa IP;R1, SERCA vy sinaptopodina. Se ha propuesto que estos organulos participarian
también en la regulacién de los niveles de calcio del SIA (Kosaka 1980; Benedeczky y cols.,
1994; Bas Orth y cols., 2007; Jedlicka y cols., 2009; Sanchez-Ponce y cols., 2011). A pesar de
estas similitudes a nivel funcional, hay diferencias importantes entre la organizacién del OSG y
la de los organulos de cisterna. De acuerdo con estudios previos (Sanchez-Ponce y cols., 2011),
el OSG estd localizado en una posicidén central a lo largo de la longitud del SIA, con contactos
solo ocasionales a la membrana plasmatica del SIA. EI OSG estd formado por tubulos largos y
sacos aplanados que se alinean en paralelo con el eje longitudinal del axdén. Son la
continuacién de estructuras tubulares similares situadas en la base del soma piramidal desde
donde entran al cono del axén accediendo hasta el SIA. Por el contrario, el organulo de
cisterna consiste en un apilamiento de cisternas membranosas aplanadas con un lumen
estrecho, alternados con un material electrodenso, cuya cisterna mas externa esta asociada al
lado interno de la membrana plasmatica del axdn. Ademas las cisternas se encuentran a lo
largo del SIA asociadas a menudo con regiones del SIA que reciben contactos sinapticos (Palay
y cols., 1968; Peters y cols., 1968; Jones y Powell 1969; Sloper y Powell 1979; Kosaka 1980;
Somogyi y cols., 1983; Benedeczky y cols., 1994; Jedlicka y cols., 2009). En este trabajo no
hemos observado, mediante microscopia confocal, la coexistencia de OSG y los organulos de

cisternas en el SIA de la subpoblacidn de neuronas piramidales que contienen un OSG. Esto
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indica la existencia de diferentes tipos de estructuras dentro del SIA, que podrian participar en
la regulacion de los niveles de calcio. Sin embargo, para confirmar esto resultaria necesario
realizar experimentos con reconstrucciones en tres dimensiones del SIA a nivel ultraestructural

para descartar la coexistencia de OSG y los orgdnulos de cisternas.

Finalmente, hemos estudiado también el OSG en neuronas humanas a partir de secciones de
regiones no epileptogénicas del drea motora suplementaria (AMS) y de la neocorteza temporal
lateral procedentes de biopsias obtenidas mediante el tratamiento quirdrgico de pacientes
epilépticos. En este material hemos identificado el OSG en base a la expresién de
sinaptopodina en el SIA (identificado mediante anticuerpos frente a espectrina-IVB), de
neuronas piramidales (26.6 %, n = 387 y 30.6 %, n = 346 en el area motora suplementaria y en
la neocorteza temporal, respectivamente). A diferencia de lo observado en roedores, en los
gue el OSG sdlo se encontré en el SIA de neuronas piramidales de capa V, en la corteza
humana se observé que el OSG estd también presente de forma ocasional en neuronas de
capa lll. Por ultimo, observamos también la expresién de SERCA en el OSG de neuronas de la
capa V tanto en el drea suplementaria motora como en la neocorteza temporal. Esto sugiere
que el OSG podria tener también en las neuronas de la neocorteza humana un papel
importante en la regulacion de los niveles de calcio en el SIA de algunas subpoblaciones de
células piramidales, participando asi en el correcto funcionamiento y mantenimiento del SIA

en neuronas piramidales de proyeccidn descendente.
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B. Il El segmento inicial del axén en neuronas corticales con
acumulos de tau hiperfosforilada en pacientes con la enfermedad
de Alzheimer y en el modelo murino de taupatia P301S

Distintos estudios han destacado la importancia que podrian tener las alteraciones del
segmento inicial del axén (SIA) en varias enfermedades psiquidtricas y neuroldgicas (por
ejemplo, véase Buffington y Rasband, 2001). Desde hace unos afios se ha atribuido al SIA una
funcidn de barrera de difusién de la proteina tau, promoviendo la restriccién de las distintas
isoformas de tau en dominios especificos de la neurona. También se ha descrito que esta
funcién se altera en modelos murinos de la EA cuando tau se hiperfosforila y los microtubulos
se desorganizan, o en experimentos donde se disminuye la expresién de proteinas esenciales
del SIA como la anquirina-G o EB1 (Li y cols., 2011; Sun y cols., 2014; Zempel y cols., 2017). En
un estudio reciente en el modelo murino rTg4510 de taupatia, se ha descrito el
desplazamiento distal del SIA en neuronas hipocampales (Hatch y cols., 2017), aunque en
dicho estudio no se evalud de forma directa la presencia de tau hiperfosforilado en dichas

neuronas.

En este trabajo hemos evaluado si la presencia de tau hiperfosforilado en neuronas corticales
podria estar asociada a alteraciones en la estructura o en la posicidn del SIA. Para ello hemos
realizado experimentos inmunocitoquimicos en tejido cerebral procedente de tres fuentes
distintas: 1) de autopsias de pacientes con EA, 2) de una autopsia realizada a un vardén de 45
afios de edad sin alteraciones neurolégicas o psiquiatricas (sin diagndstico de EA) pero cuya
corteza cerebral presentaba una cantidad importante de ovillos neurofibrilares de tau
hiperfosforilado, y 3) del modelo murino de taupatia P301S. En todos los casos se usaron
simultdneamente anticuerpos para visualizar el SIA (espectrina-IVB), la proteina tau
hiperfosforilada (AT8) y el soma neuronal (NeuN). Para poder medir la distancia existente
entre la base del soma de la célula piramidal y el punto de inicio y final del SIA, y poder
obtener los valores de longitud y distancia al soma, se utilizé el software Imaris (herramienta

3D measurement point tool).
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Alteraciones del SIA en neuronas de pacientes con la enfermedad de Alzheimer

Tomando conjuntamente los datos procedentes de todos los pacientes de Alzheimer
analizados, hemos observado que la gran mayoria (82%) de las neuronas AT8+ tienen unos
valores de longitud (n=50) y/o posicion (punto de inicio) del SIA diferentes a las neuronas ATS8-
(n=87). No observamos diferencias en la longitud o en la posicion del SIA del 17% restante de
las neuronas AT8+ respecto a los valores de las neuronas negativas para AT8 (AT8-). Ademas,
en el 56.5% de todas las neuronas AT8+ que presentaron cambios en la longitud del SIA, este
presentd una mayor longitud (de 8.94 +2.7 um) que el de las neuronas AT8-, mientras que fue
mas corto (en 4.14 £2.57 um) en el 43.5% restante. También encontramos que en el 81.2% de
las neuronas AT8+ analizadas, cuyo SIA presentd algin cambio de posicidn, su punto de inicio
estuvo localizado mas cerca del soma (desplazamiento proximal de 4.39 + 2.36 um) que en
neuronas AT8-, mientras que se observd mds distalmente (desplazamiento distal de 4.5 +2.87
pum) en el restante 19.8%. Finalmente, algunas de las neuronas AT8+ (32.3%) mostraron
diferencias tanto en la longitud como en la posicién del SIA. Si bien las alteraciones
observadas en el SIA de las neuronas con tau hiperfosforilado son variadas y heterogéneas, las
alteraciones que se observaron con mayor frecuencia consistieron en el alargamiento y el
desplazamiento proximal del SIA, aunque ambos fendmenos solo se dieron simultdneamente

en la misma neurona de forma ocasional.

Alteraciones del SIA en neuronas con tau hiperfosforilado en un sujeto sin demencia
y en el modelo murino P301S de taupatia.

Para tratar de evaluar en tejido humano el efecto debido solamente a la patologia tau (en
principio sin ningln otro factor patolédgico propio de la EA como las placas de B-amiloide),
analizamos el SIA de neuronas en la corteza temporal de un paciente sin demencia, utilizado
en estudios previos del laboratorio (Antén-Fernandez y cols., 2017).

Dicho sujeto presentaba una cantidad considerable de neuronas con agregados de tau
hiperfosforilado en distintas areas corticales incluida la neocorteza temporal, en ausencia de
placas de B-amiloide. En la neocorteza temporal de este caso, al igual que observamos en los
pacientes, encontramos que en la gran mayoria (71.4%) de las neuronas AT8+, los valores de
longitud y/o de posicion (punto de inicio) del SIA presentaron diferencias al compararlos con

los de las neuronas sin tau hiperfosforilado (AT8-). De todas aquellas neuronas AT8+ en las que
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se observaron diferencias en la longitud de su SIA, aproximadamente la mitad presentaron un
SIA mas largo que el de las neuronas AT8-. En cuanto a las neuronas AT8+ que mostraron
diferencias en la posicion de su SIA, al igual que en los pacientes, en la mayoria de los casos
(75%) el SIA se localizd en una posicidn mas proximal respecto a las neuronas AT8-. Ademas,
de forma similar a lo que observamos en los pacientes, alrededor de un tercio de las neuronas
con patologia tau mostraron de forma simultanea cambios en el SIA tanto en longitud como en

la posicidn dentro del axén.

Asimismo, para evaluar la posible relacién entre la acumulacidn de tau hiperfosforilado y las
alteraciones del SIA utilizamos también un modelo murino de taupatia (P301S), caracterizado
por la presencia de neuronas AT8+ en la corteza sensorimotora en ausencia de patologia
amiloide. Estudiamos en la corteza somatosensorial de ratones transgénicos y control de 36
semanas de edad, el SIA de neuronas piramidales que desarrollaron agregados de fosfo-tau,
compardandolo con el de aquellas neuronas adyacentes que no los desarrollaron. Al comparar
la distribucién general de la inmunoreactividad para la espectrina-IVB, entre el grupo
transgénico y el control, no se observaron cambios aparentes. Sin embargo, al analizar de
forma mas detallada las series de imdgenes obtenidas por microscopia confocal, encontramos
nuevamente alteraciones estructurales en el SIA de un nimero importante de neuronas que
presentaban agregaciones de fosfo-tau. En algo mas de la mitad de las neuronas AT8+ (52.2%),
el AIS se encontro alterado en longitud y/o posicidon en comparacién con el de las neuronas
AT8-. En este caso el acortamiento del AIS en las neuronas AT8+ fue algo mas comun que el
alargamiento (60/40%), mientras que desplazamiento proximal de este hacia el soma fue igual
de frecuente que el desplazamiento distal.

Los resultados obtenidos apoyan por tanto lo observado en los pacientes con EA y sugieren la
existencia de una relacidn entre la presencia intracelular de agregados de tau hiperfosforilado

y las alteraciones en la longitud y posicion del SIA.

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones del presente estudio consiste en la existencia de una importante
variabilidad en la longitud del SIA entre neuronas de distintas capas corticales y entre
diferentes poblaciones neuronales (Inda y cols., 2008; Hofflin y cols., 2017; Ledn-Espinosa y

cols., 2018). Con la metodologia empleada en este trabajo no es posible conocer la longitud
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del SIA ni su posicion en aquellas neuronas AT8+ antes de que estas desarrollaran los
agregados de tau hiperfosforilado. Con objeto de minimizar dicha limitacién y para evitar
ademas la posible variabilidad interindividual en la longitud de los SIA, en este estudio hemos
comparado en cada paciente por separado, la longitud del SIA y su posicién en cada neurona
AT8+, con respecto a la media y desviacién estandar obtenida a partir de todas las neuronas
AT8- de la misma capa cortical (neuronas vecinas). Para cada una de las medidas realizadas
(longitud, posicidn del punto de inicio y punto de terminacién del AIS), hemos considerado que
los valores del SIA de cada neurona AT8+ era diferente de los valores medios del SIA de las

neuronas AT8-, cuando las diferencias excedieron la desviacién estandar.

Otra limitacién consiste en que Unicamente hemos utilizado anticuerpos AT8, que reconocen
el tau fosforilado en la serina situada en la posicién 202 y en la treonina 205. Por lo tanto, no
podemos descartar que algunas de las neuronas negativas para AT8, tuvieran tau
hiperfosforilado en otros residuos distintos a los reconocidos por los anticuerpos AT8. Seria
interesante por tanto llevar a cabo nuevos estudios usando anticuerpos que reconocieran tau
fosforilada en distintos residuos, en combinacién con anticuerpos que visualizaran el SIA, para
poder saber mas acerca de la vulnerabilidad del SIA en relacién a la progresion de la
hiperfosforilacion de tau a lo largo del desarrollo de la enfermedad.

Por otro lado, en este estudio el nimero de SIAs que ha sido posible analizar,
fundamentalmente en tejido humano, ha sido relativamente pequefio. Distintos factores han
contribuido a ello. Segun nuestra experiencia, los anticuerpos contra la espectrina-IVB
(donados por Dr. Mathew Rasband, University of Texas, USA) representa la mejor opcién para
visualizar el SIA en tejido humano en combinacién con los anticuerpos AT8, que detectan
fosfo-tau. Sin embargo, de entre todos los casos de pacientes con EA de los que disponemos
tejido cerebral en nuestro laboratorio, algunos de ellos ya utilizados en estudios anteriores, los
anticuerpos frente a espectrina-IVB solamente funcionaron en tejido procedente de tres
pacientes (IF6, IF8 e IF13) con un estadio relativamente temprano de la enfermedad (estadio IlI
de Braak). Por el contrario, no observamos inmunoreactividad para la espectrina-IVB en el
tejido proveniente de 8 pacientes fallecidos en estadios mas avanzados de la enfermedad.
Estudios previos han descrito mediante Western blot que la expresién de anquirina-G y
espectrina-IVB, proteinas esenciales para el mantenimiento de la estructura del SIA (Jenkins y
Bennet, 2001; Komada y Soriano, 2002; Hedstrom vy cols., 2008), estd muy reducida en
pacientes en estadios avanzados de la enfermedad (estadios V-VI) en comparaciéon con
pacientes de estadios mas tempranos (estadio I-Il) (Sohn y colaboradores, 2016). Por lo tanto,

esto podria explicar la falta de inmunoreactividad para espectrina-IVB en los pacientes mas
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avanzados que hemos empleado en nuestro estudio. Por otra parte, es conocido que el
periodo post mortem del paciente previo a la fijacion del su cerebro, asi como los
procedimientos de fijacidn, inclusién y tincidon pueden afectar a la calidad de las tinciones
inmunocitoquimicas (Gonzalez Riano y cols., 2018). Sin embargo, en nuestras muestras el
periodo post mortem previo a la fijacion fue menor a 5 horas en la mayoria de los casos, y
todas las muestras se procesaron mediante los mismos procedimientos, por lo que las
diferencias observadas en la inmunoreactividad para la espectrina-IVB del SIA, podrian estar
mas bien relacionadas con la evolucion de la enfermedad. Por ultimo, en dos de los tres
pacientes utilizados (IF6 e IF8), la presencia de neuronas con tau hiperfosforilado (visualizados
gracias a la inmunoreactividad producida por AT8) fue relativamente baja, lo que redujo aun
mas el nimero potencial de SIAs para el analisis.

Asimismo, se ha descrito previamente que el contacto o la proximidad del SIA a las placas de B-
amiloide, cuya formacién es de las principales caracteristicas histopatolédgicas de la EA, esta
asociado a la disminucién en la longitud del SIA y en la expresidon de espectrina-IVB en
neuronas del modelo murino de amiloidosis APP-PS1 (Marin y cols., 2016). Por lo tanto, la
pérdida de la inmunoreactividad para espectrina-IVB en algunos pacientes, podria ser también
debida a la presencia de placas de amiloide. Sin embargo, nuestros resultados indican que en
la EA la acumulacién de placas no seria el Unico factor responsable de la alteracién de la
inmunoreactividad para espectrina-IVP en el SIA, dado que la inmunoreactividad se conserva
en pacientes con una cantidad relativamente alta de placas de amiloide (IF13). Ademas, para
estudiar los posibles efectos sobre el SIA asociados solamente a la presencia intracelular de
agregados de tau hiperfosforilado, y tratar de minimizar los efectos inducidos por su
proximidad a las placas de amiloide, en este trabajo nos centramos Unicamente en aquellos
SIAs de neuronas no adyacentes a las placas de amiloide. Las placas se identificaron mediante
la inmunoreactividad para ATS8, con la que se pueden visualizar al menos una parte de las
placas de amiloide, asi como por la ausencia de somas neuronales en las placas (visualizados

mediante NeuN).

Implicaciones funcionales de las alteraciones del SIA

Las alteraciones en longitud y/o posicion del SIA encontradas en neuronas con agregados
intracelulares de tau hiperfosforilado, probablemente estén alterando la excitabilidad

neuronal, contribuyendo asi a la disfuncién de los circuitos en los que estas neuronas
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participan, lo que podria contribuir a la patofisiologia de la EA. De hecho, recientemente se ha
descrito que la alteracidn en la excitabilidad neuronal es un rasgo importante de la EA (Palop y
Mucke, 2009), habiéndose sugerido que la proteina tau podria tener un papel importante y
heterogéneo en la modulacién de la excitabilidad neuronal. Por ejemplo, la disminucién de los
niveles de tau en modelos animales transgénicos o mediante terapia génica, induce una
reduccion en la excitabilidad de la corteza cerebral (Roberson y cols., 2007; DeVos y cols.,
2013; Holth y cols., 2013;). Ademads la presencia de fosfo-tau en el dominio somatodendritico
in vitro parece disminuir la actividad neuronal (Thies y Mandelkow, 2007; Hoover y cols.,
2010). Se han descrito también efectos muy diversos de la patologia tau sobre la actividad
neuronal en ratones transgénicos P301L, segun la region cortical afectada. Por ejemplo, en
neuronas neocorticales de la corteza frontal se observd un incremento en la tasa de
generacion de potenciales de accién (Rocher y cols., 2010), en neuronas hipocampales se
observé justo lo contrario, es decir, una reduccidn en la tasa de disparo (Hatch y col., 2017),
mientras que en la corteza visual no se observaron cambios significativos en la actividad

neuronal (Kuchibhotla y cols., 2014).

Por otro lado, se ha observado que los cambios en la actividad neuronal pueden afectar de
manera diferencial al SIA de distintas poblaciones neuronales. Por ejemplo, la despolarizacion
cronica de neuronas del giro dentado induce el acortamiento de su SIA (Evans y cols., 2015),
mientras que en neuronas piramidales de CA1 produce un desplazamiento distal del mismo
(Wefelmeyer y cols., 2015). Por lo tanto, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se
podria especular que la heterogeneidad en los cambios de longitud y posicion SIA encontrados
en este trabajo, podrian estar relacionados con alteraciones diferenciales en la actividad
neuronal inducidas por la presencia de tau hiperfosforilado en distintas poblaciones
neuronales. Sin embargo, es necesario realizar estudios adicionales para confirmar o descartar

esta posibilidad.

Asimismo, se ha descrito que la posicidn relativa del SIA, asi como su longitud pueden modular
la excitabilidad neuronal (Grubb y Burrone 2010; Kuba y cols., 2010) dandose una relacién
lineal negativa entre la tasa de disparo de potenciales de accion y la distancia del SIA al soma
(Hatch y cols., 2017). De este modo, es probable que los cambios encontrados en este estudio
en el SIA en neuronas con agregados de tau hiperfosforilado, tengan un impacto relevante
sobre la excitabilidad de dichas células. Ya que dichos cambios son heterogéneos podrian
ayudar a explicar los diferentes efectos que la presencia de la patologia tau induce en

diferentes poblaciones neuronales.
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En resumen, el presente estudio demuestra que la mayor parte de las neuronas corticales con
tau hiperfosforilado presenta alteraciones en el SIA. Las posibles relaciones causales que
pueden establecerse entre la acumulacién de tau fosforilado, los cambios en la actividad
neuronal y las alteraciones estructurales del SIA parecen ser heterogéneas y complejas y
podrian variar entre distintas poblaciones neuronales. Por lo tanto, el esclarecimiento de la
posible contribucién de las alteraciones de los AIS a la fisiopatologia de la enfermedad de
Alzheimer requeriria futuros estudios para analizar distintas regiones del cerebro de estos
pacientes (distintas d4reas neocorticales, diferentes regiones del hipocampo, etc.) y la
utilizacion de diversos anticuerpos que reconozcan tau hiperfosforilado en otros residuos
distintos a los reconocidos por los anticuerpos AT8 en combinacidn con anticuerpos que

permitan visualizar el SIA.
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B. Il Modificaciones del segmento inicial del axdn en neuronas
piramidales de la corteza cerebral durante la hibernacion del
hamster Sirio

Los principales resultados de este estudio se pueden resumir en tres puntos: primero hemos
demostrado que la utilizacién de anticuerpos policlonales c-20, obtenidos en cabra y
sintetizados originalmente frente un péptido de la proteina GRASP65 del aparato de Golgi
(AG), es una excelente herramienta para visualizar el segmento inicial del axdén (SIA) en
neuronas de roedores. Esto permitid medir la longitud del SIA durante las distintas fases del
ciclo de hibernacién del hamster Sirio en combinacién con la deteccién simultanea de tau
fosforilada mediante anticuerpos monoclonales de ratén AT8. En segundo lugar, hemos
comprobado que durante la fase de torpor del hdmster la longitud del SIA se incrementa
significativamente respecto a animales eutérmicos tanto en la corteza somatosensorial como
en la region CA1l del hipocampo. En tercer lugar, observamos que el SIA de neuronas
neocorticales de la capa V de animales en torpor, son significativamente mds largos en
neuronas que expresan fosfo-tau (AT8+) que en aquellas que carecieron de inmunoreactividad
para AT8 (AT8-), sugiriendo que los cambios plasticos del SIA serian mas pronunciados en

aquellas neuronas que acumulan fosfo-tau.

Identificacion del segmento inicial del axén (SIA) mediante anticuerpos policlonales
c-20 (sc-19481)

Durante el desarrollo de los estudios descritos anteriormente acerca de la relacién entre la
hiperfosforilacidon de la proteina tau y las alteraciones estructurales del AG en la enfermedad
de Alzheimer (EA) y en distintos modelos animales (Antdn-Fernandez y cols., 2015,20173,
2017b) se usaron distintos anticuerpos para identificar el AG. Entre ellos, observamos que los
anticuerpos policlonales c-20 obtenidos en cabra (Santa Cruz sc-19481) y sintetizados frente a
un péptido correspondiente a la proteina humana GRASP65, reconocian el AG neuronal en
tejido cerebral humano. En tejido procedente de ratones y hamsteres este anticuerpo
reconoce el AG con mucha menos intensidad, marcando, por el contrario, estructuras
filiformes que se extendian desde la base del soma de las neuronas piramidales, reminiscentes

del segmento inicial del axén (SIA). Para determinar si estas estructuras eran realmente SIAs,
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llevamos a cabo experimentos de doble marcaje, combinando anticuerpos c¢-20 con
anticuerpos comerciales frente a anquirina-G (Neuromab), que es uno de los principales
componentes estructurales del SIA. Esta proteina, junto a la espectrina-IVB, son elementos
esenciales para el mantenimiento estructural y funcional del SIA, debido a su papel en la
asociacién de distintos tipos de canales idnicos dependientes de voltaje al citoesqueleto axonal
(Rasband, 2010; Jenkins y cols., 2015; Leterrier, 2016), lo que determina las propiedades
biofisicas del SIA, incluida la generacién de potenciales de accion.

En neuronas procedentes de la capa Il de la neocorteza de animales control (en eutermia),
encontramos inmunoreactividad para el anticuerpo c-20 en 660 de 667 SIAs (99% de
colocalizacién), identificados por la inmunoreactividad para anquirina-G (neuromab). Ademas,
utilizando el software Imaris (mediante la herramienta “measuremente point”) medimos la
longitud del SIA (n=24) en experimentos de doble marcaje para c-20/anquirina-G, y
encontramos que ambos tipos de inmunoreactividad tuvieron practicamente la misma
longitud (24.09 £ 3.36 um con c-20 y 24.42 + 3.08 um con los anticuerpos de Neuromab frente
a anquirina-G). Estos resultados indican que los anticuerpos c-20 representan un marcador

fiable del SIA en tejido cerebral de ratén y hamster.

Caracterizacion de los anticuerpos c-20

Aunque la compafiia productora de dichos anticuerpos no proporciona la secuencia completa
ni la posicion exacta del péptido inmundégeno empleado para inducir la produccion de los
anticuerpos, si nos indicaron que fueron producidos contra un péptido de entre 15 y 25
aminodcidos situado en la regién C-terminal (entre las posiciones 350 y 400) de la proteina
GRASP65 de origen humano (NCBI AAH75854.1). Con objeto de determinar a qué componente
del SIA se unen los anticuerpos c-20, secuenciamos el péptido de bloqueo proporcionado por
la compafiia (Santa Cruz, sc-19481P) que se utilizd para obtener los anticuerpos c-20. Para ello
se realizd una espectrometria de doble masa acoplada a cromatografia liquida (nLC MS/MS) en
el Servicio de protedmica y gendmica CIB (CSIC). Este analisis revelé que la secuencia de
aminodcidos “EFEVSFLDSPGA”, fue la secuencia peptidica mas frecuentemente detectada por
el espectrémetro (17 PSM), siendo por tanto el péptido inmundgeno mas probable. A
continuacién realizamos una comparacién de esta secuencia con la de las proteinas
constituyentes del SIA mediante los programas Blast (Basic Local Alignment Search Tool, NIH,

U.S National Library of Medicine database) y Clustal Omega (un programa de alineamiento de
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multiples secuencias desarrollado por el Instituto Europeo de Bioinformatica, EMBL-EBI). Este
analisis revelé un 60% de homologia con la secuencia situada entre la posiciéon 3133 y la 3144
de la isoforma de 480-kDa de la anquirina-G, que es el componente principal del SIA y en
donde se encuentra en mayor concentracidén (Kordeli y cols., 1995; Hedstrom y cols., 2008;

Jenkins y cols., 2015).

Para intentar conocer las causas asociadas a las diferencias de los patrones de
inmunoreactividad de los anticuerpos c-20 en distintas especies comparamos la secuencia del
péptido inmundgeno con las secuencias de GRASP65 de roedores y humanos. Encontramos en
roedores una prolina en la posicién 374 que en humanos no estad presente, habiendo en su
lugar una leucina. Es probable que la presencia de esa prolina en roedores modifique la
estructura secundaria de GRASP65, haciéndola distinta a la de humanos. De hecho, la
simulacidn estructural de esta regién proteica en ambas especies mediante el software Phyre2
(Kelley y cols., 2015) reveld la existencia de una estructura secundaria de tipo alfa hélice en
humanos que sin embargo no estd presente en roedores. Esto podria ayudar a explicar la baja
eficiencia de unién de los anticuerpos c-20 a la proteina Grasp65 en roedores y en
consecuencia la escasa visualizacién en estos animales del AG mediante el uso de los
anticuerpos c-20. Es posible que como resultado de esta baja afinidad, se favorezca la unién de
los anticuerpos c-20 a la proteina anquirina-G en roedores, generando una intensa
inmunoreactividad del SIA. Finalmente, para saber si los anticuerpos c¢-20 se unen a la
anquirina-G o a otra proteina conocida del SIA, realizamos experimentos de
inmunoprecipitacién y de andlisis por espectrometria de masas (Servicio de protedmica y
gendmica, CIB, CSIC). Para ello inmunoprecipitamos el homogeneizado de cerebro de ratdn
con anticuerpos c-20 y las proteinas precipitadas fueron separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Las bandas con el peso molecular
esperado fueron cortadas del gel y posteriormente digeridas con tripsina y analizadas
mediante cromatografia liquida combinada con espectrometria de masas (LC-MS). Los datos
obtenidos por la espectroscopia de masas se contrastaron con la base de datos Uniprot del
Mus musculus (que cuenta con 178667 entradas de secuencias proteicas) usando el motor de
busqueda SEQUEST. Este andlisis mostré multiples péptidos producidos por la digestion
proteica que se correspondieron con 97 proteinas diferentes. De todas ellas, la anquirina-G fue
el Unico componente conocido por estar presente en el SIA, que ademas mostrd el tercer
mejor indice de emparejamiento (Score o factor de fiabilidad) y el mayor porcentaje de
cobertura (porcentaje de secuencia proteica reconocida). Ademads, uno de los péptidos de

digestion fue detectado como péptido Unico de la anquirina-G. Todos estos resultados en su
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conjunto, nos indican que los anticuerpos c-20 reconocen de manera eficiente la anquirina-G
en el cerebro de ratdn, justificdndose su uso como marcador fiable del SIA. Dada la escasa
disponibilidad de reactivos disefiados para detectar el SIA en el hamster Sirio, la
caracterizacion de este anticuerpo para su uso en estos animales tiene un interés particular ya
gue nos permitié realizar experimentos de doble marcaje mediante el uso simultdneo de

anticuerpos monoclonales AT8 producidos en ratén para detectar tau hiperfosforilado.

Alargamiento del SIA durante la hibernacion

Distintos estudios han demostrado que el SIA es una region esencial en la regulacion de la
actividad neuronal, mostrando ademds cambios pldsticos en su estructura en respuesta a
modificaciones en la actividad neuronal, lo que podria jugar un papel importante en la
homeostasis de los circuitos neuronales y en las respuestas adaptativas del sistema nervioso
(Grubb y Burrone, 2010; Kuba y cols., 2010; Grundemann y Hausser 2010). Entre los diversos
fenémenos de plasticidad del SIA descritos hasta ahora, se puede destacar la observada en el
sistema auditivo del pollo, en el que la pérdida de actividad neuronal inducida por el bloqueo
en la llegada de informacion sensorial presinaptica condujo al incremento de la longitud del
SIA de neuronas de los nucleos auditivos troncoencefélicos (Kuba y cols., 2010; Yamada vy
Kuba, 2016). También se ha observado que la deprivacién de informacidn visual durante el
periodo critico de la plasticidad de la corteza visual del ratdn, evita el caracteristico

acortamiento del SIA, produciendo SIAs mas largos de lo normal (Gutzmann y cols., 2014).

Para estudiar los posibles cambios en los SIAs que se podrian producir durante el ciclo de
hibernacidn del hamster Sirio, asi como su posible relacién con la presencia de tau
hiperfosforilado, realizamos experimentos usando tinciones de DAPI junto a dobles
inmunotinciones combinando anticuerpos c-20, como marcador del SIA, y anticuerpos AT8
para visualizar la proteina tau hiperfosforilada. Primero medimos en series de imagenes en
tres dimensiones obtenidas por microscopia confocal, la longitud de los SIAs de neuronas
procedentes de capas II-lll y V de la corteza somatosensorial, asi como de la region CA1 del
hipocampo, en animales control (en eutermia). En la neocorteza, la longitud del SIA en
neuronas de las capas ll-lll y V de animales control fue de 22.23+ 1.39 um (n=154 SlAs,
medidos en 9 animales distintos) y de 23.79 +2.01 um (n=141 SIAs, medidos en 9 animales

distintos), respectivamente, mientras que en neuronas hipocampales de CA1, fueron
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significativamente mds largos (31.76 + 3.00 um; test de ANOVA con la correccién de
Bonferroni, n=192 SIAs, medidos en 9 animales distintos). A continuacion analizamos las
posibles variaciones de la longitud del SIA en animales en fase de torpor. En estos animales, la
longitud del SIA en ambas regiones fue significativamente mayor que el observado en animales
en eutermia. En neuronas de la capa lI-lll, esta longitud fue de 26.53 +1.86 um (n=210 SIAs,
medidos en 12 animales distintos), mientras que en la capa V esta fue de 27.41 + 2.19 um
(n=273 SIAs, medidos en 11 animales distintos). En neuronas hipocampales de CA1l la longitud
del SIA fue de 37.93 £ 3.30 um (n=113 SIAs medidos en 6 animales distintos). El analisis
estadistico reveld que el AlS de neuronas neocorticales e hipocampales es significativamente
mas largo en neuronas de animales en torpor que en animales en eutermia (p=0.0039,
p=0.0273 y p=0.0313 en neuronas de capa IlI-lll y capa V de la neocorteza, y en CAl,
respectivamente) incrementandose la longitud del SIA un 19.48% (4.30 um), un 13.20% (3.62
pm) y un 19.42% (6.17 um) respectivamente.

Durante la fase de torpor se ha descrito un cese casi total de la actividad neuronal en areas
corticales y mesencefalicas (Strumwasser 1959; Igelmund, 1995; Igelmund y Heinemann 1995;
South, 1972; Walker y cols., 1977). Por lo tanto es posible que el alargamiento del SIA
observado en nuestros resultados pueda ser consecuencia de este cese de actividad neuronal
durante el torpor. Se ha descrito que los cambios en la actividad neuronal afectan de forma
diferencial al SIA de distintas poblaciones neuronales. Por ejemplo, la despolarizacién neuronal
crénica induce el acortamiento del SIA en células granulares de giro dentado (Evans y cols.,
2015) y un desplazamiento distal del SIA en neuronas piramidales hipocampales de CA1l
(Wefelmeyer y cols., 2015). Dado que en nuestro trabajo hemos estudiado Unicamente la
corteza sensorial primaria y la regién CA1 del hipocampo, es necesario realizar estudios
adicionales en otras regiones para determinar si el alargamiento del SIA durante la fase de
torpor es un proceso generalizado o es un fendmeno especifico de las regiones estudiadas.
Aunque el alargamiento del SIA distal que se produce durante la fase de torpor es
relativamente reducido (13-19%), este cambio podria inducir efectos relevantes para la
excitabilidad neuronal ya que la regidn distal del SIA es donde se originan los potenciales de
accién (Kole y cols., 2007; Baranauskas y cols., 2013). En el sistema auditivo del pollo, el
alargamiento del SIA inducido por la deprivacion de informacién sensorial conduce al
incremento de los agrupamientos de canales de sodio dependientes de voltaje en el SIA, en
paralelo a una reduccion del umbral de excitabilidad neuronal (Kuba y cols., 2010). Aunque el
conocimiento del significado bioldgico del alargamiento del SIA durante el torpor, asi como los
efectos directos que esta modificacion pueda tener sobre la excitabilidad neuronal,— como

por ejemplo cambios en las caracteristicas del potencial de accion—requiere estudios
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adicionales, es probable que estén relacionados con el incremento en la duracién de los
potenciales de accion durante la fase de torpor de la hibernacién (Krilowicz y cols., 1989), que
se caracteriza por un descenso generalizado en la actividad eléctrica del cerebro (Strumwasser
1959; South y cols., 1968; Mihailovic 1972). El alargamiento del SIA durante el torpor podria
tener ademads consecuencias indirectas para la excitabilidad de las neuronas piramidales, al
modificar la relacidn espacial entre el SIA y las sinapsis axoaxdnicas GABAérgicas procedentes
de las células en candelabro (Muir y Kittler 2014; Wefelmeyer y cols., 2015). Todos los posibles
efectos debidos a las alteraciones del SIA durante el torpor, podrian ser importantes a la hora
de promover la entrada en los episodios de vigilia que se dan durante la hibernacién (arousal),

o la transicidn estacional definitiva desde el torpor a la fase de eutermia.

