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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa devastadora. Es la
principal causa de demencia en las sociedades occidentales y actualmente no tiene cura. Sus
sintomas no son evidentes hasta estados muy avanzados y su origen sigue siendo desconocido.
Aunque se acepta que es una enfermedad multigénica, han sido pocos los genes asociados a la
enfermedad y, conjuntamente, sélo pueden explicar un pequefio porcentaje de los casos. Se
estima que cerca de 34 millones de personas estan afectadas por la patologia en todo el
mundo y que esta cifra se duplicara en los préximos 20 afios. Por lo que son necesarios mas

esfuerzos para identificar las causas que conducen a la aparicién de esta patologia.

En los ultimos anos la epigenética se ha mostrado como un mecanismo crucial en el
funcionamiento del sistema nervioso y participa en la cognicién, el aprendizaje y en la
formacion de la memoria. Muchas enfermedades neurolégicas estan causadas por mutaciones
en la maquinaria epigenética y cada vez mas indicios sugieren su importancia en muchas otras.
La EA no es una excepcion y los primeros estudios estan empezando a identificar ya nuevos

genes epigenéticamente alterados en la EA.

Conscientes de la importancia de la epigenética en el funcionamiento del sistema nervioso, el
trabajo presentado en esta tesis ha pretendido profundizar en las causas de la EA desde un
punto de vista epigenético. Para ello, hemos desarrollado nuevas herramientas de analisis
epigenémico. Hemos determinado los patrones de metilacién del cerebro de ratéon y hemos
identificado un subgrupo de genes alterados en modelos murinos y muestras post-mortem de
EA. Ademas, hemos identificado genes epigenéticamente alterados desde las primeras fases

de la enfermedad y hemos demostrado las consecuencias funcionales de dichas alteraciones.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis no sélo ponen de relieve la importancia
de los cambios epigenéticos en la aparicion y progresion de la EA sino que, ademas, ofrecen
nuevas vias de diagndstico y tratamiento reforzando la necesidad de incidir en esta via de
investigacion que estd empezando a ofrecer nuevas perspectivas para una enfermedad que

actualmente no tiene cura.
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Summary

Alzheimer's disease (AD) is a devastating neurodegenerative disorder. It is the main cause of
dementia in Western societies and currently has no cure. Symptoms only appear in late stages
and it origin remains unknown. Although it is accepted that AD is a multigenic disease, few
genes have been associated with these disease and, together, they only explain a small
percentage of cases. It is estimated that around 34 million of people in the world is affected by
AD and that this number will double in next 20 years. As consequence, more efforts are

necessary to identify the causes of the disease.

In recent years, epigenetics has demonstrated to be crucial in nervous system and it is involved
in cognition, learning and memory formation. Many neurological diseases are caused by
mutations in the epigenetic machinery and many others are associated with epigenetic
alterations. AD is not an exception and pioneer studies are starting to identify new genes

epigenetically altered in these disease.

Due to the importance of epigenetics in nervous system, the work presented in this thesis aims
to get insight of the causes of AD from an epigenetic perspective. To this end, we have
developed new tools of epigenomic analysis, determined methylation patterns of mouse brain
and described a subset of genes epigenetically altered in mouse models and post-mortem
samples of AD. In addition, we have identified genes epigenetically altered from the earliest

stages of the disease and demonstrated the functional consequences of these alterations.

In sum, the results presented in this thesis not only highlight the importance of epigenetic
changes in the onset and progression of AD but also offer new avenues of diagnosis and
treatments reinforcing the necessity of get deeper in this line of research that is already

starting to provide a new perspectives for a disease that currently has no cure.
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1. Introduccion

1.1. Epigenética

Epigenetica (del griego epi-: “en, sobre”, and genetikos: “genitivo, génesis, origen”) es la
disciplina que estudia los rasgos hereditarios consecuencia de cambios en la estructura de los
cromosomas que no afectan a la secuencia del ADN (Berger et al., 2009). En un sentido
amplio, se entiende a la epigenética como al mecanismo mediante el cual el ambiente es capaz
de modificar el fenotipo sin alterar el genotipo (Barros y Offenbacher, 2009) y, por tanto, esta
influenciado por factores como la dieta (Cooney et al., 2002), el tabaquismo (Zeilinger et al.,
2013), el comportamiento (Miller et al., 2010), el estilo de vida (Fraga et al., 2005) y el

envejecimiento (Heyn et al., 2012).

En un sentido mds estricto, la epigenética es la disciplina que estudia, principalmente, la
metilacién del ADN y la modificacion de las histonas. Mediante estos mecanismos, la
epigenética es capaz de controlar la unién de factores de transcripcion, la expresion génica, la
utilizacion de sitios de inicios de transcripcion alternativos y los procesos de splicing (Choy et
al., 2010, Elango et al., 2011, Schwartz et al., 2010). Ademas, también regula el desarrollo
(Palini et al.,, 2011), la expresion tejido-especifica, el silenciamiento de los elementos
transponibles, la estabilidad del genoma, la impronta gendmica, la inactivacion del cromosoma
X y la identidad celular (Inbar-Feigenberg et al., 2013). Por tanto, se puede entender a la
epigenética como a un mecanismo de regulacidon pan-gendmica capaz de modular la mayoria
de los aspectos del genoma y del transcriptoma. De hecho, bajo su batuta, un mismo genoma
es capaz de presentar una inmensa variedad de fenotipos, permitiendo la adaptacién a
estimulos, la diferenciacion celular o la senescencia. El aprendizaje, la memoria o el
envejecimiento, son también diferentes manifestaciones de este mismo concepto, que
adquiere vital importancia en el funcionamiento del sistema nervioso, donde millones de
células, organizadas en estructuras especificas y con funciones determinadas, se coordinan