Para estudiar si el incremento de la longitud del SIA durante el torpor va acompafiado con
cambios en su posicién, comparamos el punto de origen del SIA entre neuronas procedentes
de animales en fases de eutermia o de torpor. En aquellas neuronas procedentes de animales
eutérmicos encontramos que los SIAs se originan directamente desde la base del soma en la
gran mayoria de las neuronas (173 de 189). En las restantes 16 neuronas (8.5%), el SIA fue
localizado en una posicidn ligeramente mas distal del axén, con un espacio entre la base del
soma y el punto de inicio del SIA de 1.3 0.7 um. De la misma forma, en neuronas de animales
en estado de torpor, encontramos que en tan solo 10 de 121 neuronas (8.2%) el inicio del SIA
fue localizado en una posicién mas distal (1.84 + 0.55 um), mientras que en la mayoria de las
neuronas, el SIA emergia directamente desde la base del soma neuronal. Por tanto, estos
resultados indican que el incremento en la longitud del SIA durante el torpor no esta asociado
al desplazamiento del punto de origen del SIA, sino probablemente al desplazamiento de su
limite distal, caracterizado por la transicién de la expresién de anquirina-G, propia del SIA, a la
de la anquirina-B, presente en regiones mas distales del axén (Galiano y cols., 2012). Por
ultimo, aunque se ha descrito que la sobreexpresién de la anquirina-G conduce al incremento
de la longitud del SIA (Galiano y cols., 2012), los mecanismos moleculares que subyacen al
incremento del longitud del SIA durante el torpor no se han explorado hasta el momento.

Por lo tanto, los resultados de este estudio avalan la utilizacion de la hibernaciéon del hamster
Sirio como modelo natural para estudiar los mecanismos adaptativos de plasticidad del SIA en
condiciones no patoldgicas, asi como las modificaciones compensatorias en respuesta a la

disminucién de la actividad neuronal.
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Cambios del SIA durante el torpor en neuronas con tau hiperfosforilado

De acuerdo con estudios previos (Arendt y cols., 2003; Avila y cols., 2004; Hartig y cols., 2005;
Hartig y cols., 2007; Stieler y cols., 2011; Leén-Espinosa y cols., 2013; Antén-Fernandez y cols.,
2015), durante la fase de torpor en la hibernacion del hamster Sirio la proteina tau se
hiperfosforila y se acumula en el compartimento somatodendritico de algunas subpoblaciones
neuronales de la corteza cerebral. Una vez que el animal vuelve al estado de eutermia, esta
fosforilacién disminuye a niveles normales (Arendt y cols., 2003; Hartig y cols., 2005; Hartig y
cols., 2007; Stieler y cols., 2011; Ledn-Espinosa y cols., 2013; Antén-Fernandez y cols., 2015).
De acuerdo con dichas observaciones, en nuestro material hemos observado niveles elevados
de tau hiperfosforilado, en la serina 202 y la treonina 205 (identificados mediante anticuerpos
AT8), en el cuerpo celular y dendritas apicales de una subpoblaciéon de neuronas piramidales
de la capa V de la neocorteza. No encontramos sin embargo inmunoreactividad para AT8 en el
SIA de estas neuronas. A continuacién estudiamos si las alteraciones del SIA son mas
frecuentes en las neuronas con tau hiperfosforilado que en las neuronas negativas para AT8.
Realizamos dobles inmunotinciones con los anticuerpos AT8 y c-20en material procedente de
animales en torpor y medimos la longitud del SIA de 133 neuronas piramidales positivas para
AT8 y de 129 neuronas negativas para AT8. Observamos que durante la fase de torpor, la
longitud del SIA en neuronas con inmunoreactividad para AT8 fue mayor (28.54 + 2.29 um)
que el de aquellas que carecen de tau hiperfosforilada (27.47 = 2.163 um). Aunque la
diferencia en las medias entre las AT8+ y AT8- fue solo de 1.07 um (3.9%), esta diferencia fue
significativa estadisticamente (p=0.0488). Una posible explicacién de estos resultados seria
que la plasticidad del SIA durante el torpor es algo mas pronunciada en neuronas que
presentan acumulaciones de tau hiperfosforilado. Se ha descrito que la presencia de tau
fosforilado en el dominio somatodendritico disminuye la actividad neuronal (Thies vy
Mandelkow 2007; Hoover y cols., 2010). Por lo tanto, esta reduccién de la actividad neuronal
podria ser mas pronunciada en las neuronas AT8 positivas que en las AT8 negativas, lo que
podria inducir un alargamiento mayor en el SIA de aquellas neuronas que acumulan tau
hiperfosforilado.

Por otro lado, se sabe que las neuronas piramidales de la capa V son fisioldgica y
anatodmicamente heterogéneas e incluyen distintas subpoblaciones en base a distintas
caracteristicas morfoldgicas y electrofisioldgicas o a la expresidn de distintas combinaciones de
marcadores neuronales y patrones de expresidon génica (Angulo y cols., 2003; Tsiola y cols.,

2003; Molnar y Cheung 2006; Sorensen y cols., 2013). También se sabe que existe una
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variabilidad considerable en las propiedades morfoldgicas del SIA entre las distintas
poblaciones de neuronas corticales (Hofflin y cols., 2017). Ya que hasta el momento
desconocemos la identidad de la subpoblacién de neuronas piramidales de capa V que
acumulan fosfo-tau durante el torpor, una segunda posibilidad es que constituyan una
subpoblacion neuronal con un SIA particularmente grande en eutermia. Es por ello que seria
necesario realizar nuevos estudios para distinguir entre ambas posibilidades.

A pesar de las similitudes existentes entre la acumulacién somatodendritica de tau
hiperfosforilado que se produce en los mamiferos hibernantes durante la fase de torpor vy la
que se produce en las fases iniciales de la EA, hay diferencias evidentes que podrian estar
relacionadas con la preservacion de la integridad del SIA. El SIA actia como una barrera de
difusién que ayuda a mantener una distribucion diferencial de las distintas isoformas de tau en
dominios especificos de la neurona. Se ha descrito que la integridad de dicha barrera se altera
en modelos de la EA en los que tau estd hiperfosforilada, favoreciendo su acumulacién en el
dominio somatodendritico (Li y cols., 2011). Estudios recientes han demostrado in vitro que la
fosforilacién de tau o la pérdida de expresién de la anquirina-G, altera la barrera de difusion
del SIA induciendo la deslocalizacién de tau a lo largo de la neurona (Zempel y cols., 2017). Por
el contrario, en nuestro estudio hemos observado que durante la fase de torpor, aquellas
neuronas con tau hiperfosforilado, en las cuales la integridad del SIA esta preservada (a juzgar
por la inmunoreactividad para anquirina-G), el marcaje para AT8 se vio restringido
exclusivamente al dominio somatodendritico, no encontrandose nunca en los axones, incluido
el SIA. Esto sugiere que la fosforilacion de tau no es el Unico requerimiento necesario para la
alteracion de la barrera de difusion del SIA. La fosforilacion de tau es consecuencia del
equilibrio entre la actividad de varias quinasas y fosfatasas, algunas de las cuales estan
restringidas al dominio neuronal somatodendritico o axonal (Bertrand y cols., 2010). Por lo
tanto, ademas de las diferencias entre la secuencia de la proteina tau del humano y del
hamster Sirio, que podrian afectar a la fosforilacion de tau (Ledn-Espinosa y cols., 2013),
nuestros resultados sugieren que la acumulacién somatodendritica de fosfo-tau en neuronas
del hamster Sirio, a diferencia de la EA, podria estar relacionada con la activacidon de quinasas
y/o inactivacion de fosfatasas del dominio somatodendritico, mas que con la alteracion de la

barrera del SIA.
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Desorganizacion del SIA tras el ictus isquémico durante la fase de normotermia

La hibernacién en mamiferos incluye diversas respuestas adaptativas ante condiciones
extremas. La fase de torpor esta acompanada por una disminucién de la actividad del sistema
inmune, del metabolismo, de la temperatura corporal y del gasto cardiaco y flujo sanguineo, lo
qgue en condiciones normales resultaria en un cerebro isquémico (Frerichs y cols., 1994; Drew y
cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Bouma y cols., 2010a). Distintos estudios han observado que
durante el torpor se producen procesos adaptativos neuroprotectores orientados a prevenir el
dano neuronal. Entre dichos cambios se incluyen los que se producen en células de microglia,
cambios estructurales en neuronas como la fragmentacion y reduccién del aparato de Golgi, o
en la conectividad sindptica como por ejemplo la retraccion de las espinas dendriticas (Popov y
Bocharova 1992; von der Ohe y cols., 2006, 2007; Popov y cols., 2007; Bouma y cols., 2010a;
Bouma vy cols., 2010b; Antén-Fernandez y cols., 2015; Cogut y cols., 2017; Leon-Espinosa y
cols., 2017). El presente estudio afiade el SIA a la lista de estructuras neuronales que podrian
beneficiarse de mecanismos de neuroproteccion durante la hibernacidn. Estudios previos han
mostrado que las condiciones isquémicas en cerebros de mamiferos no hibernantes, incluido
el hombre, producen el desensamblaje del SIA (Schafer y cols., 2009; Hinman y cols., 2013; Del
Puerto y cols., 2015; Coban y cols., 2017). Se ha observado que la isquemia inducida mediante
la oclusion de la arteria cerebral media, es un modelo de ictus isquémico que conduce a la
protedlisis mediada por calpaina de las proteinas esenciales para el mantenimiento estructural
del SIA, como la anquirina-G y la espectrina-IVB (Schafer y cols., 2009). Asimismo, estudios
recientes realizados con modelos de inflamacién como la inyeccién periférica de
lipopolisacdrido o la que se produce en la esclerosis multiple, han demostrado que el estrés
oxidativo conduce a la activacidon de la calpaina, induciendo la pérdida de proteinas del SIA que
alteran su estabilidad (Clark y cols., 2016,2017; Benusa y cols., 2017).

Los resultados de nuestro estudio demuestran que durante el torpor, a juzgar por la
inmunoreactividad para la anquirina-G, no se produce la degradacion de los SIAs de neuronas
corticales, lo que sugiere la existencia de mecanismos neuroprotectores que preservarian
durante la hibernacion la expresion de la anquirina-G en el SIA.

Para comprobar si esos mecanismos neuroprotectores evitan la degradacién de los SIAs en
condiciones de hipoxia/isquemia en la fase de normotermia, estudiamos triples
inmunotinciones de anquirina-G/Iba-1/NeuN en secciones cerebrales procedentes de animales
en los cuales se indujeron isquemias focales a través de la oclusién permanente de la rama

frontal de la arteria cerebral media. Como se esperaba, la inmunoreactividad para iba-1 reveld
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la regién infartada en la neocorteza ipsilateral que afectdé principalmente a la corteza
somatosensorial primaria. En esta regién infartada, la inmunoreactividad para iba-1 en las
células microgliales fue muy intensa. Ademas, estas células mostraron frecuentemente un
fenotipo hipertréfico no ramificado en comparacion con la morfologia de las células
microgliales en reposo, situadas en la corteza somatosensorial y motora contralateral. Al
contrario que en las regiones contralaterales que no fueron afectadas por la oclusién arterial,
donde se observaron patrones normales de inmunoreactividad para el SIA, en la region
infartada se observé una importante pérdida en la inmunoreactividad para anquirina-G en los
SIAs (visualizados tanto con c-20 como con anticuerpos de Neuromab). En general no se
observaron SIAs positivos para la anquirina-G en la regién infartada o al menos éstos
mostraron un tamafio muy reducido. Estos resultados indican que en el hamster Sirio, la
acumulacidén de anquirina-G en el SIA se pierde y por tanto la integridad del SIA se altera tras la
exposicién a condiciones de isquemia e hipoxia durante las fases de normotermia. Esto
contrasta con la preservacion de la expresion de la anquirina-G en el SIA durante condiciones
de isquemia/hipoxia asociadas con la fase de torpor de la hibernacién.

Es sabido que la fase de torpor esta asociada a un estado de tolerancia frente a la hipoxiay a la
aglicemia propias de este periodo (Frerichs y cols., 1998), gracias al incremento en la actividad
de sistemas de defensa antioxidante, que permiten una mayor tolerancia al dafio cerebral en
comparacién con el que produciria un fendmeno similar en animales no hibernantes (Buzadzic
y cols., 1990; Buzadzic y cols., 1997; Drew y cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Carey y cols., 2003;
Ross y Drew 2006; Osborne y Hashimoto 2006; Drew y cols., 2007; Dave y cols., 2012; Vucetic
y cols., 2013; Yin y cols., 2016). La preservacion de la integridad del SIA en el hamster Sirio
durante el torpor descrita en este trabajo, sugiere la existencia de mecanismos
neuroprotectores durante esta fase de la hibernacién que podrian participar en la atenuacion
del estrés oxidativo que, en condiciones de normotermia, conduce a la pérdida de proteinas
estructurales del SIA mediante la activacion de proteinas proteoliticas como la calpaina. Dado
que la fase de torpor va acompafiada por un estado de hipotermia, se podria especular con la
posibilidad de que algunos de estos mecanismos pudieran también contribuir a la
neuroproteccién frente a situaciones de isquemia de la hipotermia terapéutica, en la cual la
disminucién de la tasa metabdlica va acompafiada de una reduccidon en la formacién de
especies reactivas de oxigeno (Karibe y cols., 1994; Katz y cols., 2004; Yenari y Hemmen 2010;
Dietrich y Bramlett 2010; Yenari y Han 2012; Piironen y cols., 2014; Wu vy cols., 2017). No
obstante, la confirmacién de esta hipdtesis requeriria mas investigacién en este sentido. Los

animales en hibernacidon representan por tanto un modelo viable para estudiar los
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mecanismos que confieren neuroproteccion frente a la isquemia y que podrian impedir la

degeneracion de los SIAs tras un dafio cerebral severo, incluido el ictus isquémico.
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Aparato de Golgi

VI.

El Aparato de Golgi (AG) de numerosas neuronas piramidales del hipocampo y la
neocorteza temporal de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (EA), se
encuentra alterado respecto al de neuronas procedentes de sujetos control,
siendo las alteraciones mas frecuentes la fragmentacién y la disminucién de
superficie y volumen del AG.

Las alteraciones del AG en la EA son mds pronunciadas en neuronas piramidales
que acumulan la proteina tau hiperfosforilada, siendo mas moderadas en
neuronas con un patron de tau en estadio de pre-ovillo que en aquellas donde se
han formado ovillos neurofibrilares.

En el modelo murino de taupatia P301S, la presencia de tau no altera la morfologia
y el tamano del AG de las neuronas piramidales de la corteza cerebral. Sin
embargo, la hiperfosforilacién de tau y la presencia de ovillos neurofibrilares, si
gue alteran la morfologia y reducen el tamafio del AG.

El AG de neuronas corticales en el hamster Sirio, muestra durante la fase de torpor
de la hibernacidn una pronunciada fragmentacion. Estos cambios ocurren en
paralelo al descenso de la expresion de la proteina MG160 y al aumento en la
expresion de GM130. Dicha fragmentacion es reversible una vez que el animal se
despierta en las fases de arousal en las cuales se incrementan los niveles de
expresion de golgina84

La presencia de acumulos de tau hiperfosforilado en una subpoblaciéon de
neuronas piramidales de capa V, esta asociada con alteraciones mas pronunciadas
en el AG durante la fase de torpor de la hibernacion.

Todos estos resultados apuntan a la existencia de una relacion entre la
hiperfosforilacion de tau y las alteraciones morfométricas del AG de las neuronas
piramidales. Dichas alteraciones podrian afectar al procesamiento y distribucion

de proteinas y contribuir a la patofisiologia de la EA.
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Segmento inicial del axén

El organulo sacular gigante es una especializacién del reticulo endoplasmico
presente en el segmento inicial del axén de una subpoblacién en capa V de
neuronas piramidales de la corteza cerebral de roedores y del cerebro humano. La
expresion de las proteinas SERCA e IP;R1 en el organulo sacular, sugiere su
participacién en la regulacién de los niveles de calcio dentro del segmento inicial
del axén.

La integridad del segmento inicial del axén de neuronas corticales del hamster
Sirio, evaluada mediante la immunoreactividad para anquirina G, se pierde en
condiciones de hipoxia e isquemia inducidas por la oclusién de la arteria cerebral
media. Sin embargo, dicha integridad se mantiene durante la fase de torpor de la
hibernacién.

Durante la fase de torpor se produce un incremento de longitud del segmento
inicial de axdn de neuronas piramidales de CAl y de las capas supra e
infragranulares de la corteza somatosensorial, que es mas pronunciado en
neuronas de capa V que presentan acimulos de tau hiperfosforilada.

En pacientes con la enfermedad de Alzheimer, el segmento inicial del axén de las
neuronas con agregados de tau hiperfosforilada experimenta cambios
heterogéneos en su longitud y posicidon. Los cambos mds frecuentes fueron el
alargamiento y el desplazamiento proximal. Puesto que las alteraciones del
segmento inicial del axén afectan a la excitabilidad neuronal, estos cambios
podrian tener consecuencias relevantes en la patofisiologia de la enfermedad.

Las observaciones realizadas en ratones transgénicos P301S, respaldan la
asociacion entre entre la acumulacion de tau hiperfosforilado y las alteraciones

del segmento inicial del axon.
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2000: Stieber et al.. 1996). Several studies carried out in animal models
of AD have related this fragmentation to the accumulation of either am-
yloid {5 (AB) or hyperphosphorylated microtubule-associated protein
tau—the two main pathological hallmarks of AD (see Jiang et al., 2014;
Joshi and Wang, 2015; Liazoghli et al., 2005). However, the precise tem-
poral sequence and the possible relationships between GA fragmenta-
tion and the accumulation of AR plaques or neurofibrillary tangles of
hyperphosphorylated tau during the evolution of AD have not been
fully characterized

Proper functioning of the GA is necessary for AB production and for
trafficking and maturation of amyloid precursor protein APP and its pro-
cessing enzymes (Burgos et al.. 2010; Choy et al.. 2012; Greenfield et al..
1999: Huse et al.. 2002: Joshi et al.. 2015). In addition, studies using the
APPswe/PS1AEY animal model of the disease have reported that the ac-
cumulation of AB peptides leads to Golgi fragmentation, mediated by
cdkS-dependent phosphorylation of Grasp 65, which in turn accelerates
APP trafficking and AR production (Joshi et al., 2015: Joshi and Wang.
2015). Furthermore, the integrity of the microtubule (Burkhardt,
1998; Cole et al., 1996) and actin (Egea et al.. 2006) cytoskeleton is nec-
essary for the maintenance of the structural characteristics and the po-
sitioning of the GA. Various studies have suggested the existence of
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feedback mechanisms between tau hyperphosphorylation, microtubule
organization and GA fragmentation. For instance, it has been proposed
that the microtubule-interacting protein tau, which is localized on GA
membranes along with many of the tau phosphorylation-related ki-
nases participates in the association between Golgi membranes and mi-
crotubules (Farah et al., 2006). It has been suggested that tau pathology
precedes GA fragmentation since, in animal models of AD, the overex-
pression of tau induced GA fragmentation (Liazoghli et al., 2005; Lin et
al., 2003). However, other studies showing tau hyperphosphorylation
after brefeldin A or nocodazole treatments of HEK293/tau cells led to
the suggestion that tau hyperphosphorylation is a downstream event
that is a consequence of the disorganization of the GA (Sutterlin et al.,
2002; Jiang et al., 2014).

Pioneering studies in AD patients reported that the alterations (in-
cluding fragmentation and decreases in size) of the GA of hippocampal
neurons are unrelated to the content of intracellular NFT in CA1 hippo-
campal field (Salehi et al., 1995) or preferentially associated with neu-
rons devoid of NTF in the subiculum and entorhinal cortex (Stieber et
al., 1996). However, during the course of our research into the possible
alterations of the GA in the hippocampus and neocortex of AD patients
using different methodological approaches to those used by Salehi et al.
(1995) and Stieber et al. (1996), we found that the progressive accumu-
lation of phospho-tau may be associated with the fragmentation of the
GA. Thus, in the present study, we have reexamined this issue using
double immunofluorescence techniques, high-resolution confocal mi-
croscopy and 3D reconstruction and quantification methods to measure
the volume and surface area of the GA in neurons from control cases and
from AD patients with pre-tangle and tangle stages of
hyperphosphorylated tau accumulation. To label the GA, we used anti-
bodies that recognize MG160, an integral membrane Golgi protein com-
monly used as a GA marker (Anton-Fernandez et al., 2015; Burrus et al.,
1992; Gonatas et al., 1998a; Gonatas et al., 1995; Stieber et al., 1995;
Stieber et al., 1996; Yamaguchi et al., 2003; Zhou et al., 1997; Zuber et
al, 1997).

Importantly, differences in age (Jiang et al., 2014), fixation procedure
and postmortem period prior to fixation might affect the structural
characteristics of the GA. These factors vary between the control and
the AD patient groups used in previous reports (Ellisman et al., 1987;
Salehi et al., 1995; Stieber et al., 1996) and might also affect the mor-
phology of the GA, as evaluated in the present study by the expression
of MG160. Therefore, in order to evaluate the possible influence of nor-
mal aging and the postmortem delay period on the analysis of MG160
expression in the GA and discriminate the interference between these
potential changes and those associated with the course of AD, we have
analyzed the GA in brain sections from C57BL/6] mice with different
ages and from mice with different postmortem times before brain
fixation.

The results of the present study indicate that, in AD patients, the GA
of numerous cortical and hippocampal neurons undergo specific and
profound alterations including fragmentation and a decrease in the vol-
ume and surface area of the elements that are immunoreactive for
MG160. These changes are likely to affect the protein processing, glyco-
sylation and sorting (Wang et al., 2008; Xiang et al,, 2013) and are more
pronounced and more frequently found in neurons with a progressive
accumulation of hyperphosphorylated tau. Therefore, the perturbation
of the microtubule network by tau hyperphosphorylation could alter
GA structure and the secretory pathway, impairing the highly regulated
processes of protein sorting in neuronal compartments.

2. Materials and methods

Human brain tissue was obtained at autopsy from two sources: from
seven patients with AD (aged 64-89) and from control human brain tis-
sue from five individuals (aged 40-66) who died due to an accident or
other cause and were free of any known neurological or psychiatric ill-
ness (Table 1). The AD brain and some control brain tissues were

obtained from the Instituto de Neuropatologia (Dr. I. Ferrer, Servicio de
Anatomia Patoldgica, IDIBELL-Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelo-
na, Spain; IF4, IF10, IF12, IF13 and M16 cases), from the Banco de Tejidos
Fundacién CIEN (Dr. A. Rabano, Area de Neuropatologia, Centro Alzheimer,
Fundacién Reina Sofia, Madrid, Spain; Vk11 case) and from the Neurolog-
ical Tissue Bank (Biobanc-Hospital Clinic-IDIBAPS, Universidad de Barce-
lona, Spain; Bcn 5, Ben7, Ben8, Ben13 cases). Control human brains were
also obtained from Dr. Ricardo Insausti, Facultad de Medicina,
Universidad UCLM (Albacete, Spain; AB1, AB2). Following neuropatho-
logical examination, the AD stages were defined according to the
CERAD (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease;
(Mirra et al., 1991) and the Braak and Braak criteria (Braak and Braak,
1995); Table 1). Information regarding TDP43 inclusions was available
for four of the seven patients used (Bcn5, Bcn7, Ben8 and Benl3).
None of them showed TDP43 inclusions in CA1 or temporal neocortex,
and only Bcn7 had TDP43 inclusions in neurons of the amigdala.

The postmortem delay between death and tissue processing ranged
between 1.5 and 5.5 h (Table 1), and the brain samples were obtained
following the guidelines of the Institutional Ethical Committees, which
also granted approval. Tissue from some of these human brains has
been used in previous studies (Blazquez-Llorca et al, 2010;
Blazquez-Llorca et al., 2011).

Upon removal, the brains were immediately fixed in cold 4% parafor-
maldehyde in phosphate buffer (PB: 0.1 M, pH 7.4), and after 2 h, the tis-
sue was cut into small blocks and post-fixed in the same fixative for 24-
48 h at4 °C. However, one human patient (AB1) was intraarterially per-
fused through the internal carotid arthery <1 h after death with a saline
solution followed by 4% paraformaldehyde in PB. The brain was then re-
moved and post-fixed as mentioned above. After fixation, all the speci-
mens were immersed in graded sucrose solutions and stored in a
cryoprotectant solution at — 20 °C. Serial sections (50 um) of the cortical
tissue were obtained using a vibratome (St. Louis, MO, USA), and the
sections from each region and case were batch-processed for immuno-
histochemical staining. The sections immediately adjacent to those
stained immunohistochemically were Nissl-stained in order to identify
the cortical areas and the laminar boundaries.

2.1. Immunofluorescence

For immunofluorescence experiments, free floating serial sections
(50-pm thick) were first rinsed in PB and then pre-treated in 1.66%
H,0, for 30 min to inactivate the endogenous peroxidase activity and
were then preincubated for 1 h in PB with 0.25% Triton-X100 and 3%
normal serum of the species in which the secondary antibodies were
raised (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). The sections were
then incubated for 48 h at 4 °C in the same stock solution containing
the following primary antibodies in the combinations indicated: rabbit
anti-MG160 (Abcam, 1:100), mouse anti-NeuN (Chemicon, 1:2000),
mouse phospho-PHF-tau pSer202 + Thr205 antibody (AT8, 1:2000,
Pierce Endogen).

After rinsing in PB, the sections were incubated for 2 h at room tem-
perature in the appropriate combinations of Alexa 488- or Alexa 594-
conjugated goat anti-mouse or goat anti-rabbit antibodies (1:2000; Mo-
lecular Probes, Eugene, OR, USA). Sections were also stained with a nu-
clear stain DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole; Sigma, St. Louis, MO,
U.S.A.). After rinsing in PB, the sections were treated with Autofluores-
cence Eliminator Reagent (Chemicon) to reduce autofluorescence,
mounted in antifade mounting medium (ProlongGold, Invitrogen) and
studied by confocal microscopy (Zeiss, 710).

From the temporal neocortex and the CA1 region of the hippocam-
pus, we obtained image stacks recorded at 0.35 pm intervals through
separate channels with a 63x oil-immersion lens (NA, 1.40, refraction
index, 1.45). The number of optical planes in the confocal stacks ranged
from 40 to 142 (mean = 84.5) in the neocortex and 69 to 183 (mean =
108.3) in the hippocampus. ZEN 2012 software (Zeiss) was used to con-
struct composite images from each optical series by combining the
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Table 1

Summary of clinical and surgical data. Neurological diagnosis defined according to Braak and Braak criteria (Braak and Braak, 1995), defined by different stages (from I to VI) and also
according to CERAD criteria (Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease; Mirra et al., 1991), which use a semi-quantitative score of the density of neuritic plaques in
the most severely affected region of the isocortex (A = mild presence of plaques, B = moderate presence of plaques, C = severe presence of plaques).

AD patients Cortical area Age (years) Gender Postmortem delay Neurological diagnosis Cause of death

Bcn5 Area 21 83 Female 4 h AD VNI -C Respiratory infection

Bcn7 Area 21 89 Female 4/45 h ADVI-C -

Bcn8 Area 21 85 Female 5/6 h AD VI -C -

P3 (IF4) Area 22 80 Female 3h ADIII - B Pneumonia

P11 (IF13) Area 20/21 75 Male 2h ADIII-B Lymphoproliferative disorder
P13 (Bcn13) - 83 Male 25h AD -

P14 (Vk11) Area 20/21 87 Female 1.5h ADIII/IV - A Respiratory infection
Non-demented cases

AB1 Area 21 45 Male <1h - Pleural mesothelioma

AB2 Area 21, 38 50 Female 4h - Septic shock of pulmonary origin
M16 Area 20 40 Male - - Traffic accident

C7 (IF10) Area 20 66 Male 2h - Bilateral pneumonia plus cardiac post-transplant
P10 (IF12) Area 20/21 52 Male 2h - Carcinoma - bronchopneumonia

images recorded through the different channels, and the same soft-
ware was used to obtain Z projection images (image resolution:
1024 x 1024 pixels; pixel size: 0.11 um). Adobe Photoshop (CS4)
software was used to compose figures.

2.2. Image analysis and statistics

Fiji software (3D object counter tool) was used to analyze the vol-
ume and surface area of the elements immunostained for the different
GA markers in image stacks according to a previous study (Anton-
Fernandez et al., 2015). A limitation of the present study is that unfortu-
nately the combinations of antibodies used, known to work satisfactori-
ly in human brain tissue, did not allow the simultaneous visualization of
the GA (MG160), the neuronal somata (NeuN) and phospho-PHF-tau
(ATS8). Despite this, we cropped 3D substacks from the original confocal
stacks taken from AT8-MG160 double-stained sections counterstained
with DAP], trying to limit the analysis to the complete GA corresponding
to the somata of single neurons. These cells included neurons
without hyperphosphorylated tau (AT8 —) and neurons with
hyperphosphorylated tau (AT8 +) at different stages (non-tangle-
bearing neurons and tangle-bearing neurons; see Table 2 for the
number of neurons of each type analyzed for all of the brain regions
and cases studied). To make sure that we analyzed complete cell
bodies, the substacks were centered on the location of those single
DAPI-stained neuronal nuclei that were separated in all dimensions
from the edges of the stack by at least 10 um. From these positions,
we analyzed the whole thickness of the confocal stacks and we de-
fined the limits of every image substack according to the ‘reach’ of
the MG160-ir elements surrounding the selected neuronal nuclei.
The number of optical planes in the cropped confocal substacks
ranged from 10 to 62 (mean = 52) in the neocortex and 15 to 89
(mean = 40) in the hippocampus. We selected isolated neurons
that were separated from other neurons by neuropil, in order to
avoid the inclusion of MG160-ir elements belonging to neighboring
neurons. For this purpose, in AT8 + neurons, the presence of AT8 im-
munostaining helped to identify the limits of the neuronal somata. In

Table 2

AT8 — neurons, background MG160 staining also helped to distin-
guish neuronal somata from neuropil. To determine differences be-
tween values obtained in AT8 — neurons and AT8 + non-tangle-
bearing and tangle-bearing neurons, paired Friedman analysis of
variance tests were performed using SPSS software (version 22).
When the Friedman test was significant, a Wilcoxon matched pair
test was performed between groups.

2.3. Aging and postmortem autolysis effects on Golgi apparatus

The human tissue used in the present study came from patients who
died at different ages and with different postmortem delay periods until
brain fixation—up to 6 h in some cases (Table 1). Thus, in order to test the
possible involvement of aging and postmortem autolysis effects on the
structure of the neuronal GA, and to discriminate between these effects
and those related to AD, in the present study we analyzed GA immunostain-
ing in two groups of mice. These experiments were performed in accor-
dance with the guidelines established by the European Union regarding
the use and care of laboratory animals (86/609/EEC) and the experimental
procedures were approved by our institutional animal use and care commit-
tee. Special care was taken to minimize animal suffering and to reduce the
number of animals used to the minimum required for statistical accuracy.

In order to test possible effects of aging on the GA of pyramidal neu-
rons, we analyzed C57BL/6] mice (Charles River Laboratories, Wilming-
ton, MA) at different ages: 8, 32, 60 and 80 weeks (three animals per age
group). Animals were sacrificed by a lethal intraperitoneal injection of
sodium pentobarbital (200 mg/kg b.w.) and were then perfused intra-
cardially with a saline solution followed by 4% paraformaldehyde in
PB. The brain of each animal was removed, post-fixed by immersion in
the same fixative for 24 h at 4 °C, cryoprotected in 30% sucrose and serial
coronal sections (50-pm thick) were obtained with a freezing sliding
microtome (Microm HM 450, Microm International, Germany).

To assess post-mortem time-induced effects on the structure of the
GA, two-month-old male C57BL/6] mice (n = 3, per group) (Charles
River Laboratories) were used. Mice were deeply anaesthetized with a
pentobarbital lethal injection (200 mg/kg b.w, Vetoquinol, Madrid,

Table showing the percentages and total number (in parenthesis) of pyramidal neurons analyzed, from the CA1 and temporal neocortex of control cases and Alzheimer disease patients,
showing the relationship between the appearance of Golgi apparatus (GA) (NF, non-fragmented; F, fragmented; HA, highly altered) with the different patterns of immunostaining for PHF-

tauAT8 (AT8 —, type I and II).

Ctx CA1
NF F HA NF F HA
Control 91.6 (296) 74 (24) 1(3) 75.78 (144) 22.6 (43) 1.6 (3)
Patients All cell types 58.7 (430) 24 (176) 17.3 (127) 33.09 (236) 43.19 (308) 23.7 (169)
AT8 — 71.8 (412) 21.9 (126) 6.3 (36) 479 (201) 45.7 (192) 6.4 (27)
AT8 + Type | 25.4 (14) 40 (22) 34.5(19) 16.6 (28) 46.7 (79) 36.7 (62)
Type Il 3.9 (4) 26.9 (28) 69.2 (72) 5.7 (7) 29.8 (37) 64.5 (80)
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Fig. 1. Distribution of MG160 in the GA of human pyramidal neurons A-F: Trios of confocal stack projection images taken from the temporal neocortex (A-C) and the CA1 hippocampal region (D-F) of
sections double-immunostained for MG160/NeuN and counterstained with DAPI showing the distribution of MG160 in the GA. Scale bar in F indicates 18 pm in A-C and 16 um in D-F. G-J: Histograms
showing surface area (G, I) and volume (H, ]) values (mean =+ SE) of GA elements immunoreactive for MG160, obtained from cropped confocal image stacks including complete single pyramidal
neurons from temporal neocortex (black bars; total n = 323) and CA1 (white bars; total n = 189). G and H show the statistical comparisons of mean values (surface area and volume,
respectively) between neocortical and hippocampal neurons. I and ] show the comparisons of the values obtained across the different cases in each region (Friedman test, *p < 0.01; **p < 0.001).
Note that in all cases the surface area and volume values of MG160-ir elements in CA1 are higher than in neocortical pyramidal cells (G, H) despite the inter-individual differences (I, J).
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MG 160/

Fig. 2. Morphological types of Golgi apparatus Confocal stack projection mages taken from the temporal neocortex of sections from control cases, double-immunostained for MG160/AT8
showing examples of neurons with a non-fragmented (A), fragmented (B) or highly altered (C) GA. Scale bar indicates 4,8 um.

Spain). The cadavers were subjected to different post-mortem times
and temperature conditions. Two groups of mice were maintained
at room temperature for 0.5 and 2 h, respectively. A third group
was kept at room temperature for 2 h followed by 3 hat4 °Cina
fridge. The brains were then removed from the skull and fixed by
immersion with 4% paraformaldehyde for 20 h at 4 °C. After fixa-
tion, brains were cryoprotected in 30% sucrose and then flash-fro-
zen in isopentane (2-methylbutane, Merck, Billerica, MA), cooled
in a 70% ethanol dry ice bath, and stored at — 80° until cutting. Cor-
onal sections (30 um) were cut with a freezing sliding microtome

MG160/

(Microm HM450). Sections from all animal groups were immuno-
cytochemically stained as described above using anti-MG160 anti-
bodies. Confocal image stacks were taken from the temporal
neocortex and the hippocampal formation and were analyzed in
the same way as described for the human tissue (see above). To de-
termine differences between values obtained in animals with dif-
ferent postmortem delay times as well as in mice groups with
different ages, Kruskal-Wallis one-way analysis of variance was
performed followed by Bonferroni-corrected Mann-Whitney U
test, using SPSS software.

Fig. 3. Distribution of MG160 in the GA of AT8 — and AT8 + human neocortical pyramidal neurons A, B; C, D; E, F; G, H; I, J: pairs of confocal stack projection images taken from the temporal
neocortex of sections double-immunostained for MG160/AT8 showing the distribution of MG160 in the GA of AT8 —, and AT8 + (type I and type II) pyramidal neurons. Scale bar shown inJ
indicates 6.4 um in Aand B, 9.1 pm in Cand D, 8.1 pm in E and F, 9.6 ym in G and H and 8.8 um in I and J.
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Fig. 4. Measurements of the GA in neocortical pyramidal neurons from AD patients A and B: histograms show comparisons in surface area (A) and volume (B) values of MG160-ir elements
between neurons with non-fragmented, fragmented or highly altered GA in AD cases (Friedman test, *p < 0.01; **p < 0.001). C-D: histograms showing, on the left side, surface area (C) and
volume (D) values (mean + SE) of MG160-ir GA elements, in control (white bars, n = 323) and AD (patterned bars, n = 733) pyramidal neurons from temporal neocortex. Note that Golgi
elements had a higher surface area (but not volume) in control than in neurons from AD patients. Also note (in the histograms on the right) that for AD neurons (taking all cases together)
both surface area and volume values were reduced in AT8 + (especially in type II) neurons, compared to AT8 — neurons. Note that in E and F there was a tendency for this reduction in all
AD patients analyzed, with statistically significant differences between the different cell types of each patient in five out of the six cases analyzed (Friedman test, *p < 0.01; **p <0.001).

3. Results

3.1. Distribution of MG160 in the GA of control human cortical neurons

To characterize alterations in the Golgi apparatus (GA) of AD pa-
tients, we first studied its normal morphological characteristics in neo-
cortical and hippocampal pyramidal neurons from human control
autopsy cases. We studied sections stained with DAPI and double-im-
munostained with antibodies that recognize the neuronal marker
NeuN and MG160, a sialoglycoprotein that is frequently used as a GA
marker and is mainly localized in the medial cisternae of the GA (Fig.
1). The identification of pyramidal neurons relied on the presence of
an apical dendrite. MG160-ir GA elements were located in the neuronal
cytoplasm, as defined by the NeuN immunostaining, usually in a

perinuclear position. We found a significant variability in the morpho-
logical characteristics of GA elements that were immunoreactive (ir)
for MG160, which we qualitatively subdivided into three different mor-
phological types (Fig. 2, Table 2):

1) neurons with a GA that showed a normal non-fragmented (NF in
Table 2, arrows in Fig. 2A) appearance, consisting of a network of twist-
ed and convoluted cisternae and tubular structures with a ribbon-like
appearance that was distributed throughout the cell body and partially
extended to the apical dendrite.

2) neurons with a fragmented (F in Table 2, arrowheads in Fig. 2B)
GA—without ribbon-like appearance and often showing a variable num-
ber of independent elements with globular appearance dispersed
throughout the soma—that were more abundant in CA1 than in the
neocortex.
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3) neurons in which the GA, as identified by MG160 immunostain-
ing, was very scarce or had a highly altered (HA) morphology (HA in
Table 2, asterisks in Fig. 2C).

The percentage of neurons with a non-fragmented GA was higher in
the temporal neocortex than in the CA1 hippocampal field (Table 2). In
addition, GA of neocortical neurons (Fig. 1A-C) showed a less complex
appearance, that is, with a lower degree of cisternae extension and con-
volution than in the case of hippocampal neurons (Fig. 1D-F).

To further characterize the GA in control neocortical and hippocam-
pal CA1 pyramidal neurons, we used the 3D object counter tool in the
Fiji software package to quantify the volume and surface area of
MG160-ir GA elements of the different control human brains (Figs.
1G-]). We found a significantly larger volume and surface area of
MG160-ir elements in CA1 hippocampal neurons than in neurons
from temporal neocortex (Fig. 1G, H). We found the same trend when
data from different control cases were analyzed separately (Fig. 1G,
H). We also compared the mean values for the surface and volume of
the MG160-ir GA elements between the different cases. Both in neocor-
tical and CA1 pyramidal cells, these values were very homogeneous
across cases with only few inter-individual comparisons yielding statis-
tically significant differences (Fig. 11, ]).

3.2. Alterations in MG-160 distribution in the GA of neurons from Alzheimer
disease patients

According to previous studies (Salehi et al., 1995; Stieber et al.,
1996), the GA in neurons from AD patients is altered, usually showing
a fragmented appearance in some cortical neurons. In the present
study we found that the fragmentation of the GA in some neurons,
both in neocortex and CA1 pyramidal neurons, was apparently associat-
ed with a reduction in the size of the GA (Fig. 4A, B). The surface area
and volume of the GA was reduced in fragmented neurons (only in tem-
poral neocortex), and especially in highly altered neurons, as compared
with non-fragmented neurons (Fig. 4A, B).

The possible relationship between GA fragmentation and the pro-
gressive neuronal accumulation of hyperphosphorylated tau protein
has not been explored thoroughly in previous studies. Here, we have an-
alyzed this relationship both in pyramidal neurons from temporal neo-
cortex and CA1 of AD patients, in confocal stacks taken from sections
with double immunofluorescence staining using antibodies directed to
MG160, and AT8 antibodies which recognize phospho Ser202 and
phospho Thr205 sites in microtubule-associated tau protein (Figs. 3—
5), and counterstained with Dapi. According to one of our previous stud-
ies (Blazquez-Llorca et al., 2010), it is possible to distinguish between
AT8-negative neurons and two types of tau AT8-ir neurons showing dif-
ferent patterns of immunostaining for paired helical filaments (PHF):
pattern I, which have diffuse cytoplasmic staining with no fibrillar ag-
gregates (pre-tangle stage) and pattern II, which typically form NTF. Re-
garding GA fragmentation—considering all cell types analyzed in AD
patients—we found that, as in control cases, the percentage of neurons
with a fragmented and highly altered GA was higher in CA1 than in tem-
poral neocortex (Table 2). Considering neurons with different patterns
of PHF-tauAT8 immunostaining separately, we found that the percent-
age of neurons with a normal, non-fragmented GA appearance decreased
in AD patients, even in AT8-negative neurons, as compared to controls,
indicating a generalized alteration of GA in AD (Table 2). In addition, we
observed that, compared to AT8-negative neurons, the percentage of
neocortical and hippocampal neurons showing a highly altered GA was
higher in those neurons with hyperphosphorylated tau (both in type I
and more markedly in type Il neurons) (Table 2, Figs. 3, 5).

We also found a general drop in surface area and volume of MG160-
ir GA elements in neocortical and hippocampal neurons from AD pa-
tients compared to neurons from control cases (Figs. 4C-D, 5G-H). In
order to determine if there was a specific deleterious effect of the accu-
mulation of hyperphosphorylated tau on the GA in AD patients, we an-
alyzed these data distinguishing between cells in pre-tangle stage (type

I, Figs. 3, 5D) and in tangle stage (type II, Figs 3, 5). According to the
above qualitative analysis, the results showed a progressive decline in
the mean surface area and mean volume of MG160-ir GA elements
from AT8 — to type I and, more markedly, type Il AT8-positive
neurons—both in the temporal neocortex (Fig. 4C,D) and in CA1 (Fig.
5G,H). To evaluate the possible influences of inter-individual variability
on these results, we analyzed separately data obtained from the differ-
ent AD patients. The results showed a similar trend in all patients,
with the decrease in surface area and volume of GA reaching statistical
significance in most (but not all) of the patients (Figs. 4E-F, 51-]).

3.3. Alterations of the Golgi apparatus in neurons with

hyperphosphorylated tau in a non-demented case

To test in human tissue the effects induced by the sole presence of
the aggregation of hyperphosphorylated tau (presumably without any
other possible pathologic factors present in the AD such as the presence
of B-amyloid plaques), we studied the morphological features of neuro-
nal GA in a human brain from a 45-year-old male adult who was free of
any neurological or psychiatric disease (not diagnosed with AD) and had
died from a lung tumor (AB1, see Table 1). In the brain of this patient, we
found a relatively large number of neurons with intracellular aggrega-
tion of hyperphosphorylated tau protein in temporal (Brodmann areas
20, 21, 22 and 38), prefrontal (9, 10 12) and frontal (areas 44, 45, 46
and 47) cortical areas while they were not detected in other cortical re-
gions such as the primary motor (area 4), primary somatosensory (area
3b), primary visual (area 17) cortical areas. No 3-amyloid plaques were
found in any of these regions. In confocal stacks taken from sections dou-
ble-immunostained for MG160 and hyperphosphorylated tau (AT8 anti-
bodies), we obtained surface area and volume values of MG160-ir GA
elements (Fig. 6]-K) in neurons with phospho-tau (in pre-tangle (I)
and tangle (II) stages) and without phospho-tau, in CA1 (Fig. 6A-C).
Values were also obtained in the temporal neocortex, in area 22 (Fig.
6D-F) and in area 38 (Fig. 6G-I), where tau-ir neurons were more
abundant. The results in the three regions analyzed showed a general
reduction in surface area and volume measurements of MG160-ir in
AT8 + neurons, which reached statistical significance only in the
type Il pattern of AT8 immunostaining, that is, in neurofibrillary tangle-
bearing neurons (Fig. 5]-K).

Consequently, these results further support the idea that the aggre-
gation of hyperphosphorylated tau may exert a specific deleterious ef-
fect on the morphological features of the GA in cortical neurons,
which might contribute to neuronal dysfunction and degeneration in
AD.

3.4. Effects of aging and postmortem delay on the morphological features of
the neuronal GA

The differences in the size and fragmentation of the GA found be-
tween control and AD cases, and even the inter-individual differ-
ences found within each group, could be partially due to the
differences in age of the patients and/or postmortem delay before
fixation procedures. Fixation by immersion might also contribute
to the differences in the GA between neocortical and CA1 hippo-
campal neurons (Table 2) as a consequence of the deeper localiza-
tion of CA1 compared to the neocortex. Therefore, to evaluate the
potential contribution of these factors to the observed differences
and to help elucidate those alterations that were due to the course
of the disease, we next used C57BL/6] mice with different ages (2,
8, 15 and 20 months, Fig. 7A, B, E, F) and young adult mice brains,
which were extracted and fixed by immersion after different post-
mortem delays (Fig. 7C, D, G, H). We measured the surface area
and volume of the MG160-ir GA elements in CA1 and CA3 hippo-
campal neurons and supra- and infra-granular pyramidal neurons
from somatosensory cortex in confocal stacks taken from sections
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double-immunostained for MG160 and hyperphosphorylated tau
(AT8 antibody).

As expected, in all regions and ages analyzed we found no AT8
immunostaining above background levels. That is, all neurons ana-
lyzed were AT8 negative. In addition, the GA of neurons in all regions
and age groups had a normal, non-fragmented appearance (Fig. 7A,
B). The quantitative analysis revealed no differences between the
different age groups in terms of the surface area and volume of
MG160-ir elements of supragranular pyramidal neurons (Fig. 7E,
F). However, a tendency for a reduction with age in the size of the
GA, as judged by MG160 immunostaining, was found in pyramidal
neurons from infragranular neocortical layers and the CA3 region.
This reduction was more marked in pyramidal neurons from CA1
(Fig. 7E, F). Finally, we found that the surface area and volume of
MG160-ir GA elements of pyramidal neurons were sensitive to the
post-mortem delay period, as they were significantly reduced, in all
regions examined, in animals with postmortem periods of 2 h and
5 h as compared with those with a delay of 30 min before fixation
(Fig. 7G, H).

4. Discussion

The present results show that MG160 is widely expressed in the GA
of human and mouse neocortical and hippocampal neurons. Using this
protein as a GA marker, we showed by immunofluorescence, confocal
microscopy and 3D quantification that, in both species, both the volume
and surface area of the GA in CA1 hippocampal neurons are larger than
in neocortical neurons, which is in line with previous studies in the ce-
rebral cortex of Syrian hamsters (Anton-Fernandez et al., 2015). The
present study also shows that the GA in mouse neocortical neurons is
sensitive to aging and delay time prior to fixation—a sensitivity which
is even more marked in the case of hippocampal neurons. These factors
should therefore be taken in consideration when analyzing the differ-
ences in the size of the GA between human control neurons and those
from AD patients (see below) or when comparing animal models of
AD with patients, as the brain from animal models is commonly fixed
by perfusion with no postmortem period.

In human control cases we also found that the GA of <10% of the
neocortical neurons analyzed displayed a fragmented or highly altered
appearance with a concomitant reduction in volume and surface area
of the MG160-ir elements with respect to neurons with a non-
fragmented GA. We consider that these alterations of the GA could be a
consequence of the postmortem delay time before fixation. In the case
of CA1 hippocampal neurons, the percentage of neurons with an altered
GA was almost 25%—markedly higher than in the neocortical neurons.
This observation could be related to the deeper position of CA1 com-
pared to the more superficial location of the neocortex and the conse-
quent longer period prior to fixation of the hippocampus by
immersion or it may be that the hippocampal neurons are more sensi-
tive to postmortem factors than the neocortex.

Our results also show that, in both temporal neocortex and hippo-
campus, the percentage of neurons with a fragmented GA was higher
in brain samples from AD patients than in human control tissue. This
is in general agreement with previous studies showing GA fragmenta-
tion in neurons from AD patients, which suggested an important role
of GA fragmentation in the neuropathology and pathogenesis of AD
(Baloyannis, 2014; Salehi et al., 1995; Stieber et al., 1996). GA fragmen-
tation in our material was associated with important reductions in the

volume and surface area of the MG160-expressing elements of the GA.
Considering that (1) there was a significant difference in age between
the control group and the AD patients used both in previous reports
(Stieber et al., 1995) and in the present study (control, mean + SD:
50.6 + 9.8 years; AD, mean =+ SD 83.1 + 4.6 years) and (2) a decrease
in volume and surface area of MG160-ir GA elements was observed in
aged mice in CA1 in the present work, we cannot rule out the possibility
that the decreases observed in AD patients—especially those in the CA1
region—could be in part due to aging of AD patients and not a conse-
quence of the disease itself. However, this is unlikely since fragmenta-
tion of the neuronal GA from AD patients was also reported in a study
using groups of control subjects and AD patients with no differences
in age (Salehi et al., 1995). Postmortem time prior to fixation also af-
fect the morphological features of the GA (present results). However,
in the present study, there were no differences in this parameter be-
tween the control and AD cases and they is therefore not considered
to be a factor contributing to the observed differences in GA volume
and surface area.

4.1. GA fragmentation and immunostaining for AT8

The present work also showed that GA fragmentation and significant
reductions in the volume and surface area of the MG160-expressing el-
ements of the GA were more pronounced in neurons with a progressive
accumulation of phospho-tau (that is, pretangle and tangle states, as re-
vealed by AT8 antibodies that detect phosphorylations in Ser202/
Thr205) than in AT8-negative neurons. This observation supports the
idea that the aggregation of hyperphosphorylated tau may exert a spe-
cific deleterious effect on the morphological features of the GA. This is in
partial disagreement with pioneering studies in AD patients reporting
that the alterations (including fragmentation and decreases in size) of
the GA of hippocampal neurons are unrelated to the content of intracel-
lular NFT in the CA1 hippocampal field (Salehi et al., 1995) and prefer-
entially associated with neurons devoid of NTF in the subiculum and
entorhinal cortex (Stieber et al., 1996). Methodological differences
might contribute to the discrepancies between the present work and
these two studies as they were carried out in paraffin-embedded brain
tissue blocks from AD patients with heterogeneous postmortem periods
and fixed in formaldehyde for over 1 month. Furthermore, the size of
the GA was estimated in 2D in 5-6 um-thick sections, and therefore
the cell body of the pyramidal cells examined was likely incomplete as
the diameter of the soma of the majority of pyramidal cells is larger
than 5 um, whereas we made full 3D reconstructions using confocal mi-
croscopy. In addition, the identification of the GA with conventional
light microscopy relied on its immunocytochemical staining using
light opaque chromogens as well as the subsequent (Salehi et al.,
1995) or simultaneous (Stieber et al., 1996) staining of intracellular
NFTs using, respectively, the silver Bodian technique or histochemical
methods with a different colored chromogen. The fixation procedures
used in these studies might have affected the preservation of the GA
and the sectioning and staining methods used may have interfered
with the measurement of the size of the GA or the assessment of the
level of tau hyperphosphorylation.

In the present study, the 3D segmentation of the GA elements was
based on the observed threshold selection of fluorescent labeling. The
threshold selection was adjusted slightly for each case, although the
quality of immunostaining was similar in all cases. In addition, the
threshold that was set for each confocal stack of images equally affected

Fig. 5. Distribution of MG160 in the GA of AT8 — and AT8 + human CA1 pyramidal neurons A, D; B, E; C, F; Pairs of confocal stack projection images taken from sections from the
hippocampal CA1 region double-immunostained for MG160/AT8 showing the distribution of MG160 in the GA of AT8 —, and AT8 + (type I and type II) pyramidal neurons. Scale bar in
F indicates 20 um in A-D and C-F, and 19 pm in B-E. Histograms showing, on the left side, higher surface area (G) and volume (H) values (mean =+ SE) of MG160-ir GA elements, in
control (white bars, n = 189) compared with AD (patterned bars, n = 713) CA1 pyramidal neurons. Note on the right side that for AD neurons (taking all cases together) both surface
area and volume values were reduced in AT8 + (especially in type II) neurons, compared to AT8 — neurons. Note that in I and ] there was a tendency for this reduction in all AD
patients analyzed, with statistically significant differences between the different cell types of each patient in four out of the seven cases analyzed.
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the AT8 — and AT8 + neurons contained in each microscopic field. Since
labeling intensities influence the perceived size, the present methodol-
ogy might induce some bias in the measurement of absolute values of
GA surface area and volume. However, the main observation of the
present study—showing a progressive reduction of the GA size associat-
ed with the increase in the accumulation of phospho-tau (from
pretangle to neurofibrillary tangle-bearing neurons)—was consistently
observed in all cases (see Fig. 5).

This suggests that the presence of phospho-tau aggregates might
exert a progressive damage on the GA of human neurons. This is sup-
ported by the fact that GA alterations in AD patients were more pro-
nounced in pyramidal neurons from CA1 than from the temporal
neocortex (present work) and according to Braak and Braak studies
(Braak and Braak, 1995) during the stereotypical spatiotemporal pro-
gression of AD, NFTs appear at earlier stages and progresses earlier in
CA1 than in neocortex. In addition, the specific structural alterations in
the GA observed in AT8 + NFT-bearing neocortical and hippocampal
neurons from the brain of a non-demented patient who had not been
diagnosed with AD and in the absence of 3-amyloid plaques (present
work) also support the idea that the presence of NFT is by itself enough
to induce alterations on the structure of the GA. Interestingly, the rela-
tionship between tau hyperphosphorylation and GA alterations is in
agreement with different lines of evidence and has also been
established in previous studies using animal models of AD (Liazoghli
et al,, 2005). For example, the transitory GA fragmentation that mi-
totic dividing cells undergo is concomitant to an increase in tau
phosphorylation, as revealed by antibodies that also recognize neu-
rofibrillary tangles in AD such as AT8 (Delobel et al., 2002;
lllenberger et al., 1998; Pope et al., 1994; Preuss et al., 1995; Preuss
and Mandelkow, 1998; Vincent et al., 1996). In addition, the revers-
ible alterations in volume and surface area of MG160-ir elements of
the GA during the torpor phase of hibernation has also been related
to the phospho-tau content, revealed with AT8 antibodies (Anton-
Fernandez et al., 2015).

4.2. Temporal relationship between GA fragmentation and tau
hyperphosphorylation

Regarding the temporal relationship between GA fragmentation and
tau hyperphosphorylation, it is known that, among other factors, the in-
tegrity of the microtubule cytoskeleton determines the position and
morphological properties of the GA (Burkhardt, 1998; Cole et al,,
1996). It was suggested that tau binds Golgi membranes and microtu-
bules (Farah et al., 2006). Therefore, morphological features of the GA
might be potentially altered by the microtubule alterations induced by
tau hyperphosphorylation. It has been proposed that in AD, tau pathol-
ogy is an upstream event that precedes GA fragmentation since tau
overexpression led to the fragmentation of the neuronal GA (Liazoghli
et al., 2005; Lin et al., 2003). Nevertheless, tau hyperphosphorylation
has been reported in HEK293/tau cells—after treatments with the mi-
crotubule-depolymerizing agent, nocodazole or the Golgi-disturbing
agent, brefeldin A—which would indicate that fragmentation of GA is
an upstream event required to trigger tau hyperphosphorylation
(Jiang et al., 2014; Sutterlin et al., 2002).

Therefore, further studies should be carried out to unravel the time-
relation of tau-phosphorylation and GA alterations, due to its crucial rel-
evance for understanding pathology progression in AD.

4.3. Alterations in the GA AT8 — neurons

The present results have revealed alterations in the GA of AT8 —
neurons. This is in line with the reported GA fragmentation in neurons
without NFT, identified using silver staining techniques (Baloyannis,
2014; Salehi et al., 1995) or immunostaining for bFGF (Stieber et al.,
1996). It is possible that some AT8 — neurons with a fragmented or al-
tered GA might have tau that is hyperphosphorylated at residues
other than Ser202/Thr205 (which are recognized by AT8 antibodies).
Whether or not the degree of accumulation of phospho-tau that is
hyperphosphorylated at different sites is correlated with the extent of
GA alterations should be explored in further studies using PHF1 or
AT180 antibodies which recognize tau that is hyperphosphorylated at
other sites (Goedert et al., 1994).

However, other factors such as the presence of 3-amyloid plaques
could be responsible for the GA fragmentation reported here in pyrami-
dal neurons that were not immunoreactive for AT8. Indeed, trafficking
and maturation of APP, its processing enzymes and AP production
have been shown to be dependent on the integrity of the GA (Burgos
et al., 2010; Choy et al.,, 2012; Greenfield et al., 1999; Huse et al., 2002;
Joshi et al., 2015; Joshi and Wang, 2015). In addition, in the APPswe/
PS1AE9 animal model of AD, it has been reported that the accumulation
AP peptide in neurons might induce GA fragmentation, thereby acceler-
ating the traffic of APP and the production of AR (Joshi et al., 2015; Joshi
and Wang, 2015).

It has also been reported that approximately 50% of AD patients may
also develop TDP-43 pathology in certain brain regions (see Wilson et
al., 2011). This pathology has been found to correlate with GA fragmen-
tation in spinal cord neurons in patients with Amyotrophic lateral scle-
rosis (Fujita and Okamoto, 2005). Therefore, although TDP-43
pathology might potentially contribute to GA alterations in neurons
from AD patients, this was not the case in the four out of seven patients
used in this study for which information regarding TDP43 inclusions
was available.

Regardless of additional possible factors that might induce GA al-
terations, the present study revealed that, in neocortical and hippo-
campal neurons from AD patients, the changes in the microtubule
network related to tau hyperphosphorylation was associated with
the fragmentation and reduction in volume and surface area of the
GA.

Since the level of cell activity has been directly related to the size
of the GA (Lucassen et al., 1993; Salehi et al., 1995), the alterations of
the GA observed in the present study would likely result in a dereg-
ulation of neuronal calcium levels (Li et al., 2013) and alterations in
protein synthesis, modification, and sorting (Salehi et al., 1995;
Wang et al., 2008; Xiang et al., 2013). This suggests that the defects
in the GA are likely to contribute to the neurotoxicity associated
with AD.
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Fig. 6. Distribution of MG160 in the GA of AT8 — and AT8 + human CA1 and neocortical pyramidal neurons in a non-demented control case Pairs of confocal stack projection images taken
from CA1 (A-C) and areas 21 (D-F) and 38 (G-I) of the temporal neocortex from sections double-immunostained for MG160/AT8 showing the distribution of MG160 in the GA of AT8 —,
and AT8 + (type I and type II) pyramidal neurons from a human in a non-demented control case. Scale bar in [ indicates 24 um in A-C, 14 pm in D-F and 22,65 in G-I. Histograms show
surface area (J) and volume (K) values (mean =+ SE) of MG160-ir GA elements, in AT8 — neurons (area 38 n = 397; area 21 n = 133; CA1 n = 185) and AT8 + neurons (patterns I and II;
area 38, n = 49; area 21, n = 12; CA1, n = 47). Note that both surface area and volume values were significantly reduced in type I AT8 + neurons, compared to AT8 — neurons (Friedman

test, “p <0.01; **p < 0.001).
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MG160 immunostaining of the GA of CA1 pyramidal neurons from mice aged 2 (A) and 20 (B) months. C and D show the MG160 immunostaining of the GA of layer Il neocortical
pyramidal neurons from mice fixed after postmortem periods of 30 min (C) or 5 h (D). Scale bar in D indicates 5,3 um. Histograms show the reductions in surface area (E and G) and
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postmortem times G and H). (Kruskal Wallis test, *p < 0.01; **p < 0.001).
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Abstract. The Golgi apparatus (GA) is a highly dynamic organelle involved in the processing and sorting of cellular proteins.
In Alzheimer’s disease (AD), it has been shown to decrease in size and become fragmented in neocortical and hippocampal
neuronal subpopulations. This fragmentation and decrease in size of the GA in AD has been related to the accumulation of
hyperphosphorylated tau. However, the involvement of other pathological factors associated with the course of the disease,
such as the extracellular accumulation of amyloid-3 (AB) aggregates, cannot be ruled out, since both pathologies are present
in AD patients. Here we use the P301S tauopathy mouse model to examine possible alterations of the GA in neurons that
overexpress human tau (P301S mutated gene) in neocortical and hippocampal neurons, using double immunofluorescence
techniques and confocal microscopy. Quantitative analysis revealed that neurofibrillary tangle (NFT)-bearing neurons had
important morphological alterations and reductions in the surface area and volume of the GA compared with NFT-free
neurons. Since in this mouse model there are no AP aggregates typical of AD, the present findings support the idea that
the progressive accumulation of phospho-tau is associated with structural alterations of the GA, and that these changes may
occur in the absence of A3 pathology.

Keywords: Golgi apparatus, hippocampus, neocortex, neurofibrillary tangles, tauopathies

INTRODUCTION

The Golgi apparatus (GA) plays a critical role in
processing and targeting cellular proteins, and its
alterations give rise to neuronal dysfunctions and a
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variety of human diseases [1, 2]. The GA adapts
to different physiological and pathological condi-
tions by plastic changes in shape and protein content
[3-6]. In Alzheimer’s disease (AD), the GA of cer-
tain populations of neurons becomes fragmented and
there is experimental evidence for the link between
GA fragmentation and the two main pathological
hallmarks of the disease, namely the accumulation
of amyloid-B (AB) peptides and the presence of
neurofibrillary tangles (NFT) made of hyperphospho-
rylated microtubule-associated protein tau [7-16].

ISSN 1387-2877/17/$35.00 © 2017 — IOS Press and the authors. All rights reserved

This article is published online with Open Access and distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (CC BY-NC 4.0).


mailto:amunozc@bio.ucm.es

652 A. Anton-Ferndndez et al. / Golgi Apparatus in P301S Tauopathy Mouse Model

In pioneering studies in the cerebral cortex from
AD patients, it was reported that the GA of certain
neuronal populations of neurons becomes frag-
mented and decreases in size [17, 18]. However,
there is some controversy regarding the possible link
between fragmentation of the GA in cortical neu-
rons and the intracellular content of NFT. The first
studies on the possible alterations of GA in the cere-
bral cortex from AD patients were controversial. For
example, Salehi et al. [17] reported that there was
fragmentation and a decrease in size of the GA and
that these alterations were unrelated to the intracel-
lular content of NFT, whereas Stieber et al. [18]
reported that these alterations were preferentially
associated with neurons devoid of NTF. However,
recent studies in the neocortex and hippocampus of
AD patients using different experimental approaches
to those employed by Stieber et al. [18] and Salehi
et al. [17] have shown that the progressive accumula-
tion of hyperphosphorylated tau is associated with
the reduction and the morphometric alterations of
GA [19]. Nevertheless, there are factors that might
affect the structural characteristics of the GA, such
as the age of the patients, tissue fixation procedure,
and postmortem period prior to fixation [19]. In addi-
tion to NFTs, AD patient tissue is characterized by
other pathologic hallmarks, namely, the accumula-
tion of extracellular fibrillar AP in amyloid plaques
and elevated levels of soluble AP oligomers in the
brain. This A3 pathology occurs to variable degrees
in different patients and may also affect the struc-
ture of the GA. All of these considerations might
help account for the different results reported by
different laboratories. Here we have studied the pos-
sible relationship between alterations of the GA with
NFT in neocortical and hippocampal neurons of the
P301S tauopathy mouse model. This mouse model
is characterized by the absence of AP plaques and
carries a P301S human microtubule-associated pro-
tein tau (MAPT) gene mutation. This P301S (PS19)
mouse overexpresses this gene at a level fivefold
higher than the expression of the endogenous tau
mouse protein, triggering —from 6 months of age
onwards— the formation of NFT (similar to those
observed in AD) in relatively few neurons, labeled
with PHF1 as well as with Gallyas staining in both
cortical and hippocampal regions [20]. In addition,
between 3 and 6 months of age, P301 mice undergo
a progressive accumulation of insoluble and highly
phosphorylated tau species that can be detected by
AT8 (phospho-Ser202 and phosho-Thr205), PHF1
(phospho-Ser396 and phospho-Ser404), and AT270

(phospho-Thr181) phosphorylation-dependent anti-
bodies, like abnormal tau in purified AD paired
helical filaments [20, 21].

The present results indicate that the overexpres-
sion of this mutated human tau gene does not seem
to induce general alterations in the GA of pyramidal
neurons from neocortex and hippocampus. However,
the presence of hyperphosphorylated tau and NFT
seems to be deleterious for the structural integrity
of GA as alterations in morphology and important
reductions in the size were found in the GA of
NFT-bearing neurons.

MATERIALS AND METHODS

In the present study, we have used transgenic
mice P301S for the human tau gene and wild-
type control littermates. The P301S mouse model,
obtained from Jackson laboratory (B6;C3-Tg(Prnp-
MAPT*P301S)PS19Vle/)), carries a mutant (P301S)
human MAPT gene encoding T34-tau isoform
(IN4R) driven by the mouse prion-protein promoter
(Prnp) on a B6C3H/F1 genetic background. A group
was analyzed at the age of 2 weeks, and a second
group was analyzed at 36 weeks when these animals
show learning and motor deficits [20]. A total of 5
mice aged 2 weeks (n=2 for WT, n=3 for P301S)
and 12 mice aged 36 weeks (n=5 for WT, n=7 for
P301S) were analyzed. All mice were housed at the
“Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa” ani-
mal facility. Mice were housed four per cage with
food and water available ad libitum and maintained
in a temperature-controlled environmentona 12/12h
light-dark cycle with light onset at 07:00h. Ani-
mal housing and maintenance protocols followed
the guidelines of Council of Europe Convention
ETS123, recently revised as indicated in Directive
86/609/EEC. Animal experiments were performed
under protocols (P15/P16/P18/P22) approved by the
Institutional Animal Care and Utilization Commit-
tee (Comité de Etica de Experimentacién Animal
del CBM, CEEA-CBM, Madrid, Spain). Animals
were sacrificed by a lethal intraperitoneal injec-
tion of sodium pentobarbital (200 mg/kg b.w.) and
were then perfused intracardially with a saline solu-
tion followed by 4% paraformaldehyde in PB. The
brain of each animal was removed and post-fixed
by immersion in the same fixative for 24 h at 4°C.
After rinsing in PB, brains were cut in the sagital
plane using a vibratome (Leica VT2100S). Serial
parasagital sections (50 wm thick) were cryopro-
tected in 30% sucrose solution in PB and stored
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in ethyleneglicol/glycerol at —20°C until they were
used.

For immunofluorescence experiments, free-
floating serial sections were first rinsed in PB
and then preincubated for 1h in PB with 0.25%
Triton-X100 and 3% normal serum of the species in
which the secondary antibodies were raised (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). The sections
were then incubated for 48h at 4°C in the same
stock solution containing the following primary
antibodies in the combinations indicated: rabbit
anti-MG160 (Abcam, 1:100), rabbit anti-Grasp65
(Abcam, 1:500), mouse anti human tau (Abcam,
T13, 1:5000), rabbit anti-NeuN (Millipore, 1 : 2000)
and mouse anti-phospho-PHF-tau pSer202+ Thr205
antibody (AT8, 1:2000, Pierce Endogen). After
rinsing in PB, the sections were first incubated for 2h
at room temperature in biotinylated goat anti-rabbit
antibody (1:200) to amplify the GA immunoreac-
tivity signal. Sections were then rinsed in PB and
incubated for 2 h at room temperature in Alexa 594-
conjugated goat anti-mouse and streptavidin-coupled
Alexa 488 (1:1000; Molecular Probes, Eugene, OR,
USA). Sections were also stained with a nuclear stain
— DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole; Sigma, St.
Louis, MO, USA). After rinsing in PB, the sections
were mounted in antifade mounting medium (Pro-
longGold, Invitrogen) and studied by conventional
fluorescence and confocal microscopy (Zeiss, 710).
Confocal image stacks, from the somatosensory
neocortex and CA1l hippocampal region of control
and P301 S mice, were recorded at 0.35 pm intervals
through separate channels with a 63x oil-immersion
lens (NA, 1.40, refraction index, 1.45). ZEN 2012
software (Zeiss) was used to construct composite
images from each optical series by combining the
images recorded through the different channels, and
the same software was used to obtain Z projection
images (image resolution: 1024 x 1024 pixels; pixel
size: 0.11 pm). Adobe Photoshop (CS4) software
was used to compose figures. Fiji software (3D
object counter tool) was used to analyze the volume
and surface area of the elements immunostained
for the different GA markers in image stacks.
Based on methods used in previous studies (see
[19] for a detailed description), we cropped 3D
substacks from the original confocal stacks taken
from AT8 —MG160 or AT8—Grasp65 double-stained
sections counterstained with DAPI, trying to limit
the analysis to the complete GA corresponding to
the somata of single neurons. In P301S animals,
these cells included pyramidal neurons with (AT8+)

or without (AT8 —) hyperphosphorylated tau, which
were selected such that they were similar in size
and from neighboring zones with similar Z depths
within the stacks, in order to minimize possible
sources of bias due to neuronal population hetero-
geneity or antibody penetration within the tissue.
We measured the volume and surface area of GA
elements and calculated the percentages of variation
of these parameters between AT8+ and AT8— in
P301 mice, and between AT8— neurons in P301
and wild-type animals. To determine differences
between values obtained in wild-type and mutant
P301 mice in the different age groups (2 and 36
weeks), Kruskal-Wallis one-way analysis of variance
was performed followed by a Bonferroni-corrected
Mann-Whitney U-test for pairwise comparisons,
using SPSS software (version 22). The Wilcoxon
pair test was used to compare mean values obtained
in AT8+ and AT8— neurons from mutant P301 mice,
whereas a Mann-Whitney U-test was used to check
differences between AT8+ neurons from mutant
mice and neurons from wild-type mice.