gracias a la accién de patrones epigenéticos caracteristicos.
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1.11 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN consiste en la adicién de un grupo metilo a citosinas seguidas de
guaninas (dinucledtidos CpG). Estos dinucledtidos estan infra-representados en el genoma y
tienden a acumularse en regiones denominadas islas CpG (CGls). A pesar de ello, alrededor del
95% de las CpGs se encuentran dispersas por todo el genoma sin mostrar ningun tipo de
agregacion. En general, las CpGs de las CGls estan no metiladas y las CpGs que no se
encuentran en CGls, metiladas. Como consecuencia, se observa una distribucién de la
densidad de metilacion del ADN bimodal, en la que la mayoria de las CpGs estan metiladas, un
menor numero de CpGs estan no metiladas y una fraccion casi despreciable de CpGs estan

parcialmente metiladas (Vinson y Chatterjee, 2012).

Tradicionalmente, se ha considerado a la metilacién del ADN como a una marca represiva. Esto
es debido a que la metilacion de CGls en promotores esta asociada al silenciamiento de genes
tejido-especificos y a la inactivacién del cromosoma X (Straussman et al., 2009). Sin embargo,

la realidad es mucho mas compleja.

Hay que considerar que alrededor del 70% de los genes anotados, incluidos casi todos los
genes de expresidén constitutiva y una fraccion de los genes especificos de tejido y genes
reguladores, contienen CGls en sus regiones promotoras (Deaton et al., 2011). Esta asociacion
refuerza la importancia de las CGls en la regulacion génica, pero dado que dichas CGls suelen
estar no metiladas también sugiere que dicho papel en la regulacién génica no es
exclusivamente dependiente de su metilacion del ADN. De hecho, si nos fijamos en la
distribucion de CGs en los promotores génicos, observamos que no siguen una distribucion
normal si no que presentan una distribucion dicotémica (Sharif et al., 2010). Es decir, que
existen dos tipos de genes, los que contienen CGls, principalmente de expresion constitutiva,
con una baja tasa evolutiva y una utilizacion de inicios de transcripcién (TSS) relajados, y los
genes sin CGls, con una expresion mas débil y restringida, una tasa evolutiva mas alta y una
utilizacion de TSS mas estricta (Tang et al., 2007). Esta distincion entre genes que contienen
CGIs y los que no, también es patente en la distribucion de motivos de unidon a factores de
transcripcion ya que se observa que los genes que contienen CGls tienden a carecer de

elementos TATA y son mas ricos en motivos tipo Sp1, NRF-1y E2F (Deaton et al., 2011).

En este sentido también es importante tener en cuenta que el ADN no se encuentra libre en la

célula y que estd asociado a histonas en forma de nucleosomas: fragmentos de 147 pares de

28



bases de ADN que se enrollan alrededor de octdmeros de histonas - dos dimeros de histonas
H2.A-H2.B y un tetramero de histonas H3-H4 (Schones et al., 2008). La distribucion y
compactacién de estos nucleosomas determinan la estructura de la cromatina, actuando como
auténticas barreras fisicas que, en ultima instancia, regulan el acceso de la maquinaria
transcripcional al ADN. Es por ello que una baja ocupacién nucleosomal en los TSS esta
generalmente asociada a un mejor acceso del la polimerasa y una mayor expresién génica,
mientras que, a la inversa, una alta ocupacion nucleosomal suele estar asociada a un peor
acceso y a una menor expresion (Schones et al.,, 2008). En este sentido, y volviendo a la
distincion entre genes con y sin CGls, hay que destacar que las CGls representan una
plataforma inestable para el posicionamiento nucleosomal, favoreciendo el estado de no
ocupacion vy, por ello, proporcionando un espacio accesible para la polimerasa y factores de
transcripcion (Ramirez-Carrozzi et al.,, 2009). De ese modo se confiere sentido a la asociacién
entre CGls y genes de expresidn constitutiva, donde se mantiene el acceso a la maquinaria de
transcripcion, garantizando una expresién constante y general, menos dependiente de
regulaciones especificas, y a la asociacion entre genes sin CGls y una expresion mas restringida,

donde existe un acceso mas limitado y una mayor regulacién (Ramirez-Carrozzi et al., 2009).

Recientemente se ha observado que las CGls no metiladas en promotores suelen presentar un
enriquecimiento de guaninas en la hebra del sentido de la transcripcidn. Este enriquecimiento
permite la estabilidad termodinamica de una estructura hibrida entre las dos hebras del ADN y
el transcrito complementario de ARN, denominada R-loop, que tiene la propiedad de bloquear
la metilacion del ADN (Ginno et al., 2012). De ese modo, se establece una sinergia en la que
la existencia de una CGI no metilada facilita la expresién de un gen que, a su vez, mantiene
dicha CGl libre de metilacion. Esta sinergia actuaria también en el sentido contrario, ya que si
se metila el ADN de dicha region, silenciandose la expresién del gen, no se forma el R-loop y se
mantiene de manera estable el silenciamiento ayudando a perpetuar dichos estados de

regulacién.