RESULTS

In the present work, we have studied the mor-
phological features of the Golgi apparatus (GA)
of pyramidal neurons from the somatosensory cor-
tex and CAl hippocampal region, in relation to
the accumulation of hyperphosphorylated tau, in
P301S transgenic and control animals aged 2 and
36 weeks. In line with previous descriptions of this
mouse model [20], in the hippocampus and neo-
cortex of 2-week-old P301S mice, we found no
phospho-tau positive (AT8+) neurons despite the fact
that all neurons in these regions overexpress MAPT
P301S mutated tau gene, as revealed by immunostain-
ing using anti-human tau (T13) antibodies (Fig. 1).
We have studied sections counterstained with DAPI
and immunostained with antibodies that recognize
MG160, a sialoglycoprotein that is mainly localized
in the medial cisternae of the GA, or GRASP65, a
peripheral protein localized primarily in the cis-Golgi
both in combination with AT8 antibodies recog-
nizing phospho Ser202 and phospho Thr205 sites
in microtubule-associated tau protein [22] (Figs. 2
and 3). In both wild-type and P301S animals at
2 weeks of age, the GA of hippocampal and neo-
cortical pyramidal neurons (as revealed by Grasp65
and MG160 immunostaining) consisted of a network
of twisted cisternae with a ribbon-like appearance
distributed throughout the cell body and frequently
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Fig. 1. Expression of human tau in hippocampal CA1 neurons from P301S and wild-type mice. Trios of confocal stack projection images
taken from T13/NeuN double immunostained- and DAPI counterstained-sections from the CA of P301S (A-C, G-I) and wild-type (D-F,
J-L) mice aged 2 (A-F) or 36 weeks (G-L). Images show at both ages the expression of human tau (T13 immunoreactivity, green) in CA1
neurons, as revealed by NeuN immuniostaining (red), in P301 mice in contrast to wild-type mice. Scale bar shown in L indicates 22 pm.
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Gras

Fig. 2. Distribution of Grasp65 in the GA of neurons from P301S and wild-type mice. A-D) Confocal stack projection images taken from
Grasp 65/AT8 double-immunostained sections from the hindlimb region of the somatosensory neocortex (A, B) and the CA1 hippocampal
region (C, D) of wild-type (A, C) and P301 (B, D) animals aged 2 weeks. Note the absence of AT8+ neurons in both regions at this age and
the similar appearance of the Grasp65-ir GA elements between wild-type and P301S animals. E—J show pairs of conventional fluorescence
images taken from a Grasp 65/AT8 double-immunostained parasagital section from the brain of 36-week-old P301 mice showing the
distribution of AT8+ neurons in the somatosensory cortex (G, H) and the CA1 hippocampal region (I, J). Squared zones in E and F are shown
at higher magnification in G—J. Scale bar shown in J indicates 7 wm in A—D, 1035 pm in E—F, 210 pm in G—H and 100 pm in I-J.
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extending partially to the apical dendrite (Fig. 2A-D).
This observation was in line with previous descrip-
tions in other mammalian species, including humans
[6, 19]. Using confocal microscopy and 3D quanti-
tative techniques, we found no differences between
wild-type and P301S animals at 2 weeks of age in
terms of the surface area and volume of GA ele-
ments of neocortical and CA1 hippocampal neurons
(as revealed both by Grasp65 and MG160 immunos-
taining) (Fig. 4). In line with previous reports [20],
in 36-week-old P301S animals, we found a subpop-
ulation of phospho-tau accumulating, AT8+ neurons
throughout the neocortex and hippocampal forma-
tion. AT8+ neurons were found in CA hippocampal
fields; dentate gyrus and subiculum; insular cor-
tex; primary and secondary motor cortex; primary
and secondary visual cortex; retrosplenial granular
cortex; and different areas of somatosensory cortex
(barrel field, hindlimb, shoulder, trunk, and upper lip
regions). We focused on the CA 1 hippocampal region
and the hindlimb region of the somatosensory cortex
in which AT8+ neurons in 36-week-old P301S mice
were found to be more abundant (Fig. 2E, G, I). Most
of the AT8+ neurons in these regions showed either a
pre-tangle pattern or an intermediate pattern (pattern
IIa according to [23]) of NFTs, whereas the presence
of AT8+ neurons with an advanced (IIb) pattern of
NFT was scarce.

No apparent general changes in the overall dis-
tribution of MGI160 or Grasp65 (Fig. 2F, H, J)
immunostaining was found between wild-type and
P301S 36-week-old mice. However, the analysis
of confocal image stacks at higher magnification
revealed that some hippocampal and neocortical neu-
rons displayed an altered morphology of the GA
elements, as revealed by both markers, consisting of
an apparent retraction and a loss of tubular structures
of the GA that often showed a lobular appearance
and was polarized to an extreme of the cell body
(Fig. 3). We also found that the percent of neurons
with an altered GA morphology was much higher in
neurons with intracellular hyperphosphorylated tau
aggregates (AT8+) than in adjacent AT8— neurons
(Fig. 3K) (MG160:73.2% of AT8+ neurons versus
19.1% of AT8— neurons; Grasp 65 : 69.5% of AT8+
neurons versus 22.1% of AT8— neurons).

To quantify the possible retraction of the GA and
to study whether this retraction might be related to
the intracellular content of hyperphosphorylated tau
aggregates, we selected —in confocal stacks from
CA1 and neocortex— AT8+ and adjacent AT§ — pyra-
midal neurons located at the same z position range

within the stacks. In stacks taken from 36-week-old
animals, we measured the volume and surface area of
Grasp65-ir or MG160-ir GA elements and compared
between the mean values in AT8+ and AT8 — neurons,
as well as comparing them with values obtained from
age-matched wild-type animals (AT8—).

In the two regions analyzed, no significant dif-
ferences were found between wild-type neurons and
AT8— neurons from P301S mice in terms of the sur-
face area and volume of the GA elements, as revealed
by both markers (Fig. 4). However, in both regions,
pyramidal neurons with intracellular hyperphospho-
rylated tau aggregates (AT8+) showed a reduction
in the surface area and volume of the GA elements
as compared with AT8— neurons from P301S or
wild-type animals (Fig. 4). However, this reduction
did not reach statistical significance in the case of
the GA surface area of CA1 neurons immunostained
with Grasp65 (Fig. 4G, H) probably due to the rel-
atively low number of AT8+ NFT-bearing neurons
found in this tissue (Fig. 2 1, J). Finally, we calculated
the mean percentage of GA decrease in AT8+ neu-
rons as compared with AT8 — neurons in 36-week-old
P301S mice, taking together data from the CA1 and
neocortical stacks. The mean percentage reduction
in surface area and volume of GA elements was
higher when analyzed with MG160 immunostaining
(26.4% and 28.3%, respectively) than when estimated
using Grasp65 immunostaining (14.8% and 13.2%,
respectively).

DISCUSSION

The main results of the present study demon-
strate that although the accumulation of tau protein
of human origin in P301S mouse model is not
sufficient to induce structural alterations of the GA,
the hyperphosphorylation of this mutated tau and its
aggregation forming NFT-like structures induce pro-
found alterations in the GA structure as evaluated by
MG160 and Grasp65 GA markers.

We have shown that at 2 weeks of age, tau was not
hyperphosphorylated, as revealed by ATS8 antibod-
ies that detect phosphorylations in Ser202/Thr205.
At this age, when P301S mice already overexpress
MAPT P301S mutated tau gene, as revealed by T13
immunostaining (see Fig. 1) and according to previ-
ous studies [20], we found no differences between
P301S mutant and wild-type animals in the general
morphology of the GA of neocortical and hippocam-
pal neurons, or in the surface area and volume of
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Fig. 3. A-C, D-E) Trios of confocal stack projection images taken from MG160/AT8 or Grasp 65/AT8 double immunostained- and DAPI
counterstained-sections from the hindlimb somatosensory cortex of P301S mice aged 36 weeks. Images show the distribution of MG160-ir
(A-C) and Grasp65-ir (D-F) GA elements of AT8— and AT8+ neurons. G-J) Higher-magnification confocal projection images showing
the alterations of the GA in AT8+ neurons (H, J) as compared with AT8— neurons (G, I) with each of the GA markers used. Insets show
inmunofluorescence for AT8 in red. Scale bar in J indicates 21 wm in A-F and 3.6 wm in G-J. K) Bar histograms showing the percentages

of AT8— and AT8+ neurons with an altered Golgi apparatus as identified by MG160 or Grasp65 immunostaining (= 1099).
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GA as evaluated with quantitative techniques. Simi-
larly, we found no differences in the same parameters
between wild-type neurons and AT8— neurons from
P301 36-week-old mice, that is, an age when neu-
rons would hypothetically accumulate more mutated
tau. Therefore, we can conclude that in this model
the overexpression of P301S mutated tau alone is not
enough to induce GA alterations in cortical neurons.
Although it is possible that tau in P301S animals at
these ages might be hyperphosphorylated at residues
other than Ser202/Thr205, our results demonstrate
that these putative tau hyperphosphorylations (which
are not detectable by the ATS antibodies used in the
present study) would not be sufficient to induce mor-
phological alterations of neuronal GA.

Previous in vitro studies showed on one hand that
the overexpression of either wild-type human Tau4R
or its mutant forms like P301L in transfected rat
cultured hippocampal neurons, induced GA frag-
mentation [16], and on the other hand, that this
overexpression leads to tau hyperphosphorylation
[24, 25]. However, the direct relationship between
tau hyperphosphorylation and GA alteration in corti-
cal neurons was not addressed. In the present study,
we found that the accumulation of phospho-tau in
P301S is associated with structural alterations of the
GA since the percent of neurons with an altered
morphology of the GA was much higher in AT8+
neurons than in adjacent AT8 — neurons. In the hyper-
phosphorylated tau aggregate-bearing neurons, these
alterations included a change from the typical ribbon-
like appearance with multiple tubular structures to
a lobulated appearance and a change from a homo-
geneous to a polarized distribution in the body.
Howeyver, it should be noted that, in our material,
we did not find evidence for GA fragmentation in
AT8+ neurons, which contrasts with the fragmenta-
tion reported in CP-13+ spinal cord motor neurons (in
which tau phosphorylated at serine 202 is labeled), in
a study using 10—-12-month-old JNPL3 mutant mice,
which overexpress P301L mutated tau gene [16]. Sev-
eral factors might have contributed the differences
between the two studies regarding the fragmentation
of the GA, namely differences in 1) the age of the ani-

mals studied [19]; 2) the type of tau mutation and the
consequent type of hyperphosphorylation and aggre-
gation; 3) the antibodies used to detect phospho-tau;
and 4) the neuronal population studied. The present
observations also contrast with the fragmentation of
the GA described in AT8+ cortical pyramidal cells
from AD patients [19], indicating that GA alter-
ations in P301 mouse only partially reproduce those
occurring during the development of the disease.

In previous studies from our laboratory using
the same methodology as that used in the present
work, we showed important reductions in the surface
area and volume of the GA elements in AT8+ neu-
rons in neocortical and hippocampal neurons from
AD patients [19]. We suggested that the progres-
sive accumulation of phospho-tau was associated
with structural alterations of the GA. However, we
could not rule out the possible involvement of dif-
ferent factors present in AD patients which could
be deleterious for the GA integrity, such as amy-
loid oligomers [13—15, 26] which are bi-directionally
related to tau pathology [27-29], aging, and post-
mortem delay period before tissue processing [19],
as well as other unknown factors associated with
the progression of the disease. The present results
obtained from a tauopathy mouse model —in which
the unique pathologic factor is the presence of human
mutant tau and the development of NFT-like hyper-
phosphorylated tau aggregates, similar to those seen
in human tissue [20]— further support the idea that
the accumulation of phospho-tau is associated with
structural alterations of the GA [19]. Although both
processes seem to appear concomitantly, the causal
relationship between them has not yet been resolved
and warrants further research [8, 13, 16, 30].

The size of the GA has been correlated with cell
activity levels, and the integrity of the GA is required
for the proper control of the processing, sorting and
transport of many important proteins that are essential
for neuronal physiology [14, 15, 17, 31-34], includ-
ing amyloid- [ protein precursor and its processing
enzymes [7, 9, 11, 12, 14]. Therefore, the retrac-
tion of the GA in cortical neurons is likely to induce
functional impairment in the normal activity of those

Fig. 4. Histograms showing volume (A, C, E, and G) and surface area (B, D, F, and H) values (mean £ SE) of MG160-ir (A, B, E, and F)
and Grasp65-ir (C, D, G, and H) GA elements, in neurons from the neocortex (top) and hippocampus (bottom) of wild-type (white bars) and
P301 transgenic (red bars) mice. Note that at 2 weeks of age (left side of each histogram), the surface area and volume of GA of neocortical
and hippocampal neurons are similar in wild-type and P301S animals. In contrast, at 36 weeks of age (right side of each histogram), note the
reduction of surface area and volume values in P301S AT8+ neurons (dark red) as compared to AT8- neurons (light red) both from P301S
and wild-type mice (Kruskal Wallis and Wilcoxon tests, *p < 0.05). AT8- neurons (somatosensory cortex, n =298 for Grasp65 and n =269
for MG160; CA1, n=76 for Grasp65 and n= 188 for MG160) and AT8+ neurons (somatosensory cortex, n =82 for Grasp65 and n =85 for

MG160; CAl, n=26 for Grasp65 and n="75 for MG160).
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neurons affected by the hyperphosphorylated tau, and
such functional impairment is likely to participate in
the pathophysiology of AD.
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Hibernating animals have been used as models to study several aspects of the plastic
changes that occur in the metabolism and physiology of neurons. These models are also
of interest in the study of Alzheimer’s disease because the microtubule-associated protein
tau is hyperphosphorylated during the hibernation state known as torpor, similar to the
pretangle stage of Alzheimer’s disease. Hibernating animals undergo torpor periods with
drops in body temperature and metabolic rate, and a virtual cessation of neural activity.
These processes are accompanied by morphological and neurochemical changes in
neurons, which reverse a few hours after coming out of the torpor state. Since tau has
been implicated in the structural regulation of the neuronal Golgi apparatus (GA) we have
used Western Blot and immunocytochemistry to analyze whether the GA is modified
in cortical neurons of the Syrian hamster at different hibernation stages. The results
show that, during the hibernation cycle, the GA undergo important structural changes
along with differential modifications in expression levels and distribution patterns of Golgi
structural proteins. These changes were accompanied by significant transitory reductions
in the volume and surface area of the GA elements during torpor and arousal stages as
compared with euthermic animals.

Keywords: hibernation, GM130, Golgin84, MG160, pyramidal neuron

INTRODUCTION

The Golgi complex is a cellular organelle involved in the processing, modification, transport
and targeting of cellular proteins. It is composed of stacks comprising closely apposed flattened
cisternae and vesicles usually localized in the juxtanuclear area (Képeés et al., 2005; Egea et al., 2006;
Yadav and Linstedt, 2011) and held in position due to microtubule (MT)-dependent mechanisms.
In mammalian cells, these stacks are laterally linked to form a membrane network, termed the
Golgi ribbon, that allows an increase in the efficiency of glycosylation by creating enzymatic
subcompartments in the order required for processing (Storrie et al., 1998; Storrie and Yang, 1998).
Despite the degree of organization of the Golgi apparatus (GA), it has been shown that this organelle
is highly dynamic and, under a variety of physiological processes, such as mitotic cell division
(Levine et al., 1995), and pathological conditions, it can combine enormous rates of membrane flux
with the ability to rapidly change its shape, redistribute different Golgi resident proteins (Glick,
2002) and even to disassemble and reassemble (Fan et al., 2008).
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Hibernation is a physiological condition that allows
hibernating mammalian species to survive in cold climates
during times of reduced food availability. Hibernating animals
have been used as models to study several aspects of plastic
changes that occur in the metabolism and physiology of
neurons in the normal brain under these conditions. In small
mammals, hibernation is characterized by periods of reduced
body temperature and metabolic rate, called torpor, that can
last several days, interspersed with short arousal periods of
activity and normothermia (Geiser, 2004, 2013; Geiser and
Martin, 2013). Hibernation results in a decrease in metabolic rate
(Zhou et al., 2001) and requires drastic physiological changes
to maintain the energy savings (Geiser, 2004, 2013; Geiser
and Martin, 2013). During torpor bouts, transcription and
protein synthesis are severely depressed to keep energetically
demanding cellular processes like transcription and translation
to a minimum, with such processes recovering fully during the
interbout arousal (Zhegunov, 1988; Rolfe and Brown, 1997;
van Breukelen and Martin, 2001). With regard to the reduced
protein synthesis, previous electron microscopy observations
in taste bud cells (Popov et al., 1999) and in CA3 pyramidal
neurons (Bocharova et al., 2011) revealed a transitory reduction
in the number of polyribosomes and in rough endoplasmic
reticulum profiles during torpor stages. Regarding the GA, a
transitory fragmentation or disassembly along with a loss of
flattened cisternae during torpor have been reported in studies
using conventional electron microscopy (Popov et al., 1999;
Bocharova et al., 2011). The structural maintenance of the Golgi
ribbon has been shown to depend on protein complexes made
by the 65kD Golgi reassembly stacking protein (GRASP65)
and the 130 kD cis-Golgi matrix protein (GM130), both of
which are mainly localized in the cis-Golgi compartment and
are responsible for tethering lateral cisternae together, thereby
promoting their fusion (Nakamura et al., 1995; Barr et al,
1997, 1998; Puthenveedu et al., 2006). The architecture of
the GA has also been shown to depend on Golgin84, a rab
protein present throughout the Golgi stacks with an increasing
gradient toward the trans-side (Diao et al., 2003; Satoh et al.,
2003; Sohda et al., 2010). Interference with Golgin84 expression
has been shown to disrupt the Golgi ribbon and induce the
appearance of Golgi fragments dispersed throughout the cell
(Jiang et al., 2014). The distribution of these proteins in the
neuronal GA of cortical neurons in hibernating animals is
not known, and it is also not clear whether their expression
and/or distribution change during the different phases of
the hibernation cycle. In the present study we have used
Western blot, immunocytochemistry and confocal microscopy
to analyze the expression levels and distribution patterns of
GM130 and Golgin84 in the Syrian hamster Mesocricetus
auratus in torpor, arousal and euthermic states. Similarly we
have analyzed the expression of MG160, a 160 kDa membrane
sialoglycoprotein residing in the medial cisternae of the GA
that is involved in the traffic, processing and probably in the
regulation of endogenous or autocrine FGFs and that has
been suggested to play important roles in the biogenesis and
function of the GA (Gonatas et al., 1995, 1998a). The results
indicate that the GA undergoes a profound and reversible

morphological and neurochemical reorganization during the
hibernation cycle that likely affects the ability to process and sort
proteins.

In addition, mammalian hibernation has been proposed as
a model to study certain physiological aspects of microtubule-
associated protein tau phosphorylation in vivo. Indeed, this
model may be useful to study the neuroprotection mechanisms
in the first stages of neurodegenerative disorders such as
Alzheimer’s disease (AD), since neurons from hibernating
animals show a transitory PHF (Paired Helical Filaments)-like
tau phosphorylation with some similarities to that of patients
at early stages of the disease (Zhou et al., 2001; Arendt et al.,
2003; Avila et al., 2004; Hartig et al., 2005, 2007; Su et al., 2008;
Stieler et al., 2011; Ledn-Espinosa et al., 2013). Since tau has
been localized in association with Golgi membranes, where it
could serve as a link between these structures and microtubules
(Farah et al., 2006), and the GA undergo widespread structural
alterations in neurons of patients and animal models of AD
(Gonatas et al., 1998b; Liazoghli et al., 2005; Hu et al., 2007), in
the present study we analyze whether the alterations of the GA in
cortical neurons of hibernating hamsters during torpor might be
correlated with the accumulation of hyperphosphorylated tau.

MATERIALS AND METHODS

All experimental procedures were carried out at the animal
facility of the San Pablo CEU University of Madrid (SVA-
CEU.USP, registration number ES 28022 0000015) and were
approved by the institutional Animal Experiment Ethics
Committee. A total of 21 male 4-month-old Syrian hamsters
(Mesocricetus auratus) were purchased from Janvier Labs. The
animals had free access to food and water and were kept at
23°C with a 8:16 h light/dark cycle for a 4-6-week acclimatization
period in our animal facility. Subsequently, in order to obtain
arousal and torpor experimental groups, some animals were
transferred to a special chamber that allowed the control of the
temperature and photoperiod—two essential factors that affect
hibernation. We designed this chamber (developed by Tiselius
s.l.) with 6 individual cages to induce hibernation based on
previous studies (Arendt et al., 2003). The chamber makes it
possible to gradually reduce the temperature (LM35 sensors),
control the illumination (adjustable LED RGB that controls
intensity and color) and monitor the hamsters by measuring the
general locomotor activity with a PIR (passive infrared) sensor
mounted on top of each cage. Furthermore, we recorded all data
obtained in a notebook computer to distinguish between the
torpor and arousal phases during the hibernation cycle using
the software package Fastwinterl.9 (developed by Tiselius s.l.).
Hibernating animals showed torpor phases with a period of
inactivity of 24h whereas non-hibernating euthermic animals
did not. The status of the animals was confirmed by body
temperature measurements (infra-red thermometer) since the
body temperature of a hibernating hamster falls to almost 5°C,
whereas it is about 33°C in euthermic animals. As hibernation
initiation proceeds with non-regular torpor bouts, we considered
animals to be torpid only when they had completed three full
bouts of torpor before they were sacrificed. Arousal from torpor
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was initiated by rising the temperature of animals artificially
with a thermal blanket. Arousal animals were sacrificed 90 min
later once they had been taken out of the hibernation cage. In
this study, animals were compared at three stages: control or
euthermic (n = 7), torpor (n = 9), and arousal (n = 5).

For immunocytochemical experiments, control animals and
animals from different hibernation states (torpor and arousal)
were sacrificed by a lethal intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (40 mg/kg) and were then perfused intracardially
with a saline solution (together with heparin) followed by 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). The
brain of each animal was removed and postfixed by immersion
in the same fixative for 24h at 4°C. Serial coronal sections
(50-wm thick) were obtained with a Vibratome (St Louis, MO,
USA).

Immunofluorescence

Sections were first rinsed in PB and preincubated for 1 h at room
temperature in a stock solution containing 3% normal serum
of the species in which the secondary antibodies were raised
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluted in PB with
Triton X-100 (0.25%). Thereafter, the sections were incubated
for 48h at 4°C in the same stock solution containing the
following primary antibodies, either alone or in the combinations
indicated: mouse anti-AT8 (Pierce Endogen, 1:2000), mouse
anti-GM130 (BD, 1:50), rabbit anti-MG160 (Abcam, 1:100), and
rabbit anti-Golgin84 (Santa Cruz, 1:500). After rinsing in PB,
the sections were incubated for 2h at room temperature in the
appropriate combinations of Alexa 488- or Alexa 594-conjugated
goat anti-mouse or goat anti-rabbit antibodies (1:2000; Molecular
Probes, Eugene, OR, USA). Sections were also stained with the
nuclear stain DAPI (4,6 diamino-2-fenilindol; Sigma, St. Louis,
MO, EEUU). Finally, the sections were washed in PB, mounted
in antifade mounting medium (ProlongGold, Invitrogen) and
studied by confocal microscopy (Zeiss, 710). Z sections were
recorded at 0.35um intervals through separate channels, and
ZEN 2012 software (Zeiss) was then used to construct composite
images from each optical series by combining the images
recorded through the different channels (image resolution:
1024 x 1024 pixels; pixel size: 0.11 wm). Colocalization of
different pairs of Golgi markers was studied in double-stained
sections with the aid of ZEN-lite 2012 software (Zeiss) estimating
the Manders coeflicient in cropped confocal stacks including
complete single neurons (15 neurons per region and animal). Fiji
software (3D Object counter) was used to analyze the volume and
surface area of the puncta immunostained for the different GA
markers in image stacks.

To determine differences between values obtained in control,
torpor, and arousal groups, Kruskal-Wallis one-way analysis
of variance was performed followed by Bonferroni-corrected
Mann-Whitney U-test for pairwise comparisons, using SPSS
software (version 22). To study possible differences between
different regions and Golgi markers in the control group,
Friedman test was performed. Wilcoxon test was used to compare
mean values obtained in ATS8-positive and -negative neurons.
Adobe Photoshop (CS4) software was used to compose figures.

DAB Immunostaining

Free-floating sections were pretreated with 1.66% H,O, for
30min to quench the endogenous peroxidase activity, and
then for 1h in PB with 0.25% Triton-X and 3% normal goat
serum (Vector Laboratories). The sections were then incubated
overnight at 4°C with the mouse anti-AT8 antibody (Pierce
Endogen, 1:2000) and the following day they were rinsed and
incubated for 1h in biotinylated goat anti-mouse IgG (1:200;
Vector Laboratories). Antibody binding was detected with a
Vectastain ABC immunoperoxidase kit (Vector Laboratories)
and visualized with the chromogen 3,3’ diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB; Sigma- Aldrich, St. Louis, MO). After
staining, the sections were dehydrated, cleared with xylene, and
coverslips were applied.

Western-blotting

Animals were sacrified by cervical dislocation followed by
decapitation. Brains were extracted and protein samples
were prepared from thick brain slices, extending from -1
to -4 with respect to Bregma (Morin and Wood, 2001).
Tissue was homogenized with the aid of a potter and a
syringe needle in a buffer containing 20 mM HEPES, pH 7.4;
100 mM NaCl; 50mM NaF; 1% Triton X-100; 5mM EDTA;
ImM sodium orthovanadate; 5mM Okadaic acid, 30 mM
B-Glycerophosphate, 5mM Sodium pyrophosphate tetrabasic
and the complete protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics).
Protein concentration was quantified by a Bradford assay and
30 g of total protein were subjected to electrophoresis in
10% SDS-polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose
membrane (Schleinder & Schuell, Keene, NH). Membranes
were incubated overnight at 4°C with the following primary
antibodies: mouse anti-GM130 (BD, 1:500), rabbit anti-MG160
(Abcam, 1:250), rabbit anti-Golgin84 (SC, 1:500), or mouse
anti beta-actin (Sigma, 1:5000). After washing, the membranes
were incubated with the corresponding peroxidase conjugated
secondary antibody (1:1000; Dako, Glostrup, Denmark) for
2h at room temperature. The antibodies were visualized
using ECL (Amersham, 1:1000; Dako, Glostrup, Denmark),
densitometric analysis was carried out with Image ] software and
the differences between the mean values obtained in control,
arousal, and torpor animal groups were compared by one
way Kruskall Wallis (Dunn’s post-hoc test) (GraphPad Prism,
version 5).

RESULTS

Distribution of Golgi Proteins in Cortical

Neurons of Euthermic Hamsters
To characterize possible alterations during the hibernation cycle
in the Golgi apparatus (GA) of neocortical and hippocampal
neurons of Syrian hamsters, we first performed experiments with
immunocytochemical staining using antibodies directed against
GM130, MG160, and Golgin84 to study their distribution in
euthermic hamsters (Figure 1).

It has been previously established that GM130 is mainly
localized in the cis-Golgi compartment, MG160 is localized
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FIGURE 1 | Distribution of GA proteins in cortical neurons from euthermic hamsters. (A-F) Pairs of images taken from hippocampal sections
double-immunostained for MG160/GM130 (A-C) and Golgin84/GM130 (D-F) showing their distribution in the GA of CA1 pyramidal neurons from euthermic
hamsters. Note the similar distribution patterns and the high degree of colocalization. Scale bar in (F) indicates 9.5 pm.

Overlay

in the medial cisternae and golgin-84 is present throughout
the Golgi stacks with an increasing gradient toward the trans-
side (see Introduction for references). In spite of this, the
light microscopy observations in the present study revealed
a similar morphological appearance of the GA in sections
immunostained for each of the three GA markers (Figure 1).
The GA in hippocampal neurons consisted of a network of
twisted and convoluted cisternae and tubular structures with a
ribbon-like appearance, and was distributed throughout the cell
body around the nucleus and partially extended to the apical
dendrite (Figure 1). In neocortical neurons, the GA, as revealed
with the three markers, also showed a ribbon-like appearance
although it had a less complex appearance, that is, it had a lower
degree of cisternae extension and convolution than in the case of
hippocampal neurons (Figures S1, S2).

Using the 3D object counter tool in the Fiji software package,
we quantified the volume and the surface area of GA elements
immunoreactive for the three markers in pyramidal neurons
(identified by the pyramidal shape of the soma and presence of
an apical dendrite) from supra- and infra-granular layers of the
neocortex, and from CA1l and CA3 hippocampal regions. The
results indicate that in all regions analyzed MG160 shows, in
general, a more restricted distribution in the GA than Golgin84
and GM130 (Figures 2A,B). In addition, when values from
the different neuronal populations were compared, the GA in
hippocampal neurons, especially in CA3 neurons, stained with
the three different markers, showed a significantly larger surface
area and volume than in neocortical pyramidal neurons from
supragranular and infragranular layers (Figures 2C,D).

To gain a deeper insight into the distribution patterns of
the different GA markers in euthermic hamsters, we then

quantified their degree of colocalization in pyramidal neurons
from neocortex and CAl and CA3 hippocampal regions in
MG160/GM130 and GM130-Golgin84 double-immunostained
sections (Figures 1, 2E,F). In all neuronal populations analyzed, a
lower Manders coefficient of colocalization (Manders et al., 1993)
was found for MG160/GM130 than for GM130/Golgin84 (with
“0” representing a lack of colocalization and “1” representing
complete colocalization). This was probably due to the wide
distribution of GM130 in the GA and the more restricted
distribution of MG160. Despite the similar morphological
appearance of the GA, revealed by immunostaining with
the three different antibodies in the present study, the
lack of complete colocalization in the MG160/GM130 and
GM130/Golgin84 double-stained sections indicate the existence
of microdomains in the GA where the two proteins tested in each
combination are not co-expressed (Figures 1C,F).

Differential Effects of Hibernation on the

Expression of Golgi Proteins

We then analyzed the possible variations of Golgin84, MG160,
and GM130 expression during the hibernation cycle by
examining Western blots of protein samples obtained from
animals sacrificed in the different hibernation stages (Figure 3).
The analysis revealed that torpor bouts differentially affected
expression levels of Golgi markers normalized to the expression
of b-actin (Figure 3). Levels of MG160 decreased in samples
from animals in torpor state compared to control expression
levels, whereas expression of Golgin84 remained unaltered
and GM130 expression increased (Figure 3). During arousal,
MG160 and GM130 showed intermediate levels of expression,
that is, between control and torpor levels. By contrast, in two
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FIGURE 2 | (A-D) Histograms showing surface area (A,C) and volume (B,D) values (mean + SD) of GA elements immunoreactive for MG160, GM130, and Golging4,
obtained from cropped confocal image stacks (n > 15 in all cases) including complete single pyramidal neurons from supra and infragranular neocortical layers and
CA1 and CA3 hippocampal regions. (A,B) Show the statistical comparisons between mean values (surface area and volume respectively) obtained with the different
Golgi markers within each brain region. (C,D) Show the comparisons of the values obtained with each marker across the different brain regions. (Kruskall-Wallis,

*p < 0.01; *p < 0.001). (E,F) Show comparisons across the different brain regions and within each brain region, respectively, of the mean values of Manders
colocalization coefficient obtained for MG160/GM130 and Golgin84/GM130. Values for each marker combination and region were obtained from every image
confocal plane of cropped image stacks corresponding to 15 fully reconstructed neurons. Kruskall-Wallis test found significant differences in the comparisons of every
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cases, the expression of Golgin84 was more intense in samples
from arousal animals than during euthermia or torpor states
(Figure 3).

We then analyzed, in immunocytochemically stained
material, whether the hibernation-related changes in protein
expression levels observed by Western blot were reflected
in alterations in intensity or distribution patterns of Golgi
markers in neocortical and hippocampal neurons (Figures 4-6,
Figures S1, S2). As the levels of MG160 expression decreased
in arousal and especially in torpor, observed by Western
Blot, there was a corresponding reduction in the intensity
of MGI60 immunostaining (Figure4, Figure S1). This
reduction was more evident in neocortical neurons and

CAl pyramidal cells than in CA3 pyramidal neurons in
which MG160 immunostaining was well preserved although
MG160-ir elements did display a fragmented appearance
(Figure 4, Figure S1). Alterations in MGI160 expression
were evidenced by a significant reduction in the surface
area and volume of immunoreactive elements of MGI160-
ir elements in all neuronal populations analyzed, except
CA3 pyramidal neurons, in which these parameters were
slightly increased in torpid animals (Figure 5). Accordingly, in
somatosensory cortex, but not in the hippocampus, decreases
in the MG160/GM130 Manders colocalization coeflicient were
found in torpor as compared to control and arousal states
(Figure 6).
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FIGURE 3 | Alterations in Golgi protein expression during the hibernation of Syrian hamsters. (A) Western blot of GM130, MG160, and Golgin84 in protein
samples extracted from euthermic (control) and hibernating (arousal and torpor phase) hamsters. Histograms show GM160 (B), MG130 (C), and Golgin84 (D)
expression normalized to B-actin. The data represent the mean 4 SD of three independent experiments. Note the increase of GM130 and the decrease of MG160
expression in arousal and more markedly in torpor as compared to control animals. Also note the high Golgin84 expression levels during arousal (Kruskall-Wallis,

*p < 0.05).
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FIGURE 4 | Distribution of GA proteins in cortical neurons from torpid hamsters. (A-F) Pairs of images taken from hippocampal sections
double-immunostained for MG160/GM130 (A-C) and Golgin84/GM130 (D-F) showing their distribution in the GA of CA1 pyramidal neurons from hamsters at torpor.
Note the reduction of MG160 immunostaining and the strong fragmentation of the GA as revealed with the different Golgi markers. Scale bar in (F) indicates 9.5 um.