Por tanto, no solo es importante considerar el estado de metilacién del ADN, sino que
también, el contexto en el que esta ocurre. Aunque implicando diferentes mecanismos de
accioén, la metilacion de los TSS en genes, con y sin CGls, esta asociada con la represion
transcripcional. De un modo similar, la metilacion de los motivos de uniéon a factores de
transcripcion se asocia con una menor expresion génica (Choy et al., 2010) y, dado que los
factores de transcripcién tienden a localizarse cerca de los TSS, se puede concluir que la
metilacién de las regiones promotoras esta generalmente correlacionada con la represion

génica. Por el contrario, cuando se presenta en los cuerpos de los genes, donde la densidad de
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CGs es menor, la metilacién del ADN se asocia positivamente con la expresidon génica (Zemach
et al., 2010) y, por tanto, se trata en una marca de activacion génica. Este diferente
comportamiento de la metilaciéon del ADN segin el contexto establece unos perfiles
completamente opuestos entre los genes altamente expresados, con una baja metilacién en
los TSS y una alta metilacidon en los cuerpos génicos, y los genes reprimidos, con una mayor

metilacion en los TSS y una menor metilacién en los cuerpos génicos (Figura 1).
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Figura 1. Perfiles de metilacion del ADN media segln posicién gendmica de genes alta y pobremente expresados
basandose en los datos ENCODE para la linea celular GM06990 (Figura adaptada de Ball et al, 2009. Nat

Biotechnol).

Del mismo modo a lo que ocurre en los TSS, la metilacion del ADN en los cuerpos génicos
también se asocia con un mejor posicionamiento nucleosomal, pero en este caso,
favoreciendo la extension y la expresion génica (Guenther et al.,, 2007). En este sentido, una
mayor metilacién de los exones del cuerpo del gen esta asociada con una mayor inclusién en
los transcritos finales, es decir, con su no splicing (Choi et al., 2010). En consecuencia, el
posicionamiento nucleosomal en los exones es también mayor, facilitando su reconocimiento
y reforzando la idea de que la metilacion del ADN y el posicionamiento nucleosomal estan
intimamente relacionados (Tilgner et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Chodavarapu et al.,

2010).

Otras observaciones también apoyan esta idea. Curiosamente, las ADN metiltransferasas
(DNMTs), encimas responsables de la metilacion del ADN, se encuentran fuertemente ancladas
a los nucleosomas (Jeong et al., 2009), estableciendo una clara asociacion entre el
posicionamiento nucleosomal y la metilacion del ADN. En general, se ha establecido que la

DNMT1 es necesaria para mantener los patrones metilacion durante la replicacion del ADN,
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mientras que las DNTM3A y DNMT3B son responsables de la metilacién de novo del ADN
durante el desarrollo. La carencia de estas enzimas provoca la hipometilacidon del genoma, de
manera pasiva y dependiente de la replicacién (Rhee et al., 2002), pero el ADN también puede
ser activamente desmetilado. En este sentido son necesarios varias actividades y pasos
enzimaticos, incluyendo la oxidacidon de las 5-metilcitosinas (5mC) a 5-hidroximetilcitosinas
(5hmC), y posteriormente a 5-formilcitosinas (5fC) y 5-carboxicitosinas (5caC), por las ten-
eleven translocation proteins (TET), y la escision y conversién final a citosinas por las thymine-

DNA glycosylases (TDG) (Kohliy Zhang, 2013).

1.1.2 Modificacion de Histonas

Como hemos visto, los nucleosomas son componentes importantes de la cromatina y estan
implicados en su regulacién. La situacion y compactacién de dichos nucleosomas, aunque
influenciada por la propia secuencia del ADN, estd, principalmente, regulada por
modificaciones covalentes en histonas. Dichas modificaciones tienden a ocurrir en las colas N-
terminales de las histonas, con algunas excepciones afectando al nucleo globular de las

mismas.

Existe una gran variedad de modificaciones que son fruto de la actividad enzimatica de
complejos antagonistas. Las dos principales modificaciones, la acetilacion y metilaciéon de
lisinas, son el resultado de la actividad enzimatica de las histona acetiltransferasas (HAT) y de
las histona desacetilasas (HDAC), y de las histona metiltransferasas (HMTs) y de las histona
desmetilasas (HDMTs), respectivamente (Portela et al., 2010). Las fosforilaciones, las ADP-
ribosilaciones, ubiquitinaciones, sumoilaciones, adenilaciones, y otras modificaciones, son
también resultados de complejos antagénicos similares, aunque sus implicaciones funcionales

han sido menos estudiadas.

Varios aminoacidos son susceptibles de ser modificados de diferentes maneras: las lisinas
pueden ser acetiladas, mono-, di- o tri-metiladas, y mono- o poli-ubiquitiniladas; las argininas
pueden ser desaminadas, mono-, o di-metiladas y mono- o poli-ADP-ribosiladas; las serinas y
treoninas puede ser N-acetylglucosaminadas y fosforiladas; los glutamatos puede estar mono-
o poli-ADP-ribosilados; las prolinas pueden ser isomerizarizadas; y, finalmente, las tirosinas

puede ser también fosforiladas. Por tanto, existe una gran variedad de modificaciones que
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pueden ocurrir en multiples residuos, por lo que se ha postulado la existencia de un verdadero

cadigo de histonas cuyas implicaciones funcionales son aln poco comprendidas.

Una de las modificaciones mas estudiadas es la acetilacion de histonas (H) en lisinas (K). La
mayoria de ellas - H3K9, H3K14, H3K18, H3K27, H3K56, H4K5, H4K8, H4K12 y H4K16 - se
encuentran en las colas de las histonas y su acetilacidon esta asociada con la activacion génica
(Wang et al., 2008), aunque, como hemos dicho, también existen modificaciones en el interior
del nucleo de nucleosomal, como la acetilaciéon de la H3K56. La acetilacidon de estas lisinas es
fruto de la actividad de tres familias de HAT — las GNAT, MYST y CBP/p300 — cuya especificidad
depende de su asociacion con grandes complejos multiproteicos (Bannister y Kouzarides
2011). Por ejemplo, la lisina acetiltransferasa 2A (KAT2) - un miembro de la familia GNAT —
acetila las lisinas H3K9 y H3K14 cuando se asocia con el adaptador transcripcional 2B (TADA2B)
pero, en cambio, acetila las lisinas H4K5 y H4K12 cuando se asocia con el adaptador
transcripcional 2A (TADA2A) (Pankotai et al., 2005). De manera similar, la especificidad de las
HDAC, que antagonizan los efectos de las HAT y, en consecuencia, se les considera represores
transcripcionales, también depende de su asociacidon con grandes complejos multiproteicos

(Yang y Seto, 2007).

Otra modificacion de las histonas bien estudiada es también la metilacion de las lisinas, que
pueden ser mono-, di-o tri-metiladas. Contrariamente a lo que ocurre con la acetilacion de
histonas, el significado de cada modificacién depende del aminoacido que se modifica y del
numero de grupos metilo afiadidos. Por ejemplo, la mono-metilacion de la H3K9 (H3K9mel) y
de la H4K20me1l estan asociadas con la activacién génica, mientras que la tri-metilacion de la
H3K9 (H3K9me3) y de la H4K20me3 estan asociadas con la represién génica (Wang et al, 2008;
Barski et al, 2007). Del mismo modo, las H3K4mel, H3K4me3 y H3K36me3 representan
marcas especificas enriquecidas en enhancers, TSS y cuerpos génicos, respectivamente

(Heintzman et al., 2007).

Contrariamente a lo que ocurre con la acetilacién de histonas, las HMTs y las HDMTs son
enzimas muy especificas que modifican lisinas concretas en un grado de metilacidon
determinado. En este sentido, tres HMTs llevan a cabo la metilacion de la H4K20 de manera
especifica. La monometilacion de la H4K20 se lleva a cabo exclusivamente por la SET domain
containing 8 (SETD8), la dimetilacion por la suppressor of variegation 4-20 homolog 1
(SUV420H1), y la trimetilacién, por la suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (SUV420H2).
Del mismo modo, la metilacion de la H3K79 es exclusivamente consecuencia de la actividad de

la DOT1-like histone H3 methyltransferase (DOT1L), y la metilacidon de la H3K27 de la enhancer
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of zeste homolog 2 (EZH2). De manera similar, las HDMTs también muestran un alta
especificidad de sustrato y, por ejemplo, la lysine-specific demethylase 1A  (LSD1)
exclusivamente desmetila las H3K4mel y H3K9me2, pero no sus formas trimetiladas, y la
subfamilia de lysine-specific demethylases 4 (KDM4s) exclusivamente desmetila las fomas di- y
trimetiladas de las H3K9 y H3K36, pero no sus formas monometiladas (revisado en Bannister y

Kouzarides, 2011).

Por tanto, una gran cantidad de aminoacidos pueden ser dianas de diferentes modificaciones
llevadas a cabo por una gran variedad de enzimas y complejos, y, dado que algunos cambios
impiden la presencia de otros, y viceversa, la complejidad del cédigo de histonas es enorme.
Algunas de estas modificaciones pueden regular directamente la estructura de la cromatina
alterando la carga eléctrica de las histonas, como las acetilaciones y fosforilaciones, y otras,

como las ubiquitilaciones, alteran la conformacién de los nucleosoma por su gran tamafio.