No changes were found in the apparent intensity of fragmented appearance in arousal and particularly in torpor
GM130 immunostaining in hibernating hamsters. However, animals as compared with controls (Figures S1, S2). This
profound morphological modifications of GM130-ir elements  fragmentation was accompanied by a decrease in the volume
of the GA were found; in all regions analyzed, they showed a  and surface area of GMI130-ir elements during hibernation,
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FIGURE 5 | Histograms showing volume and surface area values (mean + SD) of GA elements immunoreactive for MG160, GM130, and Golgin84,
obtained from cropped confocal image stacks (n > 15 in all cases) including complete single pyramidal neurons from supra (A,C) and infragranular
(B,D) neocortical layers and CA1 (E,G) and CAS3 (F,H) hippocampal regions from euthermic (control) animals and animals during arousal and torpor.
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which reached statistical significance especially in the CA1l
region of the hippocampus (Figure5). Similar alterations
to those found with GM130 were observed for Golgin84
immunostaining in torpid animals. These included—without
apparent changes in intensity of Golgin84 immunostaining—an
intense fragmentation (Figure 4, Figures S1, S2) and a decrease
in surface area, but not volume, of Golgin84-ir elements, which
reached statistical significance in infragranular neocortical and
CAl neurons (Figure5). These changes were accompanied
by an increase in the GM130/Golgin84 colocalization
Manders coeflicient during torpor in all areas except in CAl
(Figure 6).

Golgi Apparatus Changes in Neurons with
Hyperphosphorylated Tau During Torpor

Previous studies have described that during the torpor phase
of hibernation tau protein is highly phosphorylated in cortical
neurons, whereas after arousal this high phosphorylation
decreases to normal levels (Arendt et al., 2003; Hartig et al,
2005, 2007; Ledn-Espinosa et al, 2013). In accordance
with these studies, the present results (from brain sections
immunocytochemically stained with AT8 antibody which
recognizes phospho Ser202 and phospho Thr205 sites
in Tau protein) indicate that, in the Syrian hamster, tau
hyperphosphorylation is particularly evident in a subpopulation
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FIGURE 6 | Comparisons in supra (A) and infragranular (B) neocortical layers and in the CA1 (C) and CA3 (D) region of the hippocampus between
mean values of Manders colocalization coefficient obtained for MG160/GM130 and Golgin84/GM130 in control, arousal and torpor animals. Values for
each marker combination, region and animal were obtained from every image confocal plane of cropped image stacks corresponding to 15 fully reconstructed
neurons. Kruskall-wallis test found significant differences in the comparisons of every possible combination of mean values (*p < 0.05). ¢, control; t, torpor; a, arousal.

of pyramidal neurons in layer V of the neocortex and in neurons
of the CA3 and hilar regions of the hippocampus (Figure 7).
Next we studied whether neurons with hyperphosphorylated tau
were more or less prone to undergo morphological alterations
in the GA during the hibernation cycle. For this purpose, in the
somatosensory cortex of hamsters at torpor, we analyzed confocal
image stacks from layer V neurons double immunostained for
AT8 and MGI160 to examine whether alterations in MG160
expression in the GA were more pronounced in neurons with
tau hyperphosphorylation (AT8-positive) than in AT8-negative
neurons. We found that the mean volume and surface area of
MG160-ir elements were significantly lower in AT8+ neurons
than in the surrounding AT8— neurons, although not all
AT8+ neurons were equally affected (Figure 8). However, this
does not seem to be the case in the hippocampus, where the
reduction in GA MG160 immunostaining was more pronounced
in CAl than in CA3 neurons (Figure5) even though AT8
immunostaining was more intense in CA3 than in CAl
(Figure 7).

Finally, in AT8/Golgin84 double-immunostained sections
from torpor animals, we observed that the surface area and
volume of Golgin84-ir GA elements were similar in AT8+
neurons and ATS8- neurons (Figure 8). These results indicate
that the accumulation of hyperphosphorylated tau at Ser202
and Thr205 during the torpor stage of hibernation seems to
be independent of the concomitant reversible shrinkage and
fragmentation of the GA.

DISCUSSION

The main results of the present study, schematically summarized
in Figure 9, show that MG160 and, to a wider extent, GM130

and Golgin84 are expressed in the GA of neocortical and
hippocampal neurons in euthermic Syrian hamsters. We also
showed quantitatively that during the hibernation cycle, the
GA undergoes significant and protein-specific changes in
expression levels and distribution patterns of these Golgi protein
components. Furthermore, these changes were accompanied
by a transitory Golgi fragmentation with reductions in the
volume and surface area of the GA during torpor and arousal
stages that varied between different regions. We also found
selective changes in the GA in neurons expressing high levels of
hyperphosphorylated tau.

Fragmentation of the Golgi Apparatus

During Hibernation

The GA in nerve tissue becomes fragmented in a variety of
pathological conditions as already noted since the times of
Cajal in cells at the edges of mechanical lesions (DeFelipe
and Jones, 1991). Later numerous studies have reported Golgi
fragmentation in apoptotic cells (Aslan and Thomas, 2009) and
in a variety of pathological conditions including Alzheimer’s
disease, amyotrophic lateral sclerosis, Creutzfeldt-Jacob disease,
multiple system atrophy, Parkinson’s disease, spinocerebellar
ataxia type 2 and Niemann-Pick type C (Gonatas et al., 1992;
Dal Canto, 1996; Stieber et al., 1996; Sakurai et al., 2000,
2002; Walkley and Suzuki, 2004; Fujita et al., 2006; Eschbach
and Dupuis, 2011). It is well known that GA in different
cell types undergoes a transitory fragmentation during mitotic
cell division along with some of the mechanisms that regulate
this fragmentation. During mitosis, the GA is disassembled
in early prophase with a splitting of GA into small, round,
disconnected and dispersed elements, and is reassembled in
telophase (Levine et al., 1995; Corda et al., 2012). Previous
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FIGURE 7 | (A,B) Photomicrographs showing the patterns of hyperphosphorylated tau immunostaining (AT8 antibody) in the neocortex and hippocampus of control
(A) and torpid (B) Syrian hamsters. Small squared zones in (B) are shown at higher magnification in (C,D). Note the AT8 immunostaining of layer V neuronal cell
bodies (arrows in D) and their apical dendrites in layer Il (arrows in C). The large squared zone in (B) and squared zone in (E) are shown at higher magnification in
(E,F), respectively. Note the intense AT8 immunostaining in hylar neurons (arrows in F). Scale bar in F indicates 570 um in (A,B), 57 um in (C,D,F) and 115 um in (E).

studies have demonstrated the involvement of the Golgi protein
tether complex, including GM130, GRASP65, p115, giantin, and
Rab GTPases, in the stacking and lateral tethering of Golgi
cisternae that allow ribbon formation and the regulation of the
Golgi disassembly and reassembly during mitosis (Nakamura
et al., 1995; Barr et al., 1997, 1998; Shorter and Warren, 1999;
Puthenveedu and Linstedt, 2001, 2005; Puthenveedu et al., 2006;
Nakamura, 2010). Along with the tether complex, Golgin84

was also suggested to play a key role in the assembly and
maintenance of Golgi ribbon in mammalian cells (Diao et al,
2003). The cisternal unstacking and the disassembly of the GA
at the onset of mitosis have been related to the inhibition of
p115 binding to GM130 by GM130 phosphorylation and to the
phosphorylation of Grasp65 (Nakamura et al., 1997; Lowe et al,,
1998, 2000; Puthenveedu and Linstedt, 2001; Wang et al., 2003,
2005; Nakamura, 2010).

Frontiers in Neuroanatomy | www.frontiersin.org

December 2015 | Volume 9 | Article 157


http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Neuroanatomy/archive

Anton-Fernandez et al. Golgi Apparatus During Hibernation

B

F
K Neocortex layer V L Neocortex layer V

MG160 Golgin84 MG160 Golgin84

600+ 304

8

200 *

2
Surface (um®) of
immunoreactive elements
Volume (pma) of
immunoreactive elements

ATS- AT8+ ATS- AT8+ ATS- AT8+ ATS- AT8+
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volume and surface area values of MG160-ir ("o < 0.001) but not Golgin84-ir elements. Scale bar in (J) indicates 20 um in (A=F), 7 um in (G,H) and 10.5 um in (I,J).
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FIGURE 9 | Summarizing diagram showing the structural alterations of
the GA during the hibernation cycle along with changes in the

expression levels of the GM130, MG160, and Golgin84 GA proteins.

In the present study, we demonstrate that during hibernation,
the GA of hippocampal and neocortical neurons undergoes a
pronounced morphological reorganization in Syrian hamsters. A
strong fragmentation along with a volume decrease of the GA
in torpid animals was found by immunostaining for GM130,

MG160, and Golgin84. Future electron microscopic observations
would be necessary to determine the extent of the Golgi ribbon
fragmentation during hibernation and establish whether it affects
the integrity of the Golgi stacks. However, previous electron
microscopy observations in taste bud cells of hibernating ground
squirrels noted a transitory fragmentation or disassembly of
the GA during the torpor phase in which dictyosomes were
rarely seen and instead clusters of small vesicles appeared (Popov
et al,, 1999; Bocharova et al,, 2011). Although, the mechanisms
underlying neuronal Golgi fragmentation during torpor remain
to be explored, the present Western Blot observations revealed
a drop in whole brain MG160 brain expression levels along
with an increase in those for GM130 in torpid animals as
compared with euthermic animals. This was accompanied by
an important reduction in the levels of MG160 immunostaining
of the GA in hippocampal and neocortical neurons. The down-
regulation of MG160 expression during torpor could participate
in the mechanisms involved in the fragmentation of the GA
since MG160 has been proposed to play important roles in the
biogenesis and functioning of the GA (Gonatas et al., 1995,
1998a).

The present Western blot data also showed that brain
expression levels of Golgin84 are transiently increased during
arousal. The interference with Golgin84 expression has been
shown to disrupt the Golgi ribbon and induce the appearance
of Golgi fragments in HEK293/tau cells (Jiang et al., 2014).
In addition, overexpressing of Golgin84 rescued brefelding-
A-induced Golgi alterations, indicating the important role of
Golgin84 in the structural maintenance of the GA (Jiang
et al., 2014). Therefore, it is tempting to speculate that the
up-regulation of Golgin84 expression during arousal (present
results) is required for the rapid rebuilding or reorganization of
the Golgi ribbon apparatus during arousal leading the animals
from torpor to euthermia. Although, the biological relevance
of these arousals is still not known, previous reports indicate
that they could be related to a neuroprotective role (Daan
et al, 1991; Arendt et al., 2003). Our results may suggest that
a rapid GA structure recovery takes place during arousal, as a
GA reorganization is needed for the adaptation of neurons to
arousal-torpor bouts.

Hibernation is a state of low energy availability (Humphries
et al., 2003) with a virtual cessation of neuronal activity in
cortical and midbrain areas (Strumwasser, 1959; South, 1972;
Walker et al., 1977; Igelmund, 1996). Given that the size of
the GA has been directly related to the level of cell activity
(Lucassen et al., 1993; Salehi et al., 1994), the fragmentation
and reduction of the GA observed in the present study is
probably related to a reduced neuronal capacity for protein
processing, modification and targeting during torpor. This is
in line with the hibernation-related reductions in cell body
area, dendritic arbor complexity and spine density previously
reported (Popov et al., 1992; Popov and Bocharova, 1992;
von der Ohe et al, 2006) and the general decrease in
energetically expensive processes such as transcription and
protein synthesis (Strumwasser, 1959; Walker et al, 1977;
Zhegunov, 1988; Rolfe and Brown, 1997; Frerichs et al., 1998;
Popov et al., 1999; Buck and Barnes, 2000; van Breukelen and
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Martin, 2001, 2002). However, changes in protein expression
and localization during hibernation seem to be complex,
highly regulated, protein-specific processes. For instance, brain
expression patterns of the three GA proteins evaluated in the
present study by Western Blot and immunocytochemistry are
differentially regulated during torpor and arousal in Syrian
hamsters. In addition, in hibernating ground squirrels a rapid
and transitory dissociation of pre- and post-synaptic proteins
from synapses have been reported during torpor in parallel with
dendritic retractions and loss of synaptic connectivity (von der
Ohe etal., 2006, 2007). Whether, these processes are related to the
alterations of the GA found in the present study warrants further
research.

Golgi Apparatus Fragmentation and Tau
Hyperphosphorylation

It is known that the structure of the Golgi complex also
depends on the integrity of the cytoskeleton. For instance, actin
depolymerization causes Golgi stacks to fragment and results
in swelling of cisternae (Egea et al., 2006). The disruption of
the microtubules or the dynein/dynactin complex, that bind
the Golgi complex to the microtubules, also causes marked
changes in Golgi shape and localization (Cole et al, 1996;
Burkhardt et al., 1997). It has been proposed that, among other
functions, the microtubule interacting protein tau—which is
localized on GA membranes—could serve as a link between
the Golgi membranes and microtubules, along with many of
the tau phosphorylation-related kinases which are also located
in the GA (Farah et al, 2006). Therefore, the perturbation of
the microtubule network by tau hyperphosphorylation could
alter GA structure and the secretory pathway, and impair
the highly regulated processes of protein sorting in neuronal
compartments. Different studies have shown that, during the
mitotic division of different cell types, GA fragmentation is
concomitant with a general phosphorylation of tau which is
recognized by phosphorylation-dependent antibodies used to
label neurofibrillary tangles in Alzheimer’s disease (AD), such as
PHF1, ATS8, AT100, or AT180 (Pope et al., 1994; Preuss et al.,
1995; Vincent et al., 1996; Illenberger et al., 1998; Preuss and
Mandelkow, 1998; Delobel et al., 2002). In AD patients, the GA
of cortical neurons undergo widespread structural alterations
before the formation of neurofibrillary tangles (Stieber et al,
1996). In animal models of AD, the overexpression of tau induces
Golgi fragmentation in neurons leading to the suggestion that
in AD brains the tau pathology precedes Golgi fragmentation
(Lin et al, 2003; Liazoghli et al., 2005). However, studies in
HEK?293/tau cells showed that Golgi-disturbing agents, brefeldin
A and nocodazole, induced tau hyperphosphorylation suggesting
that Golgi fragmentation could be an upstream event triggering
tau hyperphosphorylation through activation of kinases (Jiang
et al., 2014). Previous studies have proposed that, in terms of tau
phosphorylation, hibernating animals show some similarities to
AD patients at the early stages of the disease, as neurons from
torpid animals show a marked increase of hyperphosphorylated
tau in contrast to euthermic animals (Zhou et al., 2001; Arendt
et al, 2003; Arendt, 2004; Avila et al, 2004; Hirtig et al.,
2005, 2007; Su et al., 2008; Stieler et al., 2011). Our results

shows that, in torpor state, the reduction in the volume and
surface area of the MG160-ir elements of the GA in layer
V neocortical neurons is more pronounced in AT8+ than in
AT8— neurons, suggesting that hyperphosphorylated tau has a
significant deleterious effect on the MG160 expression at the
GA. Alternatively, the decrease in MG160 expression during
torpor might have an effect on tau hyperphosphorylation at
Ser202/Thr205 sites. This is supported by the fact that MG160
can bind to different FGFs, including FGF-2, reducing FGF
internalization and inhibiting the intracellular accumulation
of this growth factor (Burrus et al, 1992; Zhou et al., 1997;
Zuber et al, 1997; Yamaguchi et al., 2003). FGF-2 levels
are increased in AD (Stopa et al, 1990; Cummings et al.,
1993) and it has been shown, in neural progenitor cells and
in PC12 cells, that FGF-2 upregulation can increase GSK3
activity and induce the hyperphosphorylation of tau protein in
various epitopes including S202, recognized by AT8 (Tatebayashi
et al,, 1999, 2003). Therefore, it is possible that the reduction
in the MG160 expression in neocortical cells during torpor
results in increased intracellular FGF levels that lead to the
tau hyperphosphorylation observed with AT8 antibody. Further
studies are needed to test this hypothesis both in hibernating
animals, in tissue from AD patients and in cellular models of the
disease.

Finally, we have shown in the present study that, during
torpor, there are no differences between AT8+ and AT8— layer V
pyramidal neurons immunostained with Golgin84 in terms of the
reduction in volume and surface area of the GA. This indicated
that not all GA proteins are affected by hyperphosphorylated tau
accumulation. However, it is known from Western Blot studies
that tau is hyperphosphorylated at different residues besides
AT8 recognition sites during hibernation (Stieler et al., 2011).
Therefore, further studies should explore whether the extent
of GA alterations is correlated with degree of accumulation
of tau hyperphosphorylated at sites other than Ser202/
Thr205.
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Abstract Recently it has been shown that a giant saccular
organelle (GSO) of unknown function is present in the
axon initial segment (AIS) of an uncharacterized popula-
tion of pyramidal cells of the rodent neocortex. Using tract-
tracing methods and immunocytochemistry, in the present
study we show that in rodents this GSO is present in the
AIS of subpopulations of layer V pyramidal neurons pro-
jecting to various subcortical, non-thalamic targets,
including the spinal cord. GSO-containing neurons express
SMI32 and some of them are under the control of the Thy-1
gene promoter. In addition, our results demonstrate that the
GSO expresses the inositol 1,4,5-triphosphate receptor 1
(IP3R1) and the sarco (endo) plasmic reticulum Ca’*
ATPase 2, both in rodent and human neocortex. These
results indicate the involvement of the GSO in the regu-
lation of Ca®" levels in the AIS in a particular
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subpopulation of layer V neurons that give rise to sub-
cortical non-thalamic descending projections.
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Introduction

The axon initial segment (AIS) is a complex axonal domain
rich in voltage-gated Na™, K™ and Ca”*" channels, and is
involved in the initiation and propagation of action
potentials (Rasband 2010; Debanne et al. 2011; Bender
et al. 2012; Kole and Stuart 2012). During action potential
generation, the activity-dependent transient elevation of
AIS Ca®" levels modulates the generation and timing of
action potentials in the AIS (Yu et al. 2008, 2010; Bender
and Trussell 2009; Bender et al. 2012). Ca** entry also
influences activity-driven changes in the length and posi-
tion of the AIS (Grubb and Burrone 2010; Grubb et al.
2011; Evans et al. 2013), which are thought to regulate
neuronal excitability (Grubb et al. 2011; Kuba et al. 2010;
Kuba 2012). In addition, the concentration of Ca®* must be
tightly controlled to avoid proteolysis of the AIS cyto-
skeleton and to prevent the loss of ion channels in the AIS
(Schafer et al. 2009). In most neocortical and hippocampal
principal cells, Ca>* level regulation in the AIS is thought
to involve the cisternal organelle (Benedeczky et al. 1994;
Bas Orth et al. 2007; Sanchez-Ponce et al. 2011a), which
consists of stacks of membranous cisternae derived from
the smooth endoplasmic reticulum (Palay et al. 1968;
Peters et al. 1968; Jones and Powell 1969; Sloper and
Powell 1979; Kosaka 1980; Somogyi et al. 1983; Bene-
deczky et al. 1994; Jedlicka et al. 2008). The cisternal
organelle is endowed with the SER Ca®" ATPase
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(SERCA) type Ca>" pump (Benedeczky et al. 1994) and
the inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) receptor Ca>* channel
(IPsR) type 1 (Sanchez-Ponce et al. 2011a) and expresses
the acting binding proteins synaptopodin and o-actinin
(Bas Orth et al. 2007; Sanchez-Ponce et al. 2011a, b).

We have recently described the presence of a conspic-
uous elongated organelle termed the giant saccular orga-
nelle (GSO) in the AIS of an uncharacterized
subpopulation of layer V pyramidal neurons (Sanchez-
Ponce et al. 2011b). This GSO can extend along the whole
length of the AIS; is made up of a discrete number of long
tubules and flattened sacs aligned in parallel with the long
axis of the axon; and seems to be associated with micro-
tubules and microfilaments (Sanchez-Ponce et al. 2011b).
It is not yet known what the function of the GSO is in the
AIS of layer V neurons. Whether or not it is involved in
Ca”* regulation, as proposed for the cisternal organelle in
other neuronal populations (Benedeczky et al. 1994; Bas
Orth et al. 2007; Sanchez-Ponce et al. 2011a), also remain
unknown. In the present study, we tested—both in the
rodent and human cerebral cortex—whether the saccular
organelle expresses molecules such as SERCA and IP3R1,
that is, molecules involved in Ca®t uptake and release.

Neocortical layer V includes a variety of pyramidal cell
types, which can be divided into two main classes according
to their dendritic morphology; electrical and neurochemical
properties; axonal projections; the thalamocortical input
they receive; and the location of their soma (Klein et al. 1986;
Larkman and Mason 1990; Hallman et al. 1988; Markram
et al. 1997; Voelker et al. 2004; Arlotta et al. 2005; Molnar
and Cheung 2006; Molyneaux et al. 2007; Hattox and Nelson
2007). These two classes are thick-tufted (or type I) and thin-
tufted (or type II) pyramidal cells. Thick-tufted pyramidal
cells are characterized by the location of their somata in the
lower part of layer V (Vb); their tendency to discharge a short
burst of spikes at the beginning of a spike train; and their
projections to subcortical targets such as the striatum,
superior colliculus, brainstem and spinal cord. Thin-tufted
pyramidal cells are characterized by the location of their
somata in the superficial part of layer V (Va); discharge
spikes with no adaptation; and projections to the contralat-
eral cortex and the ipsilateral striatum.

In the present study, we combine tract tracing and
immunocytochemistry to characterize the population of
layer V pyramidal neurons containing the GSO. From the
neurochemical and genetic markers available that label
specific subtypes of pyramidal neurons in layer V,
including GFP-positive layer V transgenic lines, here we
have chosen to use antibodies to selective neurofilaments
(SMI32) that are expressed in type I cells (Molnar and
Cheung 2006). In addition, we have used a transgenic
mouse model (Thyl-eYFP-H) in which YFP is constitu-
tively expressed under the control of Thy-1 gene promoter
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(Feng et al. 2000) and label different neuronal populations
in layer V, but particularly corticospinal neurons (Porrero
et al. 2010). We found that the GSO is probably involved in
the Ca®" level regulation in the AIS of a particular sub-
population of layer V neurons that give rise to subcortical
non-thalamic descending projections.

Materials and methods

For tract-tracing experiments, Wistar rats (males, aged
1-2 months) were anesthetized with isoflurane (0.5-2 % in
oxygen) and were placed in a stereotaxic apparatus (David
Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). After a small cra-
niotomy, the retrograde tracer Fast Blue (0.2 % wi/vol.
solution in cacodylate buffer, 0.1 M, pH 7.3; FB, diami-
dino compound 253/50, Dr Illing &Co. KG, Grof-Ums-
tadt, Germany) was pressure injected (Picospritzer II
General Valve Corporation, Fairfield, NJ, USA) through
glass micropipettes (30-um outer diameter) into the cere-
bral cortex (n = 3), the thalamus (n = 2), the striatum
(n = 2), the superior colliculus (n = 2), the pons (n = 2)
and the thoracic spinal cord (n = 3). The Paxinos and
Watson atlas (Paxinos and Watson 2007) was used as
reference to localize the stereotaxic injection coordinates.
The pipette was left in place for 10 min before extraction.
In all cases, the animals were allowed to survive for
7-15 days and were then sacrificed.

For immunocytochemical experiments, C57BL/6 mice
(n = 8 males, aged between 30 and 32 days) and Wistar
rats (n = 5 males, aged 30 days) were used. In all cases,
animals were sacrificed by a lethal intraperitoneal injection
of sodium pentobarbital (0.08 mg/g, i.p.), and were then
perfused intracardially with a saline solution followed by
4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH
7.4). All experiments were performed in accordance with
the guidelines established by the European Union regard-
ing the use and care of laboratory animals (86/609/EEC).
The brain of each animal was removed, postfixed by
immersion in the same fixative for 24 h at 4 °C, and serial
coronal sections (50-pm thick) were obtained with a Vi-
bratome (St Louis, MO, USA). The sections from both
normal and tracer-injected animals were then processed for
immunocytochemical staining, and some adjacent sections
to those used for immunocytochemistry were Nissl stained.
In addition, sections from Thyl-eYFP line H mice (Feng
et al. 2000), from Jackson labs [B6.Cg-Tg (Thy-YFP-H)
2Jrs/J], which were used in previous studies (Diaz-Alonso
et al. 2012), were kindly donated by the laboratory of Dr.
Guzman and Dr. Galve-Roperh (Dept. Biochemistry, Fac.
Biology, Complutense University, Madrid, Spain).

Human brain tissue was obtained by surgical resection
from the anterolateral temporal cortex from one male
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(H48) and one female (H136) patient diagnosed with
intractable temporal lobe epilepsy. In addition, tissue from
the supplementary motor cortex of a 35-year-old female
patient diagnosed with supplementary motor area (SMA)
epilepsy was used. Part of this material was used in pre-
vious studies (Arellano et al. 2004; Alonso-Nanclares et al.
2011) in which detailed clinical, surgical and neuropatho-
logical information from patients was reported. Presurgical
evaluation of patients was carried out with scalp electro-
encephalography (EEG), interictal single-photon emission
computer tomography, magnetic resonance imaging (MRI)
1.5 T, and video-electroencephalography using 19 scalp
electrodes placed according to the international 10-20
system and foramen-ovale electrodes. Individual informed
consent was obtained for all patients, following prior
approval by the ethical committee of the Hospital de la
Princesa (Madrid, Spain). During surgery, electrocorti-
cography was performed with a grid of 4 x 5 electrodes
embedded in Sylastic. The electrodes (1.2 mm in diameter)
were placed directly over the exposed lateral temporal
cortex with a 1 cm center-to-center interelectrode distance
(Add-Tech, Racine, WI, USA). Recordings were taken at
400 Hz with a bandwidth of 1-70 Hz over a minimum
period of 20 min., using a 32-channel Easy EEG II system
(Cadwell, Kennewick, WA, USA). Spiking areas were
defined as electrodes showing spikes (<80 ms) or sharp
waves (80-200 ms) with a mean frequency >1 spike/min.
Non-spiking areas were defined as electrodes where no
spikes, sharp waves or slow activity was observed. Pho-
tographs of the placement of the electrodes were taken
before grid removal, and the anatomical locations of the
spiking and non-spiking areas were defined before tissue
excision. In the temporal lobe epilepsy patients, tailored
temporal lobectomy and amygdalohippocampectomy was
performed under electrocorticography guidance (for further
details see (Arion et al. 2006)). After surgery, the lateral
neocortex and mesial structures were subjected to standard
neuropathological assessment. The lateral neocortical
biopsies were histologically normal, whereas the hippo-
campal formation displayed neuronal loss and gliosis
(hippocampal sclerosis). In the present study, only normal
non-spiking areas of the lateral neocortex were used. No
neuropathological alterations were found in the neocortex
from the patient with SMA. Biopsy samples were fixed in
cold 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer at
pH 7.4 (PB) for 4-5 h at 4 °C. Vibratome sections (100-pm
thick) were processed for immunocytochemistry.

In all cases, for immunofluorescence staining, the sections
were first rinsed in PB and preincubated for 1 h at room
temperature in a stock solution containing 3 % normal serum
of the species in which the secondary antibodies were raised
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluted in PB
with Triton X-100 (0.25 %). Thereafter, the sections were

incubated for 48 h at 4 °C in the same stock solution con-
taining the following primary antibodies alone or in combi-
nation: mouse anti-ankyrin G (1:100, Neuromab 75146,
Davis, CA, USA), mouse anti-SERCA (1:500 ABR Golden,
CO, USA), rabbit anti-IP;R1 (1:250, Synaptic Systems,
Goettingen, Germany), rabbit anti-synaptopodin (1:250,
Sigma S9442), mouse anti-synaptopodin (1:10, Acris, Her-
ford, Germany), mouse anti-SMI32 (1:4,000, Sternberger,
MA, USA), rabbit anti-vesicular GABA transporter (1:
2,000, VGAT, Synaptic Systems) and rabbit anti-BIV
Spectrin (1:1,000, a gift from Dr. M. N. Rasband (Dept. of
Neuroscience, Baylor College of Medicine, Houston,
USA)). We used mouse anti-GM 130 (1: 50 BD, Franklin
Lakes NJ, USA) and rabbit anti-GRP78 BiP (1: 100, Abcam,
Cambridge, UK) as markers for the Golgi complex and the
endoplasmic reticulum, respectively. After rinsing in PB, the
sections were incubated for 2 h at room temperature in the
appropriate combinations of Alexa 488-, Alexa 594- or
Alexa 652-conjugated goat anti-mouse or goat anti-rabbit
antibodies (1:2,000; Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
Finally, the sections were washed in PB, mounted in antifade
mounting medium (Prolong Gold, Invitrogen) and studied by
confocal microscopy (Zeiss, 710). Z sections were recorded
at 0.2-1 pm intervals through separate channels, and ZEN
2009 software (Zeiss) was then used to construct composite
images from each optical series by combining the images
recorded through both channels. Adobe Photoshop (CS4)
software was used to compose figures and Image J software
was used to quantify, either in confocal projection images or
conventional fluorescence images, the area occupied by the
soma of neurons containing a synaptopodin-immunoreactive
GSO or filled with Fast Blue in tract-tracing experiments. For
quantification of material from tract-tracing experiments, we
used tissue from one case per injection site. Statistical dif-
ferences between groups of values were analyzed using
SPSS16.0 software.

For DAB immunostaining, series of sections from two
additional rat brains were incubated in stock solution con-
taining rabbit anti-synaptopodin (1:250, Sigma). The sections
were rinsed in PB before being incubated in biotinylated goat
anti-rabbit secondary antibodies (1:200; Vector), and then
processed using a Vectastain ABC immunoperoxidase kit
(Vector Laboratories). Antibody labeling was visualized with
0.05 % 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma, St
Louis, MO, USA) and 0.01 % hydrogen peroxide. The sec-
tions were rinsed in PB, mounted on glass slides, dehydrated,
cleared with xylene, and coverslipped.

Results

In a previous study using immunocytochemistry for syn-
aptopodin and o-actinin (Sanchez-Ponce et al. 2011b), we
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described the presence of a giant saccular organelle (GSO)
in the AIS of layer V neurons. Here, to gain insight into the
relative abundance and distribution patterns of GSO-con-
taining neurons in different cortical areas, we have ana-
lyzed the whole rat brain using the Paxinos and Watson
atlas (Paxinos and Watson 2007) as a reference to delineate
the different cortical areas. As depicted in Fig. 1, we found
that GSO-containing neurons generally represented a small
number of layer V pyramidal cells in all cortical areas that
were usually found in the upper part of this layer. However,
some cortical areas showed a relatively large number of
GSO-containing pyramidal neurons as compared to other
areas. In order to perform a systematic study and to obtain
quantitative data, we analyzed their distribution in 50-um-
thick coronal sections, spaced 300 pm apart throughout the
right hemisphere of a rat brain immunostained for synap-
topodin. The highest percent of the GSOs found corre-
sponded to sensory-motor cortex areas, although GSO-
containing layer V neurons were also occasionally found in
areas of the orbitofrontal, cingulate, insular, retrosplenial,
perirhinal, temporal associative, auditory and visual corti-
ces (Fig. 1). Since GSOs were more frequently found in the
AIS of layer V pyramidal neurons in somatosensory and
motor cortex, we focused on these regions for the rest of
the study. However, it is important to keep in mind that,
even in these latter cortical areas, the number of GSOs is
relatively low. Furthermore, there are some important
technical limitations in performing the experiments out-
lined in this work. One of the greatest drawbacks is that the
AlSs have to extend relatively close to the surface of the
sections, within the narrow depth where the penetration of

Fig. 1 Histogram showing the
relative abundance (number and
percentage) of synaptopodin-ir
GSOs in layer V of different
areas in the right hemisphere of
the cerebral cortex of a rat brain.
Al primary auditory cortex, All
secondary auditory cortex, Gg
cingulate cortex, Ins insular
cortex, LPtA lateral parietal
associative cortex, M1 primary
motor cortex, M2 secondary
motor cortex, Orb orbitary
cortex, PRh perirhinal cortex,
Rs retrosplenial cortex, ST
primary somatosensory cortex,
S1I secondary somatosensory
cortex, TeA temporal
associative cortex, VI primary
visual cortex, VII secondary
visual cortex

60 -

50

40 -

30

20

% of total GSOs (n= 426)

10 4

the immunoreagents is optimal. In addition, in material
from tract-tracing experiments, the retrogradely labeled
cells in this narrow zone are relatively few. Thus, the
number of AISs examined for each set of experiments
described below is relatively low due to these limitations.

According to previous studies, numerous YFP-labeled
neurons were found in layer V of the sensory-motor neo-
cortex of Thy-1-eYFP mice (Porrero et al. 2010) (Fig. 2).
In order to know whether they include neurons containing
the GSO, we performed double immunostaining for syn-
aptopodin and ankyrin G (as an AIS marker) in brain
sections of Thy-1-eYFP mice (Fig. 3a—d). In somatosen-
sory and motor cortical areas, we found that from a total of
129 pyramidal neurons containing a GSO (as identified by
the presence of an elongated synaptopodin-ir process inside
ankG-ir AIS), 43 (33.3 %) were eYFP-positive whereas the
remaining 86 (66.7 %) were eYFP-negative neurons. In
addition, the AISs from most (74.7 %, n = 359) Thy-1-
positive neurons lacked a GSO. These results indicate that
the expression of the Thy-1 gene seems not to be directly
related to the presence of the GSO in the AIS of layer V
pyramidal cells.