Sin embargo, aunque estos efectos no pueden ser ignorados, el mayor efecto de estas
modificaciones en la estructura de la cromatina esta asociado a su importancia como “marcas”
para la maquinaria celular. Por ejemplo, la H3K4me3 se asocia con TSS activos y se
correlaciona con la expresion de genes, lo que es interpretado por la maquinaria celular como
un indicador de "inicio de gen activo". La marca H3K36me3 se asocia con los cuerpos de los
genes, especialmente en los exones que se incluyen en los transcritos finales (Hon et al., 2009),
y son interpretados por la maquinaria de splicing como una "marca de inclusion". De forma
similar la H3K79me2, que se encuentra preferentemente en el primer intrén (Huff et al., 2010),
se reconoce como una "marca de intron" y la H3K4mel, presente en los enhancers, como

“enhancer activo” (Figura 2).
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Figura 2. Perfiles de las diferentes modificaciones de histonas segun posicion gendmica de genes activos (a) e

inactivos (b) (Figura adaptada de Barski et al., 2007. Cell).
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1.13 Interacciones entre los diferentes mecanismos epigenéticos

Una analogia frecuentemente utilizada es hablar del cddigo epigenético como de un lenguaje
en el que las letras y las palabras son la metilacién del ADN y las modificacién de histonas, los
escritores, las DNMTs, HATs y HMTs, y los correctores, las proteinas Tet, HDACs y HDMTs. En
este lenguaje también hay lectores. Tres familias de proteinas son capaces de leer las 5mCs: las
methyl-CG binding domain proteins (MBD) (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4), las SET-
and Ring finger-associated proteins (SRA) (UHRF1 y UHRF2) y las proteinas de la familia KAISO
(Kaiso, ZBTB4 y ZBTB38). La acetilacion de las histonas es leida por las proteinas que contienen
bromodominios y dominios PHD en tandem, y la metilacién, por proteinas que contienen
cromodominios, dominios PHD, dominios WD40, Tudor, MBT, zf-CW, PWWP y repeticiones

ankirina.

Siguiendo en la misma linea que las HATs y las HDACs, las proteinas que leen las marcas de
acetilacion muestran una baja especificidad y pueden reconocer diferentes aminoacidos
modificados. Aunque que hay que destacar que, en este sentido, existe una cierta
especificidad en algunas enzimas, como por ejemplo, en una de las variantes de splicing del
gen D4 zinc and double PHD fingers family 3 (DPF3), la DPF3b, tiene una mayor afinidad por las
H3 acetiladas que por las H4 acetiladas. Del mismo modo que con las HMTs y las HDMTs, las
proteinas que leen la metilacion de las histonas muestran también un mayor grado de
especificidad. Por ejemplo, destacar que la PWWP domain-containing protein 1 (PDP1)
reconoce exclusivamente las H4K20me1l y la crumbs homolog 2 (CRB2), la H4K20me2 (revisado

en Yun et al., 2011).

En realidad, toda esta maquinaria de escritores, lectores y correctores no actua
independientemente y estd asociada a grandes complejos, en los que se establece una
profunda interaccion entre las diferentes marcas epigenéticas. Asi, se observa una fuerte
relacion entre la metilacion del ADN y las marcas de las histonas que, actuando
conjuntamente, son capaces de regular la mayoria de los aspectos del genoma vy el
transcriptoma. Por ejemplo, las proteina MeCP2 y KAISO, que reconocen sitios de ADN
metilados, son capaces de interaccionar con las HDAC1 y HDAC3 vinculando la metilacion del
ADN vy la desacetilacién de histonas (Suzuki et al., 2003; Yoon et al., 2003). De forma similar, la
proteina UHRF1, que también reconoce sitios del ADN metilados, es capaz de interactuar con
las diferentes DNMTs y con la histona metiltransferasa G9A proporcionando, en este caso, un

enlace entre la metilacion del ADN y la metilacién de las H3K9 (Meilinger et al, 2009; Rottach
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et al, 2010). También existe una fuerte interaccidon entre las diferentes marcas de histonas
como puede observarse, por ejemplo, con el hecho de que la histona acetilasa GCN5 es capaz
de reconocer las marcas de H3K4me3, vinculando la metilacién y la acetilacion de histonas en
contextos especificos. Como hemos mencionado anteriormente, tanto la acetilacion de
histonas como la H3K4me3 son marcas de activacion génica, estableciéndose una sinergia que
favorece la union de la transcription factor Il D (TFIID) de la polimerasa, que se une mas
fuertemente a la H3K4me3 cuando estd flanqueado por las marcas H3K9ac y H3Kl4ac

(Vermeulen et al., 2010).

Siguiendo con la analogia del lenguaje, todas las lenguas tienen sus propios intérpretes y, en
este caso, se trata de los complejos remodeladores de la cromatina que, en funcién de las
diferentes marcas epigenéticas, son capaces de regular la presencia y posicion de los

nucleosomas en el genoma.

Existen tres grandes familias de complejos remodeladores: los SWI/SNF, los NuRD vy los ISWI.
La familia de los SWI/SNIF comprende una serie de complejos compuestos por 11
subunidades, codificadas por 20 genes, que se ensamblar de manera alternativa generando
288 combinaciones posibles. En estos complejos siempre aparece una ATPasa (BRG o BRM),
una proteina BAF60 especifica (BAF60a, BAF60b o BAF60c), y varias subunidades
especializadas que varian entre los diferentes complejos. Como ejemplo de estas subunidades
podriamos destacar a BAF53b, que se expresa exclusivamente en neuronas, y cuya ausencia en
ratones es incompatible con la vida, observandose una fuerte reduccion de la extension de las
neuritas y de la formacion de sinapsis (Wu et al., 2007). Una estructura modular similar se
observa en las familias NuRD, con 48 combinaciones posibles, y la ISWI, con siete (Wu et al,,

2009).