Immunocytochemistry using SMI32 antibodies labeled
numerous cell bodies in layer V in different areas of the rat
and mouse neocortex (Fig. 2¢, d), as well as neurons in
other cortical layers. According to previous studies (Mol-
nar and Cheung 2006), SMI32-ir neurons in layer V cor-
respond to type I pyramidal neurons. In SMI-32/
synaptopodin double-immunostained sections (Fig. 3e—j),
we found that virtually all neurons containing a GSO in the
AIS were SMI32-ir (mouse 100 %, n = 220; rat 97.6 %,
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Fig. 2 Low-power
photomicrographs of
parasagittal (a, b) and coronal
(¢, d) sections from the brains of
a Thyl-eYFP mouse (a, b) and
from a normal mouse (c, d),
showing eYFF-positive (arrows
in b) and SMI32-
immunoreactive (arrowheads in
d) neurons in layer V. Squared
areas in A and C are shown at
higher magnification in B and
D, respectively. Scale bar (in
d): 710 pm in a; 175 pm in b;
715 pm in ¢; 135 pm in d

Thy1-eYFP

n = 542). This was corroborated in similar experiments in
Thy-1-eYFP mice in which we observed that all neurons
endowed with a synaptopodin-ir GSO in the AIS, regard-
less of whether they were eYFP-positive or -negative, were
also immunoreactive for SMI-32 (Fig. 4). These results
suggested that GSOs in layer V are restricted to the AIS of
type I pyramidal neurons.

We performed further experiments combining immu-
nocytochemistry for synaptopodin with retrograde tract-

tracing techniques by injecting Fast Blue (FB) in different
brain regions to identify the projection site of the pyramidal
cells containing a GSO in their AISs, and the soma size of
neurons containing a GSO and/or projecting to the different
targets (Figs. 5, 6, 7). In sections immunostained for syn-
aptopodin from animals with FB injections in the primary
somatosensory cortex, we examined whether the synapto-
podin-ir GSOs belonged to the AIS of contralateral pro-
jecting retrogradely labeled neurons in layer V (Fig. Sa—e).
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Fig. 3 a-d Photomicrographs
from a section from a Thyl-

e YFP mouse immunostained for
synaptopodin (red) and ankyrin
G (blue) showing the presence
of synaptopodin-ir GSOs in the
AIS (as identified by ankG
immunostaining) of both eYFP-
positive and eYFP-negative
neurons shown by arrows and
arrowheads, respectively. e—

Jj Show that synaptopodin-ir
GSOs (arrow heads) are present
in the AIS of layer V SMI32-ir
pyramidal neurons both in the
mouse e—g and rat h—

j neocortex. Scale bar (in j):

11 pm in a-d; 13 um in e-g;
18 pm in h—j

We found that neurons containing synaptopodin-ir GSOs
were intermingled with retrogradely labeled neurons.
However, the cell bodies of callosal neurons in layer V
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were significantly smaller than those with an AIS that
contained a GSO (Fig. 7f), and we observed no callosal
neurons containing a GSO (Fig. 5d—-e). Similarly, we
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Fig. 4 Pairs a-b, c-d of
photomicrographs showing
examples of sections from
Thy1-eYFP mouse neocortex
immunostained for
synaptopodin (red) and SMI32
G (blue). Note that neurons
containing a synaptopodin-ir
GSO are also immunoreactive
for SMI32 regardless of whether
they are eYFP-positive
(arrowheads) or eYFP-negative
(arrows). Scale bar (in d):

16 pm

performed experiments with FB applications in the ven-
trobasal complex of the thalamus to examine whether
synaptopodin-ir GSOs were present in the AIS of retro-
gradely labeled corticothalamic neurons in the ipsilateral
somatosensory cortex (Fig. 5f, g). Most retrogradely
labeled neurons were confined to layer VI and, although
some were also found at the border with layer V, no syn-
aptopodin-ir GSOs were observed in corticothalamic neu-
rons (Fig. 5f, g).

We then made large FB injections in a variety of sub-
cortical non-thalamic regions, including the striatum,
superior colliculus/mesencephalic tegmentum and pontine
nuclei (Fig. 6a, e, i, respectively) and in the thoracic spinal
cord (Fig. 7). In all these cases, in sections double immu-
nostained for synaptopodin and for ankyrin G to identify
the AIS, we found that a large subpopulation of neurons
projecting to these targets contained synaptopodin-ir GSOs
in their AISs (53.3 %, n = 197; 65.4 %, n = 78; 67 %,
n = 97; 70.6 %, n = 34, respectively). Therefore, GSOs
represent a specialization of the AIS present in a subpop-
ulation of type I neurons that includes corticostriatal
(Fig. 6¢, d), corticocolicular (Fig. 6f-h), corticopontine

(Fig. 6k, 1) and corticospinal (Fig. 7c—e) layer V projecting
neurons. We also analyzed the soma size of neurons pro-
jecting to the subcortical targets in relation to the presence
or absence of a GSO at their AISs. When data from sec-
tions from four animals injected either in the striatum,
superior colliculus, pontine nuclei or spinal cord was taken
together (Fig. 7g), we found that the soma size of layer V
neurons was significantly larger in neurons with a GSO
(black bars) than in neurons with no GSO (gray bars).
However, when data from each injection site (Fig. 7h) was
taken separately, this difference was only significant in the
case of corticostriatal and corticopontine populations but
not in the case of corticocolicular and corticospinal neu-
rons. Statistically significant differences were also found
between the soma size of GSO-containing neurons pro-
jecting to the striatum and those projecting to the superior
colliculus, pontine nuclei or spinal cord. In addition, GSO
was absent in subpopulations of corticocolicular, cortico-
pontine and corticospinal neurons (gray bars in Fig. 7h),
which have a relatively large soma size as compared with
layer V corticocortical or corticothalamic neurons (gray
bars in Fig. 7f). Taking all of these results together, they
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Fig. 5 Photomicrographs
showing injection sites
(asterisks in a and f) and
retrogradely labeled neurons
(b—e and g) from experiments
with cortical (a—e) or thalamic
(f and g) Fast Blue injections.
The squared area in a is shown
at higher magnification in

b. Note that neurons with a
synaptopodin-ir GSO in layer V
(arrows) are not labeled with
Fast Blue. Conversely,
retrogradely labeled callosal and
corticothalamic neurons
(arrows) lack a GSO in the AIS.
Scale bar (in g): 1,350 pm in

a and f; 350 pm in b; 37 um in
¢;23 pmindande; 40 pmin g

Fast Blue

indicate that in layer V, GSO is present in some—but not
all—type 1 descending projecting neurons with a large
soma size.

In order to gain insight into the possible function of the
GSO in the rat and mouse neocortex, we first performed
double immunostaining experiments for synaptopodin, as a
GSO marker, and GM130 or GRP78 as markers for the
Golgi complex (Nakamura et al. 1995) and the endoplas-
mic reticulum (Shim et al. 2008; Pfaffenbach and Lee
2011), respectively (Fig. 8). In this material it was
observed that the GSO is negative for Golgi markers
(Fig. 8a—d), whereas it expresses GRP78 indicating that the
GSO is part of the endoplasmic reticulum. We then per-
formed double labeling for SERCA or IP;R1 with synap-
topodin (Fig. 9). In this material, immunostaining for
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SERCA and IP;R1 yielded diffuse, homogeneous labeling
in the cell somata. In addition, SERCA and IP;R1 anti-
bodies labeled rod-shaped immunoreactive elements that
extended along the length of the AISs of a scarce popula-
tion of layer V pyramidal neurons. These elements were
identified as GSOs as they largely colocalized synaptopo-
din (Fig. 9).

Finally, we also used human brain sections from the
supplementary motor cortex (SMA) and from the lateral
temporal neocortex. We also found the presence of a
synaptopodin-ir GSO in the AIS, as identified by BIV
spectrin immunostaining, in a subpopulation of layer V
pyramidal neurons (26.6 %, n = 387 and 30.6 %, n = 346
in SMA and temporal neocortex, respectively; Fig. 10a—f).
As previously noted in the rat neocortex (Sanchez-Ponce
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Fig. 6 Photomicrographs from
experiments with Fast Blue
injections at the striatum (a—
d) superior colliculus (e-h) or
pontine nuclei (i-1) showing the
injection sites (asterisks in a,

e and i) and retrogradely labeled
neurons in layer V of the
ipsilateral neocortex. Note the
presence of synaptopodin-ir
GSO (arrows) in corticostriatal
(¢, d), corticocolicular (f-h) and
corticopontine (k, 1) neurons.
The arrowhead in f points to a
synaptopodin-ir GSO in the AIS
of a neuron not labeled for Fast
Blue. Scale bar (in 1): 980 pm
in a, 1,200 pm in b; 9 pm in ¢,
hand k; 10 pmind, g and I;
1,020 pm in e; 13 pm in f;
1,450 pm in i; 1,150 pm in j

et al. 2011b), the GSOs were occasionally a continuation
of, and probably arose from, similar elongated structures in
the cytoplasm at the base of the pyramidal soma. The
GSOs sometimes arose in close proximity to the cell
nucleus, and switched direction to enter the axon hillock
and to funnel into the AIS (see arrowhead in Fig. 10j-1).
An interesting difference between the human and rodent
neocortex was that, in the case of the human, some GSOs
were found in the AIS of large layer III pyramidal neurons,
although these pyramidal cells were observed only occa-
sionally. In SERCA and VGAT double immunocyto-
chemically stained sections, in which the AIS was
identified by its innervation by vGAT-ir Ch-terminals (Inda
et al. 2007), it was found that, in a subpopulation layer V
pyramidal neurons both in SMA (Fig. 10g—i) and temporal
neocortex (Fig. 10j-1), the AIS contains a GSO that
expresses SERCA, as is the case in the rat cortex. These

results suggest that the GSO is also involved in the regu-
lation of Ca*' levels in the AIS of a subpopulation of
human pyramidal cells located mainly in layer V.

Discussion

The present study shows that the GSO is a prominent
specialization of the endoplasmic reticulum that extends
through the length of the AIS of a subpopulation of layer V
pyramidal neurons found predominantly in sensory-motor
areas of the rodent neocortex, as well as in the human
supplementary motor cortex and lateral temporal cortex.
Layer V pyramidal neurons are physiologically and ana-
tomically heterogeneous and include different subtypes
that are generally grouped into two main types: thick-tufted
(or type I) neurons that project to subcortical targets such
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Fig. 7 Photomicrographs from an experiment with a Fast Blue
bilateral injection at the dorsal spinal cord at thoracic levels showing
retrogradely labeled corticospinal neurons at the motor (a) and
somatosensory (b) cortex. c—e Show (at higher magnification) the
presence of synaptopodin-ir GSO (arrows) in the AIS of corticospinal
neurons. Scale bar (in e): 1,250 um in a, 1,260 pum in b; 23 pm in c;
9.5 um in d; 8.5 pm in e. f~h Histograms showing the mean + SE
values (um?) of the cell soma area of different neuronal populations in
layer V of sensory-motor cortex. Data in f correspond to the
experiments shown in Fig. 5 after Fast Blue injections in the cortex
(left) or the thalamus (right). Note that, in both cases, the soma size
GSO-containing neurons (black bars; n = 50, left; n = 41, right) are
larger than that of FB-labeled corticocortical (Ctx-Ctx, n = 87) or
corticothalamic (Ctx-Th, n = 59) neurons (p < 0.001, Kolmogorov—
Smirnov two samples test). g shows data from sections from animals
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injected either in the striatum, superior colliculus, pontine nuclei or
spinal cord taken together. The soma size of layer V neurons was
significantly larger in neurons with a GSO (n = 112) than in neurons
withno GSO (n = 62) (p < 0.001, Kolmogorov—Smirnov two samples
test). h Illustrates data from each injection site taken separately. In this
case, the soma size of layer V neurons was significantly larger in
neurons with a GSO than in neurons with no GSO in corticostriatal
(GSO+, n = 38; GSO—, n = 33) and corticopontine (GSO+, n = 44;
GSO—, n = 14) populations, but not in corticocolicular (GSO+,
n = 20; GSO—, n = 10) and corticospinal (GSO+, n = 10; GSO—,
n = 5) neurons (p < 0.001, Kolmogorov—Smirnov two samples test).
Note that GSO-containing neurons projecting to the striatum are smaller
than those projecting to the superior colliculus, pontine nuclei or spinal
cord (p < 0.001, one way ANOVA of log-transformed data with a
Games—Howell Post hoc non-parametric test)
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Fig. 8 Photomicrographs from sections of the rat sensory-motor
cortex stained with DAPI and double immunostained for synaptopo-
din and the Golgi complex marker GM130 (a—d), or synaptopodin
and the endoplasmic reticulum marker GRP78 (e-h). Note that the

as the striatum, superior colliculus, brainstem and spinal
cord, and tend to discharge a short burst of spikes; and thin-
tufted (or type II) pyramidal cells that discharge spikes
with no adaptation, and project to the contralateral cortex
and the ipsilateral striatum (Molnar and Cheung 2006;
Hattox and Nelson 2007; Molyneaux et al. 2007). How-
ever, this general classification is an oversimplification of
the heterogeneity of layer V pyramidal neurons. For
instance, different classes of tufted populations have been
identified on the basis of morphological and electrophysi-
ological characteristics, or on the basis of the expression of
different combination of neuronal markers (e.g., tran-
scription factors and neurofilaments) (Angulo et al. 2003;
Tsiola et al. 2003; Molnar and Cheung 2006). In addition,
in the transgenic mouse Thyl-eYFP-H used as a model to
label layer V pyramidal cells (Feng et al. 2000), it has been
shown that the Thy-1 gene promoter is expressed to

GSO, as identified by synaptopodin immunostaining (arrows) do not
express Golgi markers, but is positive for GRP78. Scale bar (in h):
5 pm in a-d, and 6.5 pm in e-h

varying degrees according to the particular subpopulations
of both type I (corticospinal, and cortico-collicular) and
type II (corticothalamic and callosal) neurons, identified by
retrograde tract-tracing (Porrero et al. 2010). In our study,
we show that GSO is present in the AIS of both Thy-1eYFP
positive and Thy-1eYFP negative neurons, indicating that
the presence of the GSO in the AIS is not related to the
expression of the Thy-1 promoter. In contrast to this lack of
specificity, we found that both in the rat and mouse neo-
cortex, virtually all neurons containing a synaptopodin-ir
GSO at the AIS systematically expressed SMI32. In line
with previous studies demonstrating that SMI32 is a
selective marker for type I neurons (Voelker et al. 2004;
Molnar and Cheung 2006), the present results indicate that
GSO-containing neurons are a subpopulation of type I
(thick-tufted) layer V pyramidal neurons. However, our
present tract-tracing experiments show that, concerning the
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Fig. 9 Photomicrographs from
sections of mouse (a—c¢, g-i) and
rat (d—f) neocortex double
immunostained for
synaptopodin and SERCA (a—c,
d—f), or synaptopodin and
IP3R1 (g-i), showing the
expression of SERCA and
IP3R1 at the GSO as identified
by synaptopodin
immunostaining. Scale bar (in
i): 6 um in a—¢, 7.5 pm in d-f;
6.5 um in g-i

projection site, GSO-containing neurons are not a homo-
geneous neuronal population as they correspond to a var-
iable percentage of neurons projecting to various
subcortical non-thalamic targets, including the striatum,
superior colliculus, pons and spinal cord. It has been pre-
viously shown that target refinement is a general feature of
layer V corticofugal projection neurons; type I neurons
project to different targets during early development, and
may show different patterns of selective branch elimination
or maintenance depending on the particular cortical area
(O’Leary and Stanfield 1985, 1986; Koester and O’Leary
1993). Recent studies have reported a wide variety of
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pyramidal projection neurons, especially layer V neurons,
based on the correlation between target specificity and gene
expression patterns—such that it is possible to molecularly
define functionally distinct classes of projection neurons
(Sorensen et al. 2013). GSO-containing neurons are
abundantly distributed in sensorimotor cortex (present
study) where the restricted expression of a small number of
genes has been reported in layer V neurons (Arlotta et al.
2005). Whether layer V pyramidal neurons containing a
GSO at the AIS represent a subpopulation with a particular
target specificity, or an axon collateralization pattern that
might correlate with a specific gene expression profile are
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Fig. 10 Photomicrographs
from human temporal (d—-f) and
supplementary motor cortex (a—
¢) showing the presence of
synaptopodin-ir GSO in the
AlSs of layer V pyramidal
neurons, as identified by
spectrin BIV immunostaining.
g-1 Show the expression of
SERCA at the GSO of a
subpopulation of layer V AISs A
in the temporal (j-1) and

supplementary motor cortex (g—
i), identified by the vGAT
immunostaining of chandelier
cell axon terminals in apposition
to the AISs. Scale bar (in 1):

9 pm in a—¢, 10 pm in d-f;

11 pm in g—i; 12 pm in j-1

J

both interesting possibilities that should be evaluated in
future studies.

Previous studies have shown that, in various neuronal
types, Ca®" transiently enters the AIS through plasma
membrane voltage-gated Ca’* channels after depolariza-
tion of the soma and this Ca®" participates in the genera-
tion and timing of action potentials in the AIS (Yu et al.
2008, 2010; Bender and Trussell 2009). The present work
shows that the GSO expresses the inositol 1,4,5-triphos-
phate receptor 1 (IP;R1) and the sarcoplasmic reticulum
Ca’" ATPase (SERCA) 2—both in rodent and human
neocortex. Thus, the GSO seems to be an organelle with
similar characteristics in both rodents and humans.

BlVspectrin Overlay

F

However, while GSOs were not found in layer III of
rodents, occasional GSOs were found in layer III of the
supplementary motor cortex and lateral temporal cortex in
human. Whether these GSOs are found in other human
cortical areas and species remains to be elucidated.

It is known that different domains of the neuronal ER
are responsible for a range of morphological and functional
specializations (Park and Blackstone 2010) and that the
distribution of IP;Rs, ryanodine receptors and other ER
proteins such as calsequestrin and calreticulin is hetero-
geneous within the ER (Copray et al. 1996; Gatti et al.
2001; Bannai et al. 2004). Therefore, the expression in the
GSO of IP;R1 and SERCA (through which Ca®"
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mobilization and uptake is likely to occur, respectively),
suggests that the GSO may be involved in recruiting these
proteins in the AIS, and also suggests the involvement of
the GSO in AIS spatiotemporal Ca>* level regulation in a
subpopulation of layer V pyramidal neurons with extra-
thalamic descending projections. The GSO seems to be an
IP3-sensitive store that may serve as a pool of releasable
Ca’t, However, the signals that promote IP;R1-mediated
Ca”" signaling in the AIS of this neuronal population are
not known. Other questions also remain, such as how these
signals might coordinate with other possible mechanisms
of Ca*" entry and extrusion across the plasma membrane,
or how they may coordinate with Ca®" release and rese-
questration from the ER stores, as described for other
neuronal regions and cell types (Bootman et al. 2001;
Blaustein and Golovina 2001).

In the AIS of most populations of cortical pyramidal
neurons, in which a GSO is lacking, a specialization of the
ER—the cisternal organelle—also expresses IP3;R1,
SERCA and synaptopodin, and it is thought that these
organelles participate in AIS Ca*" level regulation (Kosaka
1980; Benedeczky et al. 1994; Bas Orth et al. 2007; Jedl-
icka et al. 2008; Sanchez-Ponce et al. 2011a). Despite these
neurochemical similarities, there are important differences
between the organization of the GSO and cisternal organ-
elles. According to previous studies (Sanchez-Ponce et al.
2011b), the GSO is located in a central position along the
length of the AIS with only occasional contacts with the
AIS plasma membrane. The GSO is made up of a discrete
number of long tubules and flattened sacs aligned in par-
allel with the long axis of the axon, and it is in continuation
with similar elongated structures found in the cytoplasm at
the base of the pyramidal soma that switch direction to
enter the axon hillock and to funnel into the AIS. By
contrast, the cisternal organelle consists of stacks of flat
membranous cisternae with a narrow lumen, alternating
with electron dense material, and the outermost cisternae
are attached to the inner side of the axonal plasma mem-
brane. Furthermore, the cisternal organelles are positioned
at different points along the AIS, and are often associated
with regions of the AIS that receive synaptic contacts
(Palay et al. 1968; Peters et al. 1968; Jones and Powell
1969; Sloper and Powell 1979; Kosaka 1980; Somogyi
et al. 1983; Benedeczky et al. 1994; Jedlicka et al. 2008).
Although three-dimensional reconstructions of the AIS at
the ultrastructural level would be necessary to fully address
the possible coexistence of the GSO and the cisternal
organelle in the subpopulation of GSO-containing pyra-
midal neurons, the present light microscopy observations
strongly suggest that this is not the case. Therefore, the
present results indicate the existence of differences in AIS
organization which may have important implications in the
Ca”" level regulation between GSO-containing layer V
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pyramidal neurons with extrathalamic descending projec-
tions (including some corticospinal neurons) and other
populations of pyramidal cells. Different studies have
suggested that neuronal Ca®" levels must be tightly regu-
lated, since AIS Ca®'-dependent plasticity processes
including activity-dependent changes in AIS length and
position (Grubb and Burrone 2010; Grubb et al. 2011;
Kuba et al. 2010) and injury-related proteolysis provoke
structural changes in the AIS cytoskeleton (Schafer et al.
2009) that affect, for instance, the distribution of voltage-
gated Na™ channels. The organization of the neuronal ER
in different morphological and functional domains is
highly dynamic (Park and Blackstone 2010). Similarly, the
morphological and neurochemical integrity of the cisternal
organelle in hippocampal neurons, which is likely to have
an impact on AIS Ca®" regulation, depend on the integrity
of the actin cytoskeleton (Sanchez-Ponce et al. 2011a) and
on the presence of synaptopodin (Bas Orth et al. 2007). The
precise functions of the GSO in the AIS are presently
unknown. However, the present observations suggest that
the GSO is involved in AIS Ca** level regulation, which
might be relevant to proper functioning and maintenance of
the AIS in descending projecting pyramidal neurons. These
are interesting possibilities that should be addressed in
future studies.
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Abstract

The axon initial segment (AIS) is a critical region of the neuron for action potential
generation as well as for the regulation of neural activity. This specialized structure —
characterized by the expression of different types of ion channels and adhesion,
scaffolding and cytoskeleton proteins— is subjected to morpho-functional plastic
changes in length and position upon variations in neural activity or in pathological
conditions. In the present study, using immunocytochemistry with AT8 antibodies
(phospho-tau S202/T205) and 3D confocal microscopy reconstruction techniques in
brain tissue from Alzheimer’s disease patients, we found that the majority of neurons
with hyperphosphorylated tau showed changes in AIS length and position in
comparison with AT8-negative neurons from the same cortical layers. We observed a
wide variety of AIS alterations in neurons with hyperphosphorylated tau although the
most common changes were either a proximal shift or a lengthening of the AlISs.
Similar results were found in neocortical tissue from a non-demented patient with
neurons with hyperphosphorylated tau and from the neocortex of P301S mouse model
of tauopathy. These findings support the idea that the accumulation of phospho-tau is
associated with structural alterations of the AIS that are likely to impact the normal
neuronal activity, which might contribute to neuronal dysfunction in AD.



Introduction

The axon initial segment (AIS) is the cellular domain in neurons which is characterized
for a unique architecture, molecular and functional specializations and that occupies
about 20—60 um of the proximal axon length (Jones and Svitkina 2016), . Therefore, it
represents a small, intermediate region of the axon between the somatodendritic and
“distal” axonal compartments. Due to the contribution of the AIS in the generation and
modulation of action potential, owing to the high concentration of ion channels situated
there (Kole et al. 2008; Lorincz and Nusser 2010), AIS structural changes could have
relevant consequences on network excitability (Kole et al. 2007; Kole et al. 2008). In
fact, it has been shown that plastic changes in the AIS microanatomy occurs in response
to under or over-stimulation of neurons, adjusting the excitability of a neuron in
response to its inputs, what contributes to the homeostasis of neuronal circuits (Grubb
and Burrone 2010; Kuba et al. 2010). Specifically, properties of the AIS such as length
or position (i.e., point where the AIS is originated in the axon hillock, at the base of the
cell body or a main dendrite) can determine the firing properties of neurons (Kole et al.
2007; Boiko et al. 2003). For example, it has been reported an increase in the AIS
length after loss of auditory input due to the cochlea removal in chickens (Kuba et al.
2010). Also, it has been shown that the depolarization of dentate granule cells shortens
their AIS (Evans et al. 2015) whereas in CA1 pyramidal neurons promoted a distal AIS

shift (Wefelmeyer et al. 2015), decreasing in both cases the neuronal excitability.

The importance of the AIS has also been demonstrated by the involvement of its
alterations in distinct pathological conditions such as demyelination, traumatic brain
injury, Angelman syndrome, stroke, schizophrenia, autism, epilepsy and
channelopathies (Schafer et al. 2009; Buffington and Rasband 2011; Kaphzan et al.
2011; Hinman et al. 2013; Harty et al. 2013; Baalman et al. 2013; Stoler and Fleidervish
2016; Hamada and Kole 2015). Alzheimer’s disease (AD) has been studied less in spite
that is the most common neurodegenerative disorder, characterized clinically by a
progressive memory impairment followed by global cognitive deficits and
pathologically by the presence of senile plaques made of extracellular deposits of
amyloid-  peptides and intracellular neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau.
The involvement of AIS alterations in the physiopathology of AD was suggested
(Buffington and Rasband 2011). Later studies using the APP (amyloid precursor



protein) transgenic mouse model of AD, found that the presence of Ap plaques induced
an impairment in GABAergic innervation of the AIS (Leon-Espinosa et al. 2012) and
also leads to a reduction in AIS length and PBIV-spectrin expression, which is an

essential structural protein of AIS (Marin et al. 2016).

Regarding tau hyperphosphorylation, previous studies described that alterations of the
barrier functions of the AIS —that restrict various isoforms of tau to specific neuronal
domains (Binder et al. 1985; Kosik and Finch 1987; Migheli et al. 1988; Mandell and
Banker 1996)— are disrupted in AD mouse models resulting in the missorting of
hyperphosphorylated tau that accumulates in the somatodendritic domain (Li et al.
2011). In vitro studies have shown that tau phosphorylation or the downregulation of
AIS proteins like Ankyrin G or EB1, induce the missorting of tau by disruption of the
AIS diffusion barrier, what was suggested to participate in the pathogenesis of AD (Li
et al. 2011; Zempel et al. 2017; Sun et al. 2014). The presence of phosphorylated tau in
the somatodendritic compartment has also been shown in vitro to decrease neuronal
activity (Thies and Mandelkow 2007; Hoover et al. 2010) which was correlated with an
AIS distal shift along the axon (Hatch et al. 2017). The expression of AIS cytoskeletal
proteins such as AnkyrinG or BIV-spectrin, which are essential for AIS integrity
maintenance (Hedstrom et al. 2008; Jenkins and Bennett 2001), has been found
downregulated in AD brains (Sohn et al. 2016) what conceivably could be related to
plastic changes or pathological alterations of the AIS. However, the possible structural
alterations of the AIS in cortical neurons from AD patients, and their possible
relationship with phospho-tau accumulation and have not been directly explored. In the
present study, we address the potential impact that the presence of phospho-tau
aggregates might have on AlIS integrity in neocortical tissue from AD patients and from
the P301 mouse model of tauopathy. The results indicate that the presence of
somatodendritic phospho-tau deposits is associated with a variety alterations in the
length and/or the position of the AIS that might contribute to changes in the activity of

neuronal circuits in tauopathies.



Materials and methods

In the present study we have used brain tissue from AD patients obtained from the
Instituto de Neuropatologia (Dr. I. Ferrer, Servicio de Anatomia Patoldgica, IDIBELL-
Hospital Universitario de Bellvitge, and Neurological Tissue Bank Biobanc-Hospital
Clinic-IDIBAPS, Barcelona, Spain IF1, IF4, IF6, IF8, IF10, IF11, IF12, IF13, Bcnb5,
Bcn7, Ben8, Benl3 cases), from the Banco de Tejidos Fundacion CIEN (Dr. A.
Rabano, Area de Neuropatologia, Centro Alzheimer, Fundacion Reina Sofia, Madrid,
Spain; VK11, Vk22 cases). Control human brain was obtained from Dr. Ricardo Insausti
(Facultad de Medicina, Universidad UCLM, Albacete; AB1). Some of this material has
been used in previous studies from our laboratory in which the clinical data from
patients were thoroughly described (Anton-Fernandez et al. 2017a). Following
neuropathological examination, the AD stages were defined according to the
Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease (CERAD; (Mirra et al.
1991)) and the Braak and Braak criteria (Braak and Braak 1995).

The postmortem delay in tissue obtained at autopsy, between death and tissue
processing was below 6h (Table 1), and the brain samples were obtained following the
guidelines of the Institutional Ethical Committees, which also granted approval. Upon
removal, the brains were immediately fixed in cold 4% paraformaldehyde in phosphate
buffer (PB 0.1M, pH7.4), and after 2 h, the tissue was cut into small blocks and post-
fixed in the same fixative for 24— 48 h at 4 °C. However, one human patient (AB1) was
intraarterially perfused through the internal carotid artery 1 h after death with a saline
solution followed by 4% paraformaldehyde in PB. The brain was then removed and
post-fixed as mentioned above. After fixation, it was immersed in graded sucrose
solutions and stored in a cryoprotectant solution at —20 °C. Serial sections (50 um) of
the cortical tissue were obtained using a vibratome (St. Louis, MO, USA), and the
sections from each region and case were batch-processed for immunohistochemical
staining. The sections immediately adjacent to those stained immunohistochemically
were Nissl-stained in order to identify the cortical areas and the laminar boundaries.

Unfortunately, the combination of antibodies used for this study (see below) only

rendered satisfactory results in tissue from 4 out of the 14 patients (see Table 1): three



patients with AD (aged 75-91) and one control human brain tissue (aged 45) free of any

known neurological or psychiatric illness.

In addition, we have used brain tissue from transgenic mice P301S for the human tau
gene and wildtype control littermates. This material has been used in a previous study
(Anton-Fernandez et al. 2017b). The P301S mouse model, obtained from Jackson
laboratory (B6;C3-Tg (Prnp- MAPT*P301S)PS19Vle/J), carries a mutant (P301S)
human MAPT gene encoding T34-tau isoform (1N4R) driven by the mouse prion-
protein promoter (Prnp) on a B6C3H/F1 genetic background. The 3 animals analyzed
were 36 weeks old, when these animals show learning and motor deficits and
hyperphosphorylated tau aggregates similar to those of AD patients, in some cortical
neurons (Yoshiyama et al. 2007). A total of 3 P301S transgenic mice aged 36 weeks
were analyzed. All mice were housed at the “Centro de Biologia Molecular Severo
Ochoa” animal facility. Mice were housed four per cage with food and water available
ad libitum and maintained in a temperature-controlled environment on a 12/12 h light-
dark cycle with light onset at 07:00 h. Animal housing and maintenance protocols
followed the guidelines of Council of Europe Convention ETS123, recently revised as
indicated in Directive 86/609/EEC. Animal experiments were performed under
protocols (P15/P16/P18/P22) approved by the Institutional Animal Care and Utilization
Committee (Comité de Etica de Experimentacion Animal del CBM, CEEA-CBM,
Madrid, Spain). Animals were sacrificed by a lethal intraperitoneal injection of sodium
pentobarbital (200 mg/kg b.w.) and were then perfused intracardially with a saline
solution followed by 4% paraformaldehyde in PB. The brain of each animal was
removed and post-fixed by immersion in the same fixative for 24 h at 4C. After rinsing
in PB, brains were cut in the sagital plane using a vibratome (Leica VT2100S). Serial
parasagital sections (50 um thick) were cryoprotected in 30% sucrose solution in PB

and stored in ethylenglicol/glycerol at —20-C until they were used.

Immunofluorescence

For immunofluorescence, free floating serial sections (50-um thick) from human tissue
were first rinsed in PB and then pre-treated in 1.66% H,O, for 30 min to inactivate the
endogenous peroxidase activity and were then preincubated for 1 h in PB with 0.25%

Triton-X100 and 3% normal serum of the species in which the secondary antibodies



were raised (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Regarding tissue from P301S
mice, free floating serial sections were first rinsed in PB and then preincubated for 1 h
in PB with 0.25% Triton-X100 and 3% normal serum of the species in which the
secondary antibodies were raised (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). In all
cases the sections were incubated for 48 h at 4°C in the same stock solution containing
the following primary antibodies: rabbit anti-BIV Spectrin (1:1000, a gift from Dr. M.
N. Rasband; Dept. of Neuroscience, Baylor College of Medicine, Houston, USA),
guinea-pig anti-NeuN (Millipore, 1:2000) and mouse anti-phospho-PHF-tau
pSer202+Thr205 antibody (AT8, 1:2000, Pierce Endogen). After rinsing in PB, the
sections were first incubated for 2 h at room temperature in biotinylated goat anti-rabbit
antibody (1:200) to amplify the AIS immunoreactivity signal. Sections were then rinsed
in PB and incubated for 2 h at room temperature in streptavidin-coupled Alexa 488
(1:200; Molecular Probes, Eugene, OR, USA), Alexa 594- conjugated goat anti-mouse
and in Alexa 647- conjugated goat anti-guinea pig antibodies (1:1000; Molecular
Probes, Eugene, OR, USA). After rinsing in PB, the sections were treated with
Autofluorescence Eliminator Reagent (Chemicon; only human sections) to reduce
autofluorescence and were then mounted in antifade mounting medium (Prolong Gold,

Invitrogen) and studied by confocal microscopy (Zeiss, 710).

Image processing

Confocal image stacks taken from the somatomotor neocortex of P301S mice and from
the human temporal neocortex (areas 20/21/38 of Brodmann), were recorded at 0.14 pum
intervals through separate channels with a 63x oil-immersion lens (NA, 1.40, refraction
index, 1.45). ZEN 2012 software (Zeiss) was used to construct composite images from
each optical series by combining the images recorded through the different channels
(image resolution: 1024x1024 pixels; pixel size: 0.08 pum). Finally we used a
commercial software package (Imaris 6.4.0 Bitplane AG, Zurich, Switzerland) to
measure in 3D the AIS length (measurement point tool) on the basis of BIV-Spectrin
immunofluorescence. To establish AIS position, the distance from the AIS start point
and from the AIS end point from the edge of the soma (defined by NeuN
immunofluorescence) was measured. To ensure that we selected complete AIS, we only

considered only those AIS which complete immunostaining was separated in all



dimensions from the edges of the image stacks by at least 5 um. Adobe Photoshop

(CS4) software was used to compose figures.

Results

In order to study the possible relationship between the accumulation of
hyperphosphorylated tau in neurons and the structural alterations of the AIS we
performed experiments with triple immunocytochemical staining of neocortical tissue
from three sources: 1) from autopsies of AD patients, some of them previously used in
other studies from our laboratory, 2) from autopsy of a 45-year-old male adult who was
free of any neurological or psychiatric disease (AB1, not diagnosed with AD),and 3)
from the P301S transgenic mouse model of tauopathy (Fig 1). In all cases, we combined
antibodies against BIV spectrin and NeuN, to label the AIS and neuronal cell body
respectively, and AT8 antibodies to label neurons that accumulate hyperphosphorylated
tau (phospho-Ser202 and phosho-Thr205) (Figure 1). Imaris software (3D measurement
point tool) was used to measure the distance to the base of the pyramidal cell somata of
the AIS start point and AIS end point. AIS length was calculated as the difference
between AlS-start and AlS-end point distance values.