En general, podriamos decir que estos complejos de remodelacién son verdaderos poliglotas
gue, interactuando con diferentes proteinas de la cromatina y factores de transcripcion (Reddy
et al., 2010), son capaces de leer los diferentes contextos y marcas epigenéticas, interpretando
gue regiones deben ser expuestas o ocultadas, que regiones tienen que ser compactadas o
relajadas, y, en definitiva, que regiones van a estar activas en cada momento y tipo celular

concreto.
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1.2. Epigenética del sistema nervioso

El sistema nervioso es un sistema altamente especializado en el que millones de células, con
perfiles epigenéticos especificos, se organizan en diferentes estructuras con patrones
epigenéticos y de expresion caracteristicos (Xin et al.,, 2010; Ko et al. 2013). Es en el sistema
nervioso donde, como mecanismo de pan-regulacién gendmica, la epigenética afronta uno de
sus mayores retos. Es donde tres de cada cuatro genes es expresado (Johnson et al., 2009), y
donde se expresan mas variantes de splicing (Yeo et al., 2004) y micro-RNAs (Cao et al., 2009)
gue en ningun otro tejido. Ademas, estos patrones de expresién estan siendo continuamente
modulados por la actividad cerebral, la memoria y el aprendizaje (Zovkic et al., 2013),
expresandose en menos del 20% de las células mds del 70% de los genes expresados en

cerebro (Lein et al., 2007).

En definitiva, el sistema nervioso es una estructura sumamente compleja en la que no solo
existe una importante variabilidad estructural, sino en la que también existe una gran
variabilidad celular. Por tanto, se trata de sistema altamente dependiente de la regulacién
epigenética y, con ello, también especialmente sensible a sus perturbaciones. Por eso, no es
sorprendente que cada vez mas alteraciones epigenéticas se asocien a enfermedades
neuroldgicas (Jakovcevski y Akbarian, 2012) y que cada vez mas indicios sugieran su relevancia

en muchas otras.

La importancia de la metilacién del ADN y de las modificaciones de histonas en el desarrollo
neuroldgico queda patente por el hecho de que mutaciones en los genes de la maquinaria
epigenética causan graves enfermedades asociadas a retrasos mentales severos (Berdasco y
Esteller, 2013). En este sentido es destacable que, mutaciones en genes que establecen marcas
epigenéticas, como la ADN metiltransferasa DNMT1 o en la histona acetiltransferasa CREB-
binding protein (CBP), causan neuropatia hereditaria sensorial autonoma con demencia tipo 1
(HSAN1) y sindrome de Rubinstein-Taybi respectivamente, y que mutaciones en genes que se
encargan de leerlas, como MECP2, o de interpretarlas, como genes de la familia SWI/SNF,
causan sindrome de Rett y sindrome de Coffin-Siris respectivamente (Urdinguio et al., 2009;

Sanchez-Mut et al., 2012; Berdasco y Esteller, 2013).

Pero quizas uno de los descubrimientos mas fascinantes de la neurociencia actual que apoya la
relevancia de la epigenética en la funcion del sistema nervioso ha sido el descubrimiento de

qgue la actividad neuronal modifica la metilacion del ADN y las marcas de histonas, y que la
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memoria y el aprendizaje estan sustentados por cambios epigenéticos (Levenson et al., 2004;
Miller y Sweatt, 2007; Ma et al., 2009; Gupta et al., 2010; Miller et al., 2010; Guo et al., 2011;
Zovkic et al., 2013). De hecho, la eliminacién de las DNMT1 y DNTM3a, y de las HMT GLP y
G9A, en neuronas diferenciadas provoca alteraciones en la memoria y el aprendizaje (Feng et
al., 2010; Kramer et al., 2011), asi como también la sobreexpresion de la proteina MECP2 (Na
et al., 2012) o la proteina HDAC2 (Guan et al.,, 2009), correlacionandose con un menor
densidad dendritica y un menor niumero de sinapsis. Por el contrario, las deficiencias en
HDAC2 y HDAC3 facilitan la formacién de la memoria y el aprendizaje, aumentando, a su vez,

el nimero de dendritas y sinapsis (Guan et al., 2009; McQuown et al., 2011).

En ese sentido, es de destacar que tratamientos con inhibidores de las HDAC, como el acido
valproico (VPA) o el butirato sddico (BS), han demostrado ser capaces de potenciar la memoria
y el aprendizaje en diferentes modelos animales (Graff y Tsai, 2013), asi como también reducir
los déficits cognitivos asociados a patologias como la enfermedad de Alzheimer (EA), la

enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Huntington (Zhang et al., 2013).

1.3. Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un proceso neurodegenerativo que representa, con un
70%, la principal causa de demencia en las sociedades occidentales, afectando al 11% de la
poblacién de mas de 65 afios y al 50 % de mas de 85 (Smith, 1998; Blennow et al., 2006). Se
trata de una enfermedad compleja y heterogénea, en la que se puede establecer una clara
dicotomia entre las formas familiares, de alta penetrancia y de aparicién temprana (<65 afios),
y las formas esporadicas, mucho mas frecuentes, con agregacion familiar difusa y de aparicién
tardia (>65 afos) (Tanzi, 1999; Bird, 2008). Se caracteriza por un declive progresivo de las
capacidades cognitivas generales acompafiada de una acumulacién de placas amiloideas y de

neurofibrillas de proteina TAU hiperfosforilada (Duyckaerts y Dickson, 2003; Lowe et al., 2008).

Aunque se acepta que es una enfermedad multigénica, amén de su componente ambiental
(Chouliaras et al., 2010), solamente se han conseguido identificar cuatro genes que causen o
confieran un riesgo importante ante la EA: amyloid beta precursor protein (APP), presenilin 1
(PSEN1), presenilin 2 (PSEN2), y apolipoprotein E (APOE) (Levy et al., 1990; Van Broeckhoven et
al., 1990; Sherrington et al., 1995; Rogaev et al., 1995; Corder et al., 1993). En este sentido,

mutaciones en APP, PSEN1 y PSEN2, son responsables de la mayoria de las formas de aparicion
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temprana, representando alrededor del 5% de los casos totales, y determinados haplotipos del
gen APOE, aunque no sean causa suficiente, confieren un riesgo importante a padecerla. De
hecho poseer una o dos variantes €4 del gen APOE confiere, segun estudios, entre 2.7 y 33.1
veces mas riesgo a padecer la enfermedad (Bertram et al., 2007). Muchos otros genes han sido
también asociados a las formas esporadicas de EA, aunque con riesgos asociados muy

limitados (Bertram et al., 2007; Lamber et al., 2013).

Es interesante destacar que las mutaciones en APP, PSEN1 y PSEN2 asociadas a las formas
familiares de EA tienden a favorecer la generacién de placas amiloideas (Tanzi y Bertram,
2005; Tanzi, 2013). Esto es consecuencia de que la proteina APP puede ser secuencial y
alternativamente procesada por los complejos a-/ y-secretasas, liberando un fragmento
soluble denominado P3, o por los complejos B-/ y-secretasas, liberando el fragmento insoluble
B-amiloide (AB), del que existen dos isoformas mayoritarias - AB40, relativamente benigna, y
AB42, mas tdéxica y con una mayor tendencia a agregar. En este sentido, la generacién del
fragmento AP42, que es el principal componente de las placas amiloideas, esta favorecida por

las mutaciones en APP, PSEN1 y PSEN2 (Tanzi y Bertram, 2005; Tanzi, 2013).

Estas observaciones han llevado a postular la denominada hipdtesis amiloidea que sugiere que
el péptido AB y las placas amiloideas juegan un papel central en la etiopatologia de la EA
(Hardy y Allsop, 1991; Hardy y Higgins, 1992; Hardy, 1997). De hecho, esta hipdtesis esta
sustentada por un gran nimero de evidencias, destacando, por ejemplo, la asociacion entre
las placas amiloideas y la presencia de neuritas distréficas, astrogliosis, y pérdida de sinapsis
observada en EA (Serrano-Pozo et al., 2011), la alta prevalencia de la EA en el sindrome de
Down (Wisniewski et al.,, 1985; Coppus et al.,, 2006), donde existe una copia extra del
cromosoma 21, y por tanto del gen APP, o el hecho de que los péptidos AB provoquen
neurodegeneracion in vitro (Yankner et al., 1990; Pike et al., 1991; Mattson et al., 1992; Pike et
al., 1993). En este sentido, es interesante destacar que, al igual que la EA muestra un avance
progresivo, la acumulacion de placas amiloideas también muestra un patrén espacio-temporal
caracteristico, estableciéndose, principalmente, tres estadios: 1) Estadio A, con afectacién de
las regiones basales de la corteza frontal, temporal y occipital; 2) Estadio B, con afectacién de
todas las regiones asociativas de la corteza, pero no de las regiones primarias; y 3) Estadio C,
con afectacién de toda la corteza, incluyendo las regiones primarias (Figura 3a; Braak y Braak,
1991). Des del punto de vista laminar, los depdsitos amiloideos tienden a afectar a todas las

capas de la corteza por igual, aunque las capas | y VI parecen estar un poco mas protegidas.
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Figura 3. Progresion de la EA a lo largo de los diferentes estadios de Braak. Patron de acumulacion de placas
amiloideas (a) y neurofibrillas (b). Las flechas muestran las principales tendencias de acumulacién (Figura adaptada

de Jucker y Walker, 2011. Ann Neurol.).

Lamentablemente, aunque la patologia amiloidea muestra una progresiéon en la EA, la
correlacion con la severidad o duracién de la EA es baja, poniendo en duda si las placas
amiloideas son causa o consecuencia de la patologia, y el modo en que estas se asocian con la
enfermedad (Nelson et al., 2012). De hecho, el péptido AB puede formar diferentes tipos de
agregados, existiendo una gran controversia respecto al tipo o tipos de agregados que serian
responsables de la pérdida neuronal y de los déficits cognitivos asociados a la EA, pudiendo

ser incluso algunas de esas formas neuroprotectoras (revisado en Gilbert, 2014).