Alterations of the AIS in neurons from Alzheimer disease patients

A limitation of the present study is the relatively low number of AIS analyzed. Several
factors contribute to this limitation. To our knowledge, the rabbit anti- BIV-spectrin
antibodies used is among the best options to label AIS in human tissue in combination
to mouse AT8 antibody which detects phosphorylated -tau at positions S205 and T205.
However, among the AD cases available in our laboratory, some of them used in
previous studies using different antibodies (Anton-Fernandez et al. 2017a), BIV-spectrin
antibodies only labeled AlSs in tissue from three patients (IF6, IF8 and IF13) and in one
non-demented human case (AB1). In addition, in two (IF6 and IF8) out of these
patients, the presence of neurons immunostained with AT8 antibodies was relatively
low (Figure 1), reducing the potential number of AISs to study. It is also known that the
contact with or the close proximity of B-amyloid plaques, which presence is a hallmark

of AD tissue, induce structural alterations in the AIS (Leon-Espinosa et al. 2012; Marin



et al. 2016). Therefore, in order to investigate the possible effects on the AIS induced by
the presence of the aggregation of hyperphosphorylated tau (minimizing the effects
induced by the proximity of f-amyloid plaques), we have focused only in AlSs from
neurons non-adjacent to B-amyloid plaques, which can be detected by the AT8
immunostaining or by the characteristic scarcity of neuronal cell bodies in plaques. In
these regions, distant from B-amyloid plaques, we only considered for analysis the AIS
from these neocortical pyramidal neurons whose cell bodies and AISs were completely
included within the tissue thickness in which both AT8 and BIV-spectrin antibodies
penetrated rendering patterns of AIS BIV spectrin immunoreactivity (Fig 2), apparently
similar to that found in human control tissue in previous studies from our laboratory
(Anton-Fernandez et al. 2015).

Patients | Age Gender | Postmortem | Neurologic Cause of death
(years) delay diagnosis
(hours)
P5 (IF6) 85 Male 2 AD llI-A Unknown
P7 (IF8) 91 Male 2.5 AD IlI-A Unknown
P11 75 Male 2 AD Il - B Lymphoproliferative
(IF13) disorder
AB1 45 Male <1 - Pleural mesothelioma
P1 (IF1) 80 Female 2 AD IV-B Unknown
P4 (IF5) 80 Female 3 AD Il Unknown
IF7 88 Female 2 AD 1l Unknown
P14 87 Female 15 AD III/1V - A | Respiratory infection
(VKk11)
Vk22 86 Female 2 ADV Unknown
Bcn3 81 Female 5.30 AD V-C Unknown
Bcn5 83 Female 4 AD V/VI-C Unknown
Bcn8 64 Female <6 AD VI-C Unknown

Table 1: Summary of clinical data and neurologic diagnosis according to Braak and Braak criteria (Braak
and Braak 1995), defined by different stages (from | to VI) and to CERAD criteria (Consortium to
Establish a Registry for Alzheimer’s Disease) (Mirra et al. 1991), which use a semiquantitative score of
the density of neuritic plaques in the most severely affected region of the isocortex (A= mild presence of
plaques, B= moderate presence of plaques, C= severe presence of plaques). In red are indicated those
cases in which antibodies to BIV spectrin labeled the AlSs.



Figure 1: Photomicrographs taken from brain sections of the temporal neocortex from an AD patient
(IF8, A-D) and in a non-demented human case (AB1, E-H) showing the distribution of neurons with
hyperphosphorylated tau revealed by DAB immunostaining with AT8 antibodies (B and F) in different
cortical layers identified by NeuN immunostaining of adjacent sections (A and E, respectively). 1-J pair of
microphotographs taken from a NeuN (green)/AT8 (red) double-immunostained section from the
somatosensory cortex of a P301S transgenic mouse. Squared areas in B, C, F, G and J are shown at higher
magnification in C, D, G, H and K, respectively. Arrowheads indicate AT8 positive neurons. Scale bar in

K: 106 pmin A, B, E, F, 47 pumin C and G, 21um in D and H, 167 um in I and J, and 38 pmin K.



| I

/

Figure 2: Trios of confocal stack Z projection microphotographs taken from ATS8 (red)/BIV-spectrin
(green)/NeuN (blue) triple-immunostained sections from Temporal neocortex of AD patient (IF13, A-C)
and non-demented case (AB1, D-F), and from somatosensory cortex of wild-type (G-1) and P301 (J-L)
animals aged 36 weeks. Arrowheads and arrows respectively indicate the start point and the end point

of AlSs labeled by BIV-spectrin immunostaining. Neurons containing neurofibrillary tangles are indicated

by asterisks. Scale bar in L: 11 um in A-F, 9.29 um in G-L.

It is known the existence of a considerable variability on AIS length between neurons in
different cortical layers and between different neuronal populations (Hofflin et al. 2017,
Inda et al. 2009). In addition, in the tissue analyzed from each of the three patients we
found a differential abundance in the number of AT8-positive neurons through cortical
layers (table 2). An important limitation when addressing the AIS structural alterations
caused by the accumulation of hyperphosphorylated tau consists in that, with the present
methodology, it is not possible to know the AIS length and position in AT8+ neurons
prior the phospho-tau accumulation.

Therefore, and in order to avoid inter-individual and inter-layer variability, we
compared, for each patient separately, AIS length and position data from every AT8+

neuron with meanzxstandard deviation values obtained from all AT8- neurons in the
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same cortical layer. For the measurements performed, we only considered that AIS

values from any AT8+ neuron were different from mean values from AT8- neurons

when the differences exceeded the standard deviation.

IF13 IF8 IF6 All patients AB1 P301S
AT8+ neurons in Layer Il 12/27.4/7.3 | 3/22.2/4.8 | 1/16.6/2.9 16/25.8/6.6 3/21.7/5.3 15/26/0.5
(n/AIS length/AIS distance to soma)
AT8+ neurons in Layer IIl 12/26.4/5.9 | 1/19/2.8 0 13/25.8/5.6 7/22.5/43 | 6/24.2/0.2
(n/AIS length/AIS distance to soma)
AT8+ neurons in Layer IV 6/30.4/7.4 | 1/22.9/5.6 0 7/29.2/7.2 3/20.8/7.2 0
(n/AIS length/AIS distance to soma)
AT8+ neurons in Layer V 3/24.3/4.3 6/20.6/3.7 | 5/20.6/3.8 14/21.4/3.9 28/25.7/6.8 5/23/1.1
(n/AIS length/AIS distance to soma)
Total number 9fAT8+ neurons / ATS8- 33/57 11/19 6/12 50/87 41/51 26/40
neurons examined
Total number of neurons (AT8+ & 90 30 18 137 92 66
AT8- neurons)
AIS mean length in AT8+ neurons 27.2 21.1 19.9 25.02 24.4 25.2
AIS mean length in AT8- 233 22.4 18.5 22.51 24 25.7
AIS mean distance to soma in AT8+ 6.5 4.1 3.6 5.68 6.4 0.6
AIS mean distance to soma in AT8- 7.1 7.6 6.9 7.23 8.7 1.3

Table 2: Table showing the number of neurons and mean values for AIS length and AIS distance to soma

in AT8+ or AT8- in the different cortical layers in each human case and in tissue from P301S mice model

(somatosensory neocortex). Length and distance are expressed in um.
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Figure 3: Histograms showing in AD patients (left column), in the non-demented case (AB1, middle

column) and in P301S mice (right column) the percentages of AT8+ neocortical neurons with different
AIS changes (A), with different AIS length changes (B) and with different types of AIS shift (C).

Taking data from the three patients and layers together (Fig 3) we found that, in the vast

majority (82%, 28 out of 34) of AT8+ neurons, AlS length and/or position (start-point)

values (25.02+£5.4 / 5.6£2.3um respectively, n=50) changed as compared to ATS8-
neurons (22.51+5.9 /7.23 £2.3 respectively, n=87) (Fig 3A). AIS length and position
was unaltered in the remaining 17% of AT8+ neurons despite of the presence of tau



hyperphosphorylation (Figs 3A, 4). In the AT8-positive neurons analyzed, we found a
important heterogeneity in the AIS length and position changes finding examples of
many of the theoretically potential combinations indicated in Fig.4.We found that in
56.5% (13 out of 23) of the AT8+ neurons with a change in AIS length, the AIS was
longer (8.94 £2.7 um) that in AT8- neurons whereas it was shorter (4.14 +2.57 um) in
the remaining 43.5% (Figs 3B, 4). We also found that in 81.2% (13 out of 16) of the
AT8+ neurons with a change in AIS position, the AIS start point was located closer to
the soma (proximal shift of 4.39 + 2.36 um) that in AT8- neurons, whereas it was
located further down the axon (distal shift of 4.5 +2.87 um) in the remaining 19.8%
(Figs, 3C, 4). Finally, some (32.3%, 11 out of 34) of the AT8+ neurons showed
simultaneous changes in AIS length and position (Fig 4).

Therefore, a variety of AIS changes occurred although the most frequently found were
AIS lengthening and AIS proximal shift. Furthermore, these events were only scarcely

found to occur simultaneously in the same neuron (see Fig 4).

Alterations of the AIS in neurons with hyperphosphorylated tau in a non-demented case

To test in human tissue the potential effects induced by the sole presence of aggregates
of hyperphosphorylated tau, presumably without any other potential pathologic factor
such as B-amyloid pathology, we performed the same type of AIS analysis in temporal
cortex from a non-demented patient (AB1), used in a previous study from the laboratory
(Anton-Fernandez et al. 2017a), in which we found a relatively large number of neurons
immunoreactive for hyperphosphorylated tau (AT8 antibodies) in the temporal cortex
(Fig 1) in the absence of B-amyloid plaques. Taking data from all layers together we
found that, in the majority (71.4%, 15 out of 21) of AT8+ neurons, AIS length and/or
position (start-point) values (24.4+ 4.9 /6.4£2.5 pum respectively, n=41) changed as
compared to AT8- neurons (24 + 4.8 / 8.7 £2.9 um respectively, n=51). AIS length and
position was unaltered in the remaining 28.6% of AT8+ neurons despite of the presence
of hyperphosphorylated tau (Figs 3A, 4). We found that in 50% (7 out of 14) of the
AT8+ neurons with a change in AIS length, the AIS was longer (7.8 £ 3.7 um) than in
AT8- neurons whereas it was shorter (6.2 = 2.1 um) in the remaining 50% (Figs 3B, 4).
We also found that in 75% (6 out of 8) of the AT8+ neurons with a change in AIS
position, the AIS start point was located closer to the soma (proximal shift of 5.1 + 1.6
um) than in AT8- neurons whereas it was located further down the axon (distal shift of



4 £+ 0.5 um) in the remaining 25% (Figs 3C, 4). Finally, some (33.4%, 7 out of 21) of
the AT8+ neurons showed simultaneous changes in AIS length and position (see Fig 4).
Therefore, as it was the case in tissue from AD patients, a variety of AIS changes were
observed although the most frequently found AIS changes were AIS lengthening and

AIS proximal shift.

Alterations of the AIS in neurons with hyperphosphorylated tau in the P301S mouse
model of tauopathy

We finally studied the morphological features of the AIS of pyramidal neurons from the
somatosensory cortex in relation to the accumulation of hyperphosphorylated tau, in
P301S transgenic and control animals aged 36 weeks. In line with previous descriptions
of this mouse model (Yoshiyama et al. 2007; Anton-Fernandez et al. 2017b), we found
an abundant subpopulation of phospho-tau accumulating AT8+ neurons in the
somatosensory cortex (Fig 1). No apparent general changes in the overall distribution of
BIV spectrin immunostaining was found between wild-type and P301S 36-week-old
mice (not shown). However, the analysis of confocal image stacks at higher
magnification revealed alterations in the morphological characteristics of the AIS in
some phospho tau accumulating neurons. Taking data from all layers together we found
that, in about half (52.2%, 12 out of 23) of AT8+ neurons, AIS length and/or position
(start-point) values changed (25.2+ 2.98/ 0.6 £1.05 um respectively, n=26) as compared
to AT8- neurons (25.7+3.7 /1.3 £1.7 um respectively, n=40). AIS length and position
was unaltered in the remaining 47.8% of AT8+ neurons despite of the presence of
hyperphosphorylated tau (Figs 3A, 4). We found that in 40% (4 out of 10) of the AT8+
neurons with a change in AIS length, the AIS was longer (5.53 +4.3 um) than in AT8-
neurons whereas it was shorter (5.45 £1.99 pum) in the remaining 60% (Figs 3B, 4). We
also found that in 1 out of 2 of the AT8+ neurons with a change in AIS position, the
AIS start point was located closer to the soma (proximal shift of 2.31 um) than in AT8-
neurons whereas it was located further down the axon (distal shift of 1.77 um) in the
remaining other AIS (Figs 3C, 4). Finally, simultaneous changes in AIS length and



position were only scarcely found (8.7%, 2 out of 23) of the AT8+ neurons showed

(Figs 3C, 4).
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Figure 4: Summarizing diagram showing all possible changes and the heterogeneity of alterations in AIS
length and/or position observed in AT8+ neocortical neurons from AD patients, a non-demented case
with tau pathology (Control AB1) and in P301S tauopathy mouse model. For each case, AIS (yellow)
length and position in AT8- neurons (based in mean values obtained from all AT8-cells analyzed in each
cortical layer) is indicated on the left side (white colored neuronal somatas) whereas AIS features from
AT8+ neurons is shown on the right side (red colored somatas). The number of AT8+ neurons in which

the different types of AIS change in length and/or position was found is indicated in relation to the

number (between brackets) of AT8- neurons analyzed .



Discussion

The importance of AIS structural alterations by their potential involvement in many
psychiatric and neurological disorders has been previously recognized (see (Buffington
and Rasband 2011). In the case of AD, a down regulation of the AIS proteins AnkyrinG
or BIV-spectrin, which are essential for the maintenance of AIS integrity (Jenkins and
Bennett 2001; Komada and Soriano 2002; Hedstrom et al. 2008) was found in AD
patients at late- (V-VI) as compared to early (I-11)-Braak stages (Sohn et al. 2016). In
line with the study by Sohn et al., (Sohn et al. 2016), in the present study we found that
BIV-spectrin immunostaining of the AIS was preserved in cortical tissue from only AD
patients at relatively early stages of the disease (stage Ill). In contrast, no BIV-spectrin
AIS immunostaining was found in tissue from eight AD patients that, except two cases,
were at more advanced stages of the disease (see table 1).

In addition to ante-mortem factors (age, use of toxic substances and drugs, duration of
agonal state, etc.), it is known that a major limitation in studies using brain tissue from
autopsy consist in the fact that various post mortem factors affect histological stainings.
These factors include post-mortem time (PT) and tissue fixation, embedding and
staining procedures (Gonzalez-Riano et al. 2017). As in the present study there were no
differences in these post-mortem parameters between patients, and the postmortem
delay time was in most (all except one) cases below 5h, known to be optimal for
histological stainings (Gonzalez-Riano et al. 2017), the differences observed in BIV-
spectrin immunostaining of the AIS might be considered to relate with the evolution of
the disease. The lack of BIV-spectrin immunostaining in tissue from the eight AD
patients with advanced stages could be partially due to the presence of AP plaques, one
the two pathological hallmarks of AD. It has been shown a decrease in AIS length and
BIV-spectrin expression in APP-PS1 mouse model of amyloidosis (Marin et al. 2016),
in addition to alterations in AIS GABAergic innervation (Leon-Espinosa et al. 2012).
However, our results indicate that the plaque load probably is not the factor responsible
for the decrease in AIS PBIV-spectrin immunostaining in AD, as this staining was

preserved in a patient with a relatively high plaque load (IF13).



Tau hyperphosphorylation, AIS alterations and neuronal activity

The main results of the present study demonstrate for the first time the existence of a
relationship, in tissue from AD patients, between the neuronal content of
hyperphosphorylated tau and alterations in AIS length and position. Similar results were
found in neocortical tissue from a non-demented patient with AT8 positive neurons and
from the P301S mouse model of tauopathy which support the idea that the accumulation
of phospho-tau is associated with structural alterations of the AIS. In present study is
that we have examined relatively few labeled cells and only using AT8 antibodies to
detect hyperphosphorylated tau that recognized tau phosphorylation in Ser202/Thr205
residues. Therefore, the significance of the proportion of neurons showing changes
should be considered only an approximation and we cannot discard the possibility that
among the AT8 negative neurons, some neurons with tau hyperphosphorylated at
residues other than Ser202/Thr205 could be included. Further studies using antibodies
directed to AIS markers in combination with antibodies that recognize tau
phosphorylated at additional residues should be carried out to get a deeper insight in the
AIS vulnerability to the progression of tau hyperphosphorylation during the course of
AD.

Studies in AD mouse models have shown that the barrier functions of the AIS —that
control the traffic of tau and help in the restriction of various isoforms of tau to specific
neuronal domains — are disrupted in AD mouse models in the presence of
phosphorylated tau and disorganized microtubules, or by the downexpression of AIS
proteins like AnkyrinG or EBL, resulting in the missorting of hyperphosphorylated tau
that accumulates in the somatodendritic domain (Zempel et al. 2017; Li et al. 2011; Sun
etal. 2014).

In a previous study, a distal shift of the AIS was reported in hippocampal neurons from
the tauopathy mouse model rTg4510 (Hatch et al. 2017) although the neuronal content
in phosphorylated tau of the neurons with an altered AIS was not directly evaluated. In
the present study, it is important to emphasize that we found in AD patients a
heterogeneity in AIS alterations in AT8-immunostained neurons, being the most
common changes the proximal shift and the lengthening of the AIS. Various studies
have demonstrated that the AIS is an efficient site to regulate neuronal activity as it has

been shown to be subjected to plastic changes in response to neural activity (Grubb and



Burrone 2010; Kuba et al. 2010; Grundemann and Hausser 2010). Among the variety of
AIS plasticity phenomena reported to date, it has been shown in the chicken auditory
system that the loss of neuronal activity induced by the disruption of presynaptic
sensory inputs leads to an increase in AlS length in brainstem auditory nuclei (Kuba et
al. 2010; Yamada and Kuba 2016). Visual information deprivation during the critical
period of plasticity of visual cortical neurons prevents the shortening of the AIS and
maintains a longer immature AIS (Gutzmann et al. 2014).

Alterations in neuronal excitability have been acknowledged as important features in
AD (Palop and Mucke 2009). Various studies in AD models have suggested important,
although heterogeneous roles of tau in the modulation of neuronal excitability. For
example, reduction of tau using antisense gene therapy or the removal of tau in knock
our mice was reported to reduce hyperexcitability (Roberson et al. 2007; DeVos et al.
2013; Holth et al. 2013). In addition, the presence of phosphorylated tau in the
somatodendritic compartment has also been shown in vitro to decrease neuronal activity
(Thies and Mandelkow 2007; Hoover et al. 2010). Furthermore, it has been shown in
the P301L tauopathy mouse model that the effects induced by tau pathology on
neuronal activity are heterogeneous and vary among different cortical regions. For
instance, an increased firing rate was reported in neocortical neurons from frontal cortex
(Rocher et al. 2010) whereas a reduced action potential firing rate was reported in
hippocampal neurons (Hatch et al. 2017) and no changes were reported in the activity of
neurons in the visual cortex (Kuchibhotla et al. 2014).

It is known that changes in neuronal activity differentially affect the AIS of different
neuronal populations. For example, neuronal chronic depolarization induces AIS
shortening in dentate granule cells (Evans et al. 2015) and an AIS distal shift in
hippocampal CA1 pyramidal neurons (Wefelmeyer et al. 2015). Therefore, it is
tempting to speculate that the heterogeneity in AIS changes found in the present study
could be derived from differential changes in neuronal activity that the presence of
hyperphosphorylated tau might induce in different neuronal populations. Further
research is necessary to test this possibility. Finally, AIS relative position and length
have been shown to modulate neuronal excitability (Grubb and Burrone 2010; Kuba et
al. 2010) with a negative linear relationship between action potential firing with the AIS
distance to the soma (Hatch et al. 2017). Therefore, the heterogeneous changes on the

AIS of different AT8 positive neurons found in the present study are likely to have a



relevant impact on the excitability of these cells and could help to explain the different
effects that the presence of pathological tau might induce in different neuronal
populations. In summary, our results show that neurons with hyperphosphorylated tau
aggregates undergo alterations in the length and/or the position of the AIS which are
likely to alter the normal neuronal excitability which might contribute to neuronal
dysfunction and to changes in the activity of neuronal circuits contributing to the
pathophysiology of AD. The various and complex causal relationships that might exist
between phosphorylated tau accumulation, neuronal activity changes and AlS structural
alterations along with their potential variability between different populations are

interesting questions that remain to be clarified and warrant further research.
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Abstract

Mammalian hibernation is a natural process in which the brain undergoes profound adaptive
changes that appear to protect the brain from extreme hypoxia and hypothermia. In addition
to a virtual cessation of neural and metabolic activity, these changes include a decrease in
adult neurogenesis; the retraction of neuronal dendritic trees; changes in dendritic spines and
synaptic connections; fragmentation of the Golgi apparatus; and the phosphorylation of the
microtubule-associated protein tau. Furthermore, alterations of microglial cells also occur in
torpor. Importantly, all of these changes are rapidly and fully reversed when the animals
arouse from torpor state, with no apparent brain damage occurring. Thus, hibernating animals
are excellent natural models to study different aspects of brain plasticity. The axon initial
segment (AIS) is critical for the initiation of action potentials in neurons and is an efficient site
for the regulation of neural activity. This specialized structure —characterized by the
expression of different types of ion channels and adhesion, scaffolding and cytoskeleton
proteins— is subjected to morpho-functional plastic changes upon variations in neural activity
or in pathological conditions. Here, we used immunocytochemistry and 3D confocal
microscopy reconstruction techniques to measure the possible morphological differences in
the AIS of cortical (layers II-lll and V) and hippocampal (CA1) neurons during the hibernation
of the Syrian hamster. Our results indicate that the general integrity of the AIS is resistant to
the ischemia/hypoxia conditions that are characteristic of the torpor phase of hibernation. In
addition, the length of the AIS significantly increased in all the regions studied — by about
16-20% in torpor animals compared to controls, suggesting the existence of compensatory
mechanisms in response to a decrease in neuronal activity during the torpor phase of
hibernation. Furthermore, in double-labeling experiment, we found that the AIS in layer V of
torpid animals was longer in neurons expressing phospho-tau than in those not labeled for
phospho-tau. This suggests that AIS plastic changes were more marked in phospho-tau
accumulating neurons. Overall, the results further emphasize that mammalian hibernation is a

good physiological model to study AIS plasticity mechanisms in non-pathological conditions.

Keywords: Hibernation, Ankyrin G, cortex, hippocampus, hypothermia



Introduction

The axon initial segment (AIS) is a short, non-myelinated specialized region of the axon that
separates the axonal and somato-dendritic compartments. The AIS contributes to the
generation and modulation of action potentials in neurons due to the high density of voltage-
gated Na*, K" and Ca” channels associated with cytoskeletal and membrane scaffold proteins
and cell adhesion molecules (Kordeli et al. 1990; Kordeli et al. 1995; Srinivasan et al. 1988;
Srinivasan et al. 1992). Ankyrin G is an adaptor protein that is concentrated at the AIS and
plays a pivotal role in the recruitment of ion channels and in the assembly and maintenance of
AlS structure and function (Jenkins et al. 2015). The AIS is an efficient site to regulate neuronal
activity as it is a dynamic structure that may undergo plastic changes to modulate neuronal
responses after changes in input activity — a process that may have a role in adaptive
responses of the nervous system (Grubb and Burrone 2010; Kuba et al. 2010; Turrigiano and
Nelson 2000, 2004). These modifications include variations in AIS length and/or distance from
the soma that will attenuate or enhance the excitability of the neuron. For example, it has
been shown that loss of auditory input leads to an increase in the length of Na* channel
clusters at the AIS, compensating for the loss of auditory nerve activity and leading to an
increase in neuronal excitability (Kuba et al. 2010). Furthermore, neuronal depolarization has
been shown to shorten the AlS of hippocampal dentate granule cells (Evans et al. 2015) and to
promote a distal shift of the AIS in hippocampal CA1 pyramidal neurons (Wefelmeyer et al.
2015). In both of these cases, these changes promote a decrease in the excitability of neurons

to maintain homeostasis of neuronal circuits.

The importance of AlS structural plasticity mechanisms, occurring with a variety of alterations
in the concentration and/or location of the proteins within the AIS, has also been
demonstrated by their involvement in different pathological conditions. Disruption of the AIS
integrity has been proposed to play a role in different neurological disorders such as
channelopathies, autism, schizophrenia, autoimmune disorders and Alzheimer’s disease
(Buffington and Rasband 2011). AIS shortening has been reported after demyelination
(Hamada and Kole 2015), traumatic brain injury (Baalman et al. 2013) or in animal models of
stroke (Hinman et al. 2013; Schafer et al. 2009; Stoler and Fleidervish 2016). AlS elongation
was reported in an Angelman syndrome mouse model (Kaphzan et al. 2011). A distal shift in
AIS position in a mouse model of genetic epilepsy and a rat model of acquired epilepsy have

been proposed to result in a change in action potential firing threshold (Harty et al. 2013).



However, hibernation is a non-pathological adaptive biological process that allows animals to
survive periods of reduced food availability with minimum energy expenditure (Ruf and Geiser
2015). The Syrian hamster (Mesocricetus auratus) is a common laboratory rodent that may
enter hibernation in response to low temperatures and prolonged short photoperiod, leading
to a decrease in body and brain temperature, blood flow reduction, as well as suppression of
the immune system and a reduced metabolism (Bouma et al. 2010a; Bouma et al. 2010b; Drew
et al. 2001; Zhou et al. 2001). This biological state is called torpor and can last for 3—4 days.
However, these torpor bouts are alternated with short arousal periods of activity and
normothermia (Geiser 2004, 2013). Remarkable adaptive and reversible structural changes
have been shown to occur in the brain during torpor states such as a decrease in adult
neurogenesis; the fragmentation and reduction of the neuronal Golgi apparatus; alterations in
dendritic trees including dendritic spine retraction; and a decrease in synaptic connections
(Leon-Espinosa et al. 2016; Anton-Fernandez et al. 2015; Popov and Bocharova 1992b; Popov
et al. 1992a; Popov et al. 2007; von der Ohe et al. 2006; von der Ohe et al. 2007; Popov et al.
2011; Bullmann et al. 2016). These changes occur in parallel with a virtual cessation in

neuronal activity (Strumwasser 1959b, c; Igelmund 1995; South 1972; Walker et al. 1977).

As the AIS has been shown to undergo structural plasticity processes after in vitro or
pathological manipulation of neuronal input activity, in the present study we analyze whether
the entrance in torpor of hibernating hamsters would induce plastic changes in the
morphological features or the position of the AIS. For this purpose, we have compared the
length and position of the AIS of pyramidal neurons from layers IllI-Ill and V of the
somatosensory cortex and from the CA1l hippocampal field between Syrian hamster in

euthermia conditions and at the torpor phase of hibernation.

In addition, various studies have described alterations of the AIS in animal models of
Alzheimer’s disease (AD), which is characterized by two main pathological hallmarks:
accumulation of amyloid B (AB) and hyperphosphorylated microtubule-associated protein tau.
Regarding AB plaques, it has been reported that their presence induces alterations in the
GABAergic innervation of the AIS (Leon-Espinosa et al. 2012) and also leads to decreases in AlS
length and BIV spectrin expression (Marin et al. 2016) in APP mouse models of AD. Regarding
tau phosphorylation, previous studies reported that the barrier functions of the AIS —that
restrict tau protein to the axonal compartment (Binder et al. 1985; Kosik and Finch 1987;
Migheli et al. 1988; Mandell and Banker 1996)— are disrupted in AD mouse models resulting
in the missorting of hyperphosphorylated tau that accumulates in the somatodendritic domain

(Li et al. 2011). In this regard, mammalian hibernation has been proposed as a model to study
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the neuroprotection mechanisms in the early stages of AD since, during the torpor state, tau
shows a transitory PHF (Paired Helical Filament)-like hyperphosphorylation with some
similarities to that found in AD patients at early stages of the disease (e.g., the neuronal
pretangle stage). This phospho-tau is observed during torpor in various brain regions, including
large subpopulations of neocortical and hippocampal neurons (Zhou et al. 2001; Arendt et al.
2003; Avila et al. 2004; Hartig et al. 2005; Hartig et al. 2007; Leon-Espinosa et al. 2013; Anton-
Fernandez et al. 2015; Stieler et al. 2011; Su et al. 2008). Therefore, in the present study, we
have also analyzed whether possible morphological plastic changes of the AIS can be
influenced by the accumulation of hyperphosphorylated tau, by comparing AIS length
measurements from layer V neurons from hamsters at torpor with or without phospho

(Ser202/Thr205) tau accumulation.

Materials and methods

All experimental procedures were carried out at the animal facility of San Pablo CEU University
of Madrid (SVA-CEU.USP, registration number ES 28022 0000015) and were approved by the
institutional Animal Experiment Ethics Committee. A total of 21 male one-month-old Syrian
hamsters (Mesocricetus auratus) were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France). The animals had free access to food and water and were kept at 23°C with an 8:16 h
light/dark cycle for a four- to six-week acclimatization period in our animal facility. After the
acclimatization period, some of these hamsters were transferred to a hibernaculum or
hibernation chamber to induce torpor as previously described (Anton-Fernandez et al. 2015).
Nine hamsters were sacrificed during the torpor state and, in order to establish a control
(euthermic) group, a further 12 animals were left in normal conditions (not forced to
hibernate) and were sacrificed at the same age as the torpid animals (approximately 3

months).

For immunofluorescence experiments, we used 21 hamsters (9 control and 12 torpor). Animals
were sacrificed by an intraperitoneal overdose (40 mg/kg) of sodium pentobarbital and
perfused with a saline solution (together with heparin) followed by 4% paraformaldehyde.
Brains were then removed and postfixed by immersion in 4% paraformaldehyde for 24 h at
4°C. The brains were cut into 50 um-thick coronal sections with a Vibratome (St Louis, MO,

USA).



In addition, we used brain sections from one euthermic hamster subjected to a focal cerebral
ischemia induced by the permanent occlusion of the frontal branch of the middle cerebral
artery making use of tissue that was available from a previous study carried out at our
laboratory (Leon-Espinosa et al. 2017). Briefly, the animal was anesthetized, the right lateral
aspect of the skull was drilled, the dura mater was cut and retracted and the frontal branch of
the middle cerebral artery was ligated with a suture nylon monofilament. A sharp decrease in
blood flow was confirmed by laser Doppler flowmetry (Jarfalla, Sweden). Following surgery,
the animal was returned to its cage, kept at room temperature and allowed free access to food

and water for one week after which it was euthanized.

In addition, for the characterization of the immunocytochemical labeling of the AlS, we used
additional brain tissue from mouse and human brains. We examined the brain of two 8-week-
old male C57BL/6J mice obtained from the animal facility at the Cajal Institute (CSIC). These
animals were sacrificed and the brain extracted and processed as described above for
hamsters. For the human brain tissue, we used neocortical tissue from the anterolateral
temporal cortex obtained by surgical resection from a 20-year-old female patient (H136)
diagnosed with intractable temporal lobe epilepsy with a mesial origin. This material has been
used in previous studies from our laboratory (Arellano et al. 2004; Anton-Fernandez et al.
2017a) in which medical history details were described. Informed consent was obtained from
this patient, and procedures were previously approved by the ethical committee of the
““Hospital de la Princesa” (Madrid). During surgery, electrocorticography allowed the spiking
and non-spiking areas to be distinguished before tissue excision by tailored temporal
lobectomy and amygdalohippocampectomy under electrocorticography guidance. After
surgery, the lateral neocortex and mesial structures were subjected to standard
neuropathological assessment. The lateral neocortical biopsy sample from this patient was
histologically normal, whereas the hippocampal formation displayed neuronal loss and gliosis
(hippocampal sclerosis). In the present study, only normal nonspiking areas of the lateral
neocortex were used. Biopsy samples were fixed in cold 4% paraformaldehyde in 0.1 M
phosphate buffer at pH 7.4 (PB) for 12 h at 4°C. Vibratome sections (100 um thick) were

processed for immunostaining.

Immunocytochemistry

For immunofluorescence experiments, sections were first rinsed in PB and preincubated for 1
h at room temperature in a stock solution containing 3% normal serum of the species in which

the secondary antibodies were raised (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) diluted in PB



with Triton X-100 (0.25 %). Thereafter, the sections were incubated for 48 h at 4°C in the same
stock solution containing the following primary antibodies alone or in the indicated
combinations: Mouse 1gG2a anti-Ankyrin G (clone N106/36, UC Davis/NIH NeuroMab Facility,
CA, USA), c-20 goat anti-Grasp 65 (SC-19481; Santa Cruz, CA, USA), rabbit anti-Grasp65
(ab30315; Abcam, Cambridge, UK), mouse IgG1-anti-phospho-tau, clone AT8 (Thermo Fisher
Scientific Cat# MN1020).

For Grasp65 immunostaining, the sections were rinsed and then incubated for 2 h at room
temperature with Alexa 488-donkey anti-goat antibodies (1:1000; Molecular Probes, Eugene,
OR, USA). For AnkG, NeuN and Grasp65 (c-20) triple immunostaining, sections were incubated
with biotinilated horse anti-mouse antibody (1:200), followed by streptavidin 594 (1:1000) and
Alexa 488-anti-goat and Alexa 594-anti-rabbit antibodies (1:1000; Molecular Probes). For
phospho-tau (AT8) immunostaining, we used biotinilated horse anti-mouse antibodies (1:200),
followed by streptavidin 594 (1:1000). All sections were also stained with the nuclear stain
DAPI (4,6 diamino-2-phenylindol; Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Finally, these sections were
washed in PB, mounted with Prolong gold antifade reagant (P36930; Invitrogen) and studied

by confocal microscopy (Zeiss, 710).

Image analysis and statistics

We obtained stacks of images recorded at 0.35 um intervals through separate channels with a
63x oil-immersion lens (NA, 1.40, refraction index, 1.45). ZEN 2012 software (Zeiss) was used
to construct composite images from each optical series by combining the images recorded
through the different channels, and the same software was used to obtain Z projection images
(image resolution: 1024 x 1024 pixels; pixel size: 0.11 um). Adobe Photoshop (CS4) software
was used to compose figures. We used a commercial software package (Imaris 6.4.0 Bitplane
AG, Zurich, Switzerland) to measure in 3D the AIS lengths (measurement point tool). To ensure
that we selected complete AIS, we only considered those AIS that had complete
immunostaining, which was separated in all dimensions from the edges of the stack by at least

5 um.