A diferencia de lo que ocurre con las placas amiloideas, las neurofibrillas de proteina TAU
hiperfosforilada si presentan una fuerte correlacion con la severidad y duracion de la EA,
mostrando, ademads, un patrén de progresién espacio-temporal mucho mas consistente. En
este caso, se han establecido seis estadios: Estadio |, afectacion de la corteza entorrinal;
Estadio Il, afectacidén del hipocampo; Estadio Ill, afectacion de las estructuras limbicas; Estadio
IV, afectacion de la amigdala y del tdlamo; Estadio V, afectacién de las regiones asociativas de
la corteza, pero no de las regiones primarias; y Estadio VI, afectacién de toda la corteza,
incluyendo las regiones primarias (Figura 3b; Braak y Braak, 1991). También, a diferencia de las
placas amiloideas, las neurofibrillas presentan un patrén laminar, afectando principalmente a

las capas Il y IV en la corteza entorrinal, al estrato piramidal de la regidon CA1 del hipocampo, y
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a las capas lll y V en el resto de regiones corticales. Por el contrario, en el caso de las
neurofibrillas no existe una asociacidon genética directa con la enfermedad vy, junto con el
hecho de que dichas neurofibrillas se encuentran frecuentemente en otras enfermedades, asi
como también en poblacién envejecida sin demencia, ha llevado a sugerir que podria tratarse
mas bien de una consecuencia de la enfermedad y no de un agente causante de la misma
(Nelson et al., 2012). Aunque hay que destacar que ciertas mutaciones en el gen TAU causan
otras formas de demencia y neurodegeneracién, tales como la demencia frontotemporal,
sugiriendo que la relacién entre las neurofibrillas, la neurodegeneracion y la EA es mucho mas
compleja (Nelson et al., 2012). De hecho, existe una cierta controversia respecto a la relacion
entre las placas amiloideas, las neurofibrillas y la EA, aunque la progresion espacio-temporal
de ambas marcas histopatoldgicas, y su relacidon con la demencia, han sido irrefutablemente
asociadas a la EA, observandose exclusivamente en los casos mas severos la co-ocurrencia de

estadios amiloides “C” y de neurofibrillas “V-VI” (Nelson et al., 2012).

1.4. La metilacion del ADN en la enfermedad de Alzheimer

Como hemos mencionado anteriormente, todo proceso fisiolégico o patoldgico esta
sustentado por cambios epigenéticos, y dada la importancia de |la epigenética en el aprendizaje
y la formacidon de la memoria, la EA no deberia ser una excepcion. De hecho, numerosas
evidencias apuntan en esa direccion como, por ejemplo, el hecho de que la EA sea
mayoritariamente esporddica, que el patrén de aparicién de la EA en gemelos monocigdticos
no se ajuste a la herencia Mendeliana (Gatz et al., 1997; Raiha et al., 1997; Gatz et al., 2005),
que el principal riesgo ante la EA sea el envejecimiento (Chouliaras et al., 2010) — que, a su vez,
estd asociado a cambios epigenéticos (Heyn et al.,, 2012)-, o que la aparicidon de la EA esté
influenciada por factores ambientales como la dieta, modo de vida o nivel educativo
(Chouliaras et al., 2010), donde la epigenética actuaria como mediador entre el componente

ambiental y el genético.

A pesar de ello, el nimero de estudios epigenéticos de la EA es aun muy escaso, siendo todavia
controvertido si los cambios epigenéticos afectan a regiones concretas del ADN o son mas bien
generales, o en el caso de que sean generales, si se pueden observar tendencias generales
como, por ejemplo, la ganancia o a la pérdida de metilacion del ADN. En este sentido, es

importante mencionar que estas cuestiones se han abordado desde perspectivas muy
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diferentes y que los resultados obtenidos estan fuertemente influenciados por las
aproximaciones experimentales, las muestras-regiones analizadas y las técnicas utilizadas.
Parte de estos estudios se han basado en lineas celulares, otros, en modelos animales, y otros,
en muestras post-mortem humanas. Ademas, se han utilizado diferentes técnicas para la
determinacién de la metilacion del ADN que varian desde la utilizacidon enzimas de restriccion
del ADN — 5mC dependientes —, a la utilizacidon de anticuerpos que reconocen especificamente
las 5mC, o incluso hasta la lectura directa de la metilacion del ADN mediante la modificacién
con bisulfito sédico — técnica que se basa en la modificaciéon diferencial de las citosinas
metiladas, que se mantienen como citosinas, y las no-metiladas, que se transforman en
timinas- (para una revision de métodos ver Harris et al., 2010). Por tanto, teniendo en cuenta
la escasez de estudios y su gran variabilidad experimental, establecer conclusiones es dificil,
pudiéndose, de momento, solo establecer suposiciones a la espera de una mayor validacion

experimental.

En general, el uso de lineas celulares, independientemente de la técnica utilizada, sugiere que
la presencia del péptido AB estda asociada a una hipometilacion general del genoma,
observandose, por ejemplo, que en la linea celular H4 de glioblastoma con la doble mutacién
del gen APP (K670M/N671L), mutacion identificada en una familia sueca que provoca un
aumento del procesado por las B-secretasas y la produccion de AB (Mullan et al., 1992; Citron
et al.,, 1992; Haass et al., 1995), existe una tendencia a la pérdida de metilacion del ADN
medida con arrays basados en sondas