The AIS length differences (mean values) between the control and torpor animal groups were
compared by a U Mann-Whitney test with the aid of GraphPadPrism (version 5). The
differences in AlS length between AT8+ and AT8- cells from layer V (Fig. 4) and the differences
in AIS length between the Grasp65 versus AnkG antibodies (Fig. 2) were analyzed using a

Wilcoxon test (GraphPadPrism, version 5). Finally, the possible differences in AIS length



between CA1, layer Il and layer V from the neocortex were analyzed using a one-way ANOVA

(Bonferroni posthoc test).

Immunoprecipitation

The left brain hemisphere was dissected from 1 mouse and homogenized in 1.5 ml RIPA buffer
(Sigma-Aldrich, R0278) containing an anti-protease cocktail (Complete mini, Protease inhibitor
cocktail tablets, Roche Diagnostics, 1836153), 1mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride PMSF,
(Calbiochem, 52332). The homogenate was centrifuged twice at 9200 x g for 10 min at 4°C,
with the supernatant being transferred to a new tube after each centrifugation. 1.2 ml of
lysate was preabsorbed with 100 pl of protein A-Sepharose beads (Sigma-Aldrich, P3296-1ML)
and incubated for 30 min at 4°C on a rotator, and was then centrifuged at 1000 x g for 30 sec
at 4°C. The supernatant was transferred and distributed into 2 new tubes — one for a negative
control (without antibody) and the other for incubation with anti-GRASP65 (C-20) antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc-19481). In the case of the negative control, 20 pl of ascetic
liguid was added, whereas in the other tube 500 pug anti-GRASP65 antibody per 1 ug total
cellular protein was added, and both tubes were incubated overnight at 4°C on a rotator. The
following day, 20 pl of protein A-Sepharose beads were added to each tube and incubated for
2 h at 4°C on a rotator. The mixture was centrifuged at 1000 x g for 30 sec at 4°C, and the
supernatants were carefully aspirated and discarded. The pellets with the beads were washed
2—4 times with 1ml RIPA buffer, each time repeating centrifugation at 1000 x g for 30 sec at
4°C. After the final wash, the supernatants were carefully removed and the pellets were
resuspended in 75 pl Laemmli Lysis-buffer 1X (Sigma-Aldrich, 38733). The precipitated proteins
were detected by SDS-PAGE and LC-MS analysis. The samples were dissolved in simple buffer,
denatured and loaded in a 10% SDS-gel and the gel was then stained with Colloidal
Coomassie. The protein band was horizontally divided into two similar portions and each one
was excised in small pieces and the trypsin digestion protocol was performed (Cristobo et al.

2011).

LC-MS analysis

All peptide separations were carried out on an Easy-nLC 1000 nano system (Thermo Scientific).
For each analysis, the sample was loaded into a precolumn Acclaim PepMap 100 (Thermo
Scientific) and eluted in an RSLC PepMap C18 (15 cm long, 75 um inner diameter and 3 um
particle size; Thermo Scientific). The mobile phase flow rate was 300 nL/min using 0.1% formic
acid in water (solvent A), and 0.1% formic acid and 100% acetonitrile (solvent B). The gradient

profile was set as follows: 0-35% solvent B for 90 min, 35—-100% solvent B for 4 min, 100%
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solvent B for 8min. Four microliters of each sample were injected. MS analysis was performed
using a Q-Exactive mass spectrometer (Thermo Scientific). For ionization, 1800 V of liquid
junction voltage and a capillary temperature of 270°C was used. The full scan method
employed an m/z 400—-1500 mass selection, an Orbitrap resolution of 70,000 (at m/z 200), a
target automatic gain control (AGC) value of 3e6, and maximum injection times of 100 ms.
After the survey scan, the 10 most intense precursor ions were selected for MS/MS
fragmentation. Fragmentation was performed with a normalized collision energy of 27 eV and
MS/MS scans were acquired with a starting mass of m/z 100, AGC target of 2e5, resolution of
17,500 (at m/z 200), intensity threshold of 8e3, isolation window of 2 m/z units and maximum
IT of 100 ms. Charge state screening was enabled to reject unassigned, singly charged, and
seven or more protonated ions. A dynamic exclusion time of 20s was used to discriminate

against previously selected ions.

MS data analysis

MS data were analyzed with Proteome Discoverer (version 1.4.1.14) (Thermo) using
standardized workflows. Mass spectra *.raw files were searched against the Uniprot Mus
musculus database (178667 protein sequence entries) using SEQUEST search engine. Precursor
and fragment mass tolerance were set to 10 ppm and 0.02 Da, respectively, allowing 2 missed
cleavages, carbamidomethylation of cysteines as a fixed modification, methionine oxidation
and acetylation N-terminal as a variable modification. Identified peptides were filtered using

Percolator algorithm 9 (2) with a g-value threshold of 0.01.

Results

AIS labeling with polyclonal c-20 antibodies (sc-19481)

In studies focusing on the relationship between the hyperphosphorylation of the microtubule-
associated protein tau and the structural alterations of the Golgi apparatus (GA) in neurons
from AD patients and from animal models of the disease (Anton-Fernandez et al. 20173;
Anton-Fernandez et al. 2015; Anton-Fernandez et al. 2017b), we used several antibodies to
identify the GA. Among them, we noted that goat IgG policlonal antibodies raised against a
peptide corresponding to human Grasp65 (c-20 antibody, Santa Cruz sc-19481) —which
selectively labeled the neuronal GA in human brain tissue (Fig. 1A)— stained the GA with a

much lower intensity in mouse and hamster brain tissue and, instead, in these animals, there



was intense staining of eyelash-like processes extending distally from the base of the soma of
pyramidal neurons, reminiscent of the AIS (Fig. 1B, C). To determine whether they were in fact
AlSs, we performed double labeling experiments combining c-20 antibodies with commercially
available antibodies to Ankyrin G (neuromab) — the main structural component of AlS. In
neurons from layer Il of the neocortex from control (euthermic) hamsters, we found c-20
immunostaining in 660 out of 667 AlISs (99% colocalization), as identified by Ankyrin G
immunostaining (neuromab antibodies) (Fig. 1 D—F). In addition, using Imaris software
(measurement point tool) we measured the length of the AlSs (n=24) stained with both
antibodies and found that both immunostainings yielded virtually the same AIS length (24.09
+ 3.36 um with ¢-20 and 24.42 *+ 3.08 um with Neuromab antibodies) (Fig. 2). These results
revealed that c-20 goat antibodies represent a reliable AlS marker in mouse and hamster brain
tissue. Although the manufacturer company did not provide the precise sequence or the
position of the immunogen peptide, they indicated that c-20 antibodies were raised against a
15-25 amino acid peptide in the C terminal region (between positions 350 and 400) of the
Grasp65 GA protein of human origin (NCBI AAH75854.1). In an attempt to find out which
component of the AIS c-20 antibodies might bind to, we sequenced the blocking peptide
provided by the company (Santa Cruz, sc-19481 P) used to raise the c-20 antibodies. Nano-
scale liquid chromatography tandem mass spectrometry (nLC MS/MS) was performed
(Proteomics and genomics service, CIB, CSIC). This analysis revealed that “EFEVSFLDSPGA” was
the peptide sequence most frequently detected by the spectrometer (17 PSM), thus making it
the most likely immunogenic peptide (Fig. 1 G). Blast analysis (Basic Local Alignment Search
Tool, NIH, U.S National Library of Medicine database) and Clustal Omega analysis (a new
multiple sequence alignment program developed by The European Bioinformatics Institute,
EMBL-EBI) of this immunogen peptide sequence with the sequences of known protein
constituents of the AIS revealed a 60% homology with positions 3133 to 3144 of the 480-kDa
isoform of AnkirinG (Fig. 1 H), which is known to be a major component that is highly
concentrated in the AIS (Hedstrom et al. 2008; Jenkins et al. 2015; Kordeli et al. 1995). To gain
insight into the reasons underlying the above-mentioned interspecies differences in the
immunostaining with ¢-20 antibodies, we compared the region corresponding to the
immunogen peptide between the Grasp65 sequences in rodents and humans. We found that,
in rodents, there is a proline in position 374 instead of the leucine present in humans (Fig. 11).
The presence of this proline in rodents is likely to modify (Piela et al. 1987; Yun et al. 1991) the
protein structure of Grasp-65, making it different from that seen in humans. Structural
simulation of this protein region in both species (Phyre2 software (Kelley et al. 2015)) revealed

a probable alpha helix secondary structure in human Grasp65 that is absent in rodents (Fig. 11).
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This might help to explain the lower efficacy of the binding of c-20 antibodies to Grasp65 in
rodents and the resulting low intensity of staining in the GA. This lower affinity would favor the
binding of c-20 antibodies to Ankyrin G in rodents with intense immunostaining of the AlS as a

consequence

Finally, to explore whether c-20 antibodies bind to AnkG or to any other known AIS
component, we performed immunoprecipitation and mass spectrometry analysis (Proteomics
and Genomics Service, CIB, CSIC). A mouse brain homogenate sample was immunoprecipitated
with c-20 antibodies and the precipitated proteins were separated by SDS-PAGE. Bands with
the adequate molecular weight were excised, trypsin-digested and analyzed by LC-MS analysis.
Mass spectrometry data were searched against the Uniprot Mus musculus database (178667
protein sequence entries) using SEQUEST search engine. This analysis showed multiple
peptides produced by protein digestion corresponding to 97 different proteins. AnkG was the
only known AIS component among them and showed the third highest PSM and Score
(reliability factor) and the highest percentage of coverage (% of protein sequence recognized)
(see supplementary material). In addition, one of the digestion peptides was detected as AnkG
"unique peptide". Taken together, these data indicate that c-20 antibodies recognize AnkG in
mouse brain, therefore justifying their use as a reliable AIS marker. Finally, the use of
polyclonal c-20 antibodies to stain the AlS in the hamster tissue was extremely useful as it
efficiently labeled the AlS and allowed the use of mouse monoclonal antibodies for double

labeling experiments (see below).

AIS lengthens during hibernation

To characterize possible changes of the AIS of neurons during the hibernation cycle of Syrian
hamsters and the possible relationship with tau hyperphosphorylation, we performed
experiments with DAPI staining and double immunocytochemical staining combining c-20
antibodies, as an AIS marker, and AT8 antibodies. We first measured in confocal image stacks
the length in 3D of the AIS from neurons in layers lI-Ill and V from primary sensory (visual and
somatosensory) neocortex and from the CA1 region of the hippocampus in control (euthermic)
animals (n=3) (Fig. 3A—C). In the neocortex, the AlS length from neurons in layers lI-lll and V in
control animals was 22.23 + 1.39 um (n=154 measured AIS in 9 different animals) and 23.79 +
2.01 pum (n=141 measured AIS in 9 different animals), respectively, whereas in hippocampal
CA1 neurons, they were significantly (ANOVA with Bonferroni correction) longer (31.76 + 3.00

pum; n=192 measured AlS in 9 different animals) than in the somatosensory cortex.
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We next analyzed the possible variations in AIS length during the hibernation cycle by
measuring the AIS in animals at torpor (Fig. 3D—F). In torpid animals, AIS length was
significantly longer than in euthermic animals in both the neocortex and hippocampus,
particularly in the latter region (Fig. 3 G—I). In neurons of layers II-lll, this length was 26.53 +
1.86 um (n=210 measured AIS in 12 different animals), whereas in layer V it was 27.41 + 2.19
pum (n=273 measured AIS in 11 different animals). In CA1 hippocampal neurons, the AIS length
was 37.93 £ 3.30 um (n=113 measured AlS in 6 different animals). The analysis revealed that,
in neurons from the neocortex (both layers lI-Ill and V) and CA1 regions, AlS were significantly
longer in torpid animals than in euthermic animals (p=0.0039, p=0.0273 and p=0.0313 in
neurons from layer II-lll, layer V of the neocortex, and in CA1, respectively). AIS lengths in
neurons from torpid animals were 19.48% longer than in euthermic hamsters in layer Il (4.30

pum), 13.20% longer in layer V neurons (3.62 um) and 19.42% longer in CA1 (6.17 um).

In addition, to study whether the AIS increase in length during torpor was accompanied by a
shift in AIS position, we compared the starting or origin point of the AlSs between neurons
from control and torpor animals. In neurons from control animals, we found that the c-20-ir
AlSs started directly from the base of the soma in the large majority of neurons (173 out of
189) (Fig 1D-F). In the 16 remaining neurons (8.5%), the AIS was located slightly more distally
in the axon, with a lag between the base of the soma and the AIS starting point (mean + 1.3 +
0.7 um). Similarly, in neurons from animals in torpor, we found that in only 10 out of 121
neurons (8.2%) the starting point of the AIS was located at a distal position (1.84 + 0.55 um),
whereas in most neurons the AIS started right from the base of the neuronal somata.
Therefore, these results indicate that the increase in the length of the AIS during torpor is in

general not accompanied by a shift in AIS position.

AIS changes in neurons with hyperphosphorylated tau during torpor

It is well known that, during the torpor phase of hibernation, the microtubule-associated
protein tau is highly phosphorylated in various subpopulations of neocortical and hippocampal
neurons, whereas after arousal and return to euthermia, this tau phosphorylation decreases to
normal levels (Arendt et al. 2003; Hartig et al. 2005; Hartig et al. 2007; Stieler et al. 2011; Leon-
Espinosa et al. 2013; Anton-Fernandez et al. 2015). Accordingly, in brain sections
immunocytochemically stained with AT8 antibody, which recognizes phospho Ser202 and

phospho Thr205 sites in tau protein, we found high levels of tau hyperphosphorylation in the
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cell body of a subpopulation of layer V pyramidal neurons in the neocortex (Fig. 4A—C). No AT8
immunostaining was observed at the AlS of these AT8-ir neurons (Fig. 4A—C). We then studied
whether neurons with hyperphosphorylated tau were more or less prone to undergoing

morphological alterations in the AlS during the hibernation cycle.

For this purpose, in confocal image stacks taken from sections of somatosensory cortex from
torpid animals, double immunostained for AT8 and AnKG (c-20 antibodies), we analyzed
whether alterations in AIS length were more or less pronounced in neurons with tau
hyperphosphorylation (AT8-ir) than in AT8-negative neurons. We measured the AlS length of
133 AT8-ir pyramidal neurons and of 129 surrounding AT8-negative neurons from 10 different
animals. We found that, in torpid hamsters, the AIS length from AT8-ir layer V neurons was
longer (28.54 + 2.29 um) than that of nearby AT8-negative neurons (27.47 + 2.163 um) (Fig.
4D). Although the mean difference in AlS length between AT8-ir and AT8-negative neurons was

only 1.07 um (3.9%), these differences were statistically significant (p=0.0488).

AIS disorganization after stroke-induce ischemia during normothermia

Previous studies have reported that, in non-hibernating rodents, the AIS of neocortical
neurons is disrupted after ischemic conditions (induced by middle cerebral artery occlusion) by
the proteolysis of AIS cytoskeleton components, including AnkG (Schafer et al. 2009).
Hibernation is accompanied by ischemia-like conditions due to a reduction in cardiac output
and blood flow that conceivably should induce general damage of the AlS of cortical neurons.
The above results showing no AnkG degradation in AlSs of cortical neurons during torpor
suggest the existence of neuroprotective mechanisms that preserve AIS AnkG expression in
Syrian hamsters during that phase. To test whether these AIS neuroprotective mechanisms
preserve the AIS, as judged by AnkG expression, in hypoxia/ischemia conditions in the
normothermia phase of the hibernation cycle, we studied AnkG/iba-1/NeuN triple
immunostained sections from an animal subjected to a focal ischemia by the permanent
occlusion of the frontal branch of the middle cerebral artery. As expected, iba-1
immunostaining revealed —in the ipsilateral neocortex— an infarct region that primarily
affected the primary somatosensory neocortex (Fig. 5A, B). In this infarct region, iba-1-ir
microglial cells where very abundant, intensely immunostained and showed a non-ramified
hypertrophic phenotype (reactive) as compared with resting microglial cells in the
contralateral somatosensory and motor cortical regions (Fig. 5A, C). In contrast to various

regions of the contralateral hemisphere that were not affected by the artery occlusion and
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that showed normal patterns of AnkG immunostaining, in the infarct region, AnkG AIS
immunostaining (with either c-20 or Nm antibodies) was either severely reduced or absent in
the base of many pyramidal neurons (Fig. 5D—I). These results indicated that, in the Syrian
hamster, AnkG accumulation at the AIS and therefore AIS integrity is disrupted after exposure
to ischemia/hypoxia conditions in normothermia. This contrasts with the preservation of the
AnkG expression at the AlS during the ischemia/hypoxia conditions associated with the torpor

phase of hibernation.

Discussion

In the present study, the main findings are threefold: First, we showed that the use of goat c-
20 antibodies —originally raised against a synthetic peptide corresponding to the human Golgi
reassembly stacking protein— is an excellent tool to label the AIS of rodent neurons. This
allowed the measurement of AIS length in Syrian hamsters during the hibernation cycle in
combination with the simultaneous detection of phosphorylated tau with monoclonal AT8
antibodies raised in mouse. Second, the length of the AIS significantly increases in the
somatosensory cortex and CAl field of the hippocampus in torpor animals compared to
controls. Third, the AIS of layer V of torpid animals were longer in neurons that expressed
phospho-tau than in those not labeled with AT8 antibodies, suggesting that AlS plastic changes

were more marked in phospho-tau accumulating neurons.

Our results indicate that, while in humans c¢-20 antibodies label the neuronal GA, in rodents
they label the AIS — most likely by recognizing the 480kD isoform of Ankyrin G. This protein is
a specific scaffolding protein that, together with spectrin BIV, has a pivotal role in the
maintenance of the structure and function of the AlS, as it is responsible for the tethering of
different types of ion voltage-gated channels to the axonal cytoskeleton (Rasband 2010;
Leterrier 2016; Jenkins et al. 2015), with such channels determining the biophysical properties
of the AIS, including action potential generation. The use of c-20 antibodies allowed us to
measure the AIS length in Syrian hamsters during the hibernation cycle in combination with
the simultaneous detection of phosphorylated tau with monoclonal AT8 antibodies raised in
mouse. This is of particular interest given the scarcity of suitable or specifically designed

reagents to label the AlS in Syrian hamsters.
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AlS plasticity during hibernation

The main results of the present study demonstrate —through the use of double
immunofluorescence as well as 3D reconstruction and measurement techniques— that the
length of the AIS of neurons in layers lI-lll and V and in the CA1 region of the hippocampus
changes during the hibernation cycle of the Syrian hamster. AlS length during torpor was
19.48% longer than in euthermic hamsters in layer Il (4.30 um), 13.20% longer in layer V
neurons (3.62 um) and 19.42% longer in CA1 (6.17 um). Since this AlS increase in length during
torpor was not paralleled by a distal shift in the AIS starting point position, it is likely related to
the distal shift of the AIS endpoint, a boundary established between axonal territories
expressing AnkG and AnkB (Galiano et al. 2012). Although the overexpression of AnkG was
shown to lead to an increase in AlS length (Galiano et al. 2012), the molecular mechanisms

leading to AlS lengthening during torpor remain to be explored.

Various studies have demonstrated that the AlS is an efficient site to regulate neuronal activity
as it has been shown to be subjected to plastic changes in response to neural activity, which
may play a role in the homeostasis of neuronal circuits and adaptive responses of the nervous
system (Grubb and Burrone 2010; Kuba et al. 2010; Grundemann and Hausser 2010). Among
the variety of AlIS plasticity phenomena reported to date, it was shown in the chicken auditory
system that the loss of neuronal activity induced by the disruption of presynaptic sensory
inputs leads to an increase in AlS length in brainstem auditory nuclei (Kuba et al. 2010; Yamada
and Kuba 2016). Visual information deprivation during the critical period of plasticity of visual
cortical neurons prevents the shortening of the AIS and maintains a longer immature AIS
(Gutzmann et al. 2014). During the torpor phase of hibernation, a virtual cessation of neuronal
activity in cortical and midbrain areas has been reported (Strumwasser 1959b, c, a; Igelmund
1995; Igelmund and Heinemann 1995; South 1972; Walker et al. 1977). Therefore, we
hypothesized that AIS lengthening observed in the present study might be a consequence of
this cessation of neuronal activity during torpor. Changes in neuronal activity have been
reported to differentially affect the AIS of different neuronal populations. For example,
neuronal depolarization induces AIS shortening in dentate granule cells (Evans et al. 2015) and
an AIS distal shift in hippocampal CA1 pyramidal neurons (Wefelmeyer et al. 2015). Therefore,
it is conceivable that cessation or a significant decrease in neuronal activity might also
differentially affect the AIS of various neuronal populations. As we have quantitatively
examined neurons only in the somatosensory cortex and CA1l region of the hippocampus,
further quantitative studies should be performed in other brain regions to ascertain whether

AIS lengthening during torpor is a general brain process or a region-specific phenomenon,
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which is more or less accentuated in different regions or even in different neuronal
populations.

Although the AIS distal lengthening concomitant to the onset of the torpor state is relatively
small (13—19%), this change might exert pronounced effects on neuronal excitability, especially
considering that the action potential trigger zone is located in the distal part of the AIS
(Baranauskas et al. 2013; Kole et al. 2007). In the chicken auditory system, AIS lengthening
induced by input deprivation leads to an increase in AlS Nav channel clusters concomitant to a
lowering in the neuronal threshold for excitability (Kuba et al. 2010). Although the biological
outcome of AIS lengthening during torpor and the direct effects that it might impose on
neuronal excitability and action potential characteristics require further study, they are likely
related to the widening of action potentials reported in previous studies during the torpor
phase of hibernation (Krilowicz et al. 1989), characterized by a general decrease in brain
electrical activity (Mihailovic 1972; Strumwasser 1959c; South et al. 1968). In addition, AIS
lengthening during torpor may have indirect consequences for pyramidal neuron excitability
by changing the spatial relationship between AIS and its axoaxonic GABAergic inputs by
Chandelier cells (Muir and Kittler 2014; Wefelmeyer et al. 2015). All these possible
consequences of AIS changes during torpor may be relevant to promote arousal events, or the
seasonal exit from the torpor phase, in which hibernators return to a ‘normal’ situation in a
short period of time. Therefore, the results obtained in the present study propose hibernators
as a natural model to study AIS adaptive plasticity mechanisms in non-pathological conditions
and the compensatory changes in neuronal excitability in response to changes in neuronal

activity.

AIS plasticity and tau phosphorylation during the torpor phase of hibernation

According to previous studies (Arendt et al. 2003; Hartig et al. 2005; Hartig et al. 2007; Stieler
et al. 2011; Leon-Espinosa et al. 2013; Anton-Fernandez et al. 2015; Avila et al. 2004), during
the torpor state of hibernation, the microtubule-associated protein tau is phosphorylated and
accumulates in the somatodendritic compartment of layer V pyramidal neurons. We analyzed
whether neurons with hyperphosphorylated tau —that therefore have microtubule
alterations, which tau hyperphosphorylation itself might induce— undergo morphological
alterations in the AlS during torpor. We found that the AIS length of AT8-ir neurons in cortical
layer V from torpor hamsters was significantly longer than the AIS length of AT8-negative
neurons. One possible explanation for these results is that AlS plastic changes during torpor

are more marked in neurons with an accumulation of hyperphosphorylated tau. The presence
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of phosphorylated tau in the somatodendritic domain has been shown to decrease neuronal
activity (Thies and Mandelkow 2007; Hoover et al. 2010). Therefore, this activity reduction
would be more pronounced in AT8-ir than in AT8-negative neurons during torpor, which would
conceivably induce a more marked AIS lengthening in AT8-ir neurons. Alternatively, AIS
plasticity mechanisms may affect AT8-ir and AT8-negative neurons equally. It is known that
layer V pyramidal neurons are physiologically and anatomically heterogeneous and include
different subtypes on the basis of morphological and electrophysiological characteristics, or on
the basis of the expression of different combinations of neuronal markers and gene expression
patterns (Angulo et al. 2003; Tsiola et al. 2003; Molnar and Cheung 2006; Sorensen et al.
2013). The identity of the layer V pyramidal neurons which accumulate phospho-tau during
torpor remains unknown and, therefore, given that a wide range of AIS morphological
properties among cortical neuronal populations has been reported (Hofflin et al. 2017), the
possibility of them representing a neuronal subpopulation with particularly long AlSs during
euthermia in addition to torpor cannot be ruled out. These are both interesting possibilities

that should be evaluated in future studies.

Despite the similarities of the somatodendritic accumulation of hyperphosphorylated tau
between hibernating mammals at torpor and neurons in the initial phases of AD, there are
clear differences that might be related to AIS integrity preservation. It has been reported that
the AIS diffusion barrier, that maintains the differential distribution of the various isoforms of
tau to specific neuronal domains, is disrupted in AD models in which tau is
hyperphosphorylated and missorted from the axon into the somatodendritic domain (Li et al.
2011). In vitro studies have shown that tau phosphorylation or the knock down of AnkG
disrupts the AIS diffusion barrier inducing the missorting of tau (Zempel et al. 2017). By
contrast, regarding AT8-ir neurons from hamsters in torpor, in which AIS general integrity is
maintained (as judged by the preservation of AnkG immunostaining), AT8 immunostaining was
restricted to the somatodendritic domain and was never found in axons, including the AIS
(present data). This suggests that tau phosphorylation is not the only requirement for the
disruption of the AIS diffusion barrier. Tau phosphorylation is a consequence of the balance
between the activity of a variety of kinases and phosphatases, some of which are restricted to
the somatodendritic or axonal neuronal domains (Bertrand et al. 2010). Therefore, in addition
to the differences between the human and Syrian hamster tau sequence that could affect tau
phosphorylation (Leon-Espinosa et al. 2013), the present data suggest that, unlike with AD,
somatodendritic phospho-tau accumulation in neurons from torpid hamsters could be related

to somatodendritic kinase activation and/or phosphatase inactivation, rather than to an AlS
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barrier disruption. However, further research is needed to distinguish between these intriguing

possibilities.

AIS neuroprotection during the torpor phase of hibernation

Mammalian hibernation includes general adaptive responses to extreme environments. The
torpor phase of hibernation is accompanied by a depression in the immune system, a reduced
metabolism, a decrease in body temperature and a reduction in cardiac output and blood flow,
which would result in brain ischemia under normal conditions (Drew et al. 2001; Zhou et al.
2001; Bouma et al. 2010a; Frerichs et al. 1994). Previous studies showed that neuroprotective
adaptive changes that may prevent neuronal damage during torpor include changes in
microglial cells and structural changes in neurons such as the fragmentation and reduction of
the Golgi apparatus, changes in synaptic connectivity and the retraction of dendritic spines
(Popov and Bocharova 1992; Popov et al. 2007; von der Ohe et al. 2006; Anton-Fernandez et
al. 2015; Bouma et al. 2010a; Bouma et al. 2010b; Cogut et al. 2017; von der Ohe et al. 2007
Leon-Espinosa et al. 2017). The present study adds the AIS to the list of neuronal structures

that might benefit from neuroprotective mechanisms during hibernation.

Previous studies have shown that different cerebral ischemic insults in non-hibernating
mammals including humans resulted in tissue damage leading to AIS disassembly (Schafer et
al. 2009; Hinman et al. 2013; Coban et al. 2017; Del Puerto et al. 2015). It was shown that
ischemia after a middle cerebral artery occlusion model of stroke leads to alterations in the AIS
cytoskeleton including calcium-dependent calpain-mediated proteolysis of the AlS essential
proteins AnkG and spectrin BIV (Schafer et al. 2009). Similarly, it has recently been shown that
oxidative stress drives a calcium-dependent calpain-mediated loss of AIS protein clustering in
vitro related to inflammatory mediated pathological insults that alter AlS stability, such as
Multiple Sclerosis and lipopolysaccharide peripheral injections (Benusa et al. 2017; Clark et al.
2017; Clark et al. 2016). In line with these studies, the present study shows that the AIS of
cortical neurons of Syrian hamsters during euthermia is targeted for disruption as it lacks AnkG
in the cortical ischemic region after middle cerebral artery occlusion. However, AIS AnkG
expression is not disrupted during torpor and AIS general integrity is maintained, despite the

reduction of blood flow characteristic of this phase of hibernation.

It is known that the torpor phase is associated with and confers tolerance to hypoxia and

aglycemia (Frerichs et al. 1998), as antioxidant defense systems increase allowing a higher

18



tolerance to cerebral damage in comparison to non-hibernating animals (Buzadzic et al. 1990;
Drew et al. 2001; Zhou et al. 2001; Buzadzic et al. 1997; Vucetic et al. 2013; Ross and Drew
2006; Yin et al. 2016; Dave et al. 2012; Osborne and Hashimoto 2006; Carey et al. 2003; Drew
et al. 2007). The lack of AnkG disruption during torpor suggests that neuroprotective
mechanisms that are yet to be resolved participate in the attenuation of oxidative stress-
driven calpain-mediated loss of AlS protein that accounts for the maintenance of AlS general
integrity during the hibernation cycle. Since the torpor phase of hibernation is accompanied by
hypothermia, it is also tempting to speculate that some of these mechanisms could also
contribute to neuroprotection against ischemic insults of therapeutic hypothermia, in which
the lowering of the metabolic rate is concomitant with a reduction in the formation of reactive
oxygen species (Karibe et al. 1994; Katz et al. 2004; Yenari and Han 2012; Yenari and Hemmen
2010; Dietrich and Bramlett 2010; Piironen et al. 2014; Wu et al. 2017). The confirmation of
this hypothesis awaits further research for which hibernating animals represent a viable model
to study potential therapeutic mechanisms that would confer tolerance to ischemia during
hibernation and preclude AIS degeneration after severe brain damage, including ischemic

stroke.
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Figure 1: AIS immunostaining using c-20 antibodies. A-C: images taken from the human temporal
neocortex (A) and the somatosensory cortex of hamster (B) and mouse (C), to illustrate the patterns
of DAB immunostaining using c-20 antibodies raised against the GA protein GRASP65. Note that c-
20 antibodies intensely stain the GA of pyramidal neurons in human tissue (arrows in A), whereas
in rodents (B and C) they intensely stained eyelash-like processes oriented perpendicularly to the
pial surface (arrow heads), which are typical of the AIS of neurons. Triple immunostaining with c-
20 antibodies and antibodies directed to AnKG and the neuronal marker NeuN from hamsters (D-
F) allowed verification that these c-20-ir processes were indeed AlS in both hamsters and mice (not
shown). Scale bar (in F): 15 um in A-C; 13 um in D-F. G shows the sequence of human Grasp65
protein. Red highlights the region (350-400 positions) that, according to the manufacturer
company, included the immunizing peptide used to raise c-20 antibodies. Mass spectrometry
analysis of the blocking peptide provided by the company revealed that EFEVSFLDSPGA (squared)
was the peptide sequence most frequently detected by the spectrometer (17 PSM) and therefore
the most likely used to raise c-20 antibodies. H: Blast and clustalW analysis showing the homology
between the putative immunogen peptide sequence with positions 3133 to 3144 of the 480- kDa
isoform of AnkirinG sequence. I: Interspecies comparison of GRASP65 sequence targeted by c-20
antibodies. Note the presence of a proline in position 374 in rodents, instead of leucine that is
present in humans. Note in this region, according to Phyre2 software simulation, the presence of a
probable alpha helix in the secondary structure of human Grasp65 that is absent in rodents.
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Figure 2: A-C trios of confocal stack Z projection photomicrographs taken from a section from the
somatosensory cortex of a euthermic Syrian hamster double immunostained with c-20 (green)
antibodies and commercial antibodies (Nm) to AnkG (red). C shows the extensive colocalization
of both immunostainings at the AIS of pyramidal neurons (some indicated by arrows), in addition
to the immunostaining of the GA with c-20 antibodies (arrowheads). D and E show examples of the
measurement (Imaris software, measurement point tool) of the length of the same AISs on the basis
of immunostaining with c-20 or Nm antibodies. Scale bar (in E): 20 um. F: Box-and-whisker graphs showing
that both immunostainings yielded virtually the same AIS length (n=29).
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Figure 3: Changes in AlS length between control and torpid hamsters. A-F: Z projection photomicrographs
taken from confocal stacks showing c-20-ir AlSs in layer II-11l (A, D), layer V (B, E) of the somatosensory cortex
and the stratum pyramidale from the CA1 hippocampal region (C, F) from control (A-C) and torpid (D-F)
hamsters. Scale (in F): 22.5 um in A-F. G-I: Box-and-whisker graphs showing the increase in the length of the
AIS from layer IlI-lll (G)layer V (H) or CA1 (I) pyramidal cells from hamsters at torpor as compared

to euthermic (control) animals. Wilcoxon, *p < 0.05.
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Figure 4: Analysis of Tau phosphorylation effect on the AlS plasticity. A-C: Trio of confocal stack Z projection
photomicrographs taken from a section from layer V of the somatosensory cortex of a Syrian hamster at
torpor, double immunostained with c-20 (green) and AT8 (red) antibodies to label the AIS and the neurons
with hyperphosphorylated tau, respectively. Arrows point to the AISs from AT8-ir neurons (asterisks),
whereas arrowheads point to the AIS from AT8- neurons. Scale bar (in C): 10 um. D shows that AlS length is
longer in AT8+ (28.54 + 2.292 um) than in AT8- (27.47 + 2.163 um) neurons. Wilcoxon, *p < 0.05.
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Figure 5: AIS alterations after focal ischemia. A: photomicrograph from a coronal brain section
immunostained for iba-1 from a Syrian hamster subjected to a focal ischemia by the occlusion of the
frontal branch of the middle cerebral artery showing (squared zones) the increase in the intensity
of iba-1 immunostaining of the infarct zone as compared to the contralateral neocortex, respectively
shown at higher magnification in B and C. D-G: Images from sections triple immunostained for
NeuN/iba-1/AnkG (Nm) (D-E) or NeuN/iba-1/AnkG (c-20) (F-G) showing (in green) the alterations of
AIS AnkG immunostaining with Nm (D) or c-20 (F) antibodies in the infarct zone, as compared to the
normal AIS immunostaining in the contralateral neocortex (E, G). Insets show images from the same
microscopic fields with merged immunostainings for iba-1 (red) and Neu-N (white) to reveal the
presence of cell bodies from microglial and neuronal cells, respectively. Scale (in G): 980 um in A,
440 pm in B-Cand 11.5 um in D-G.
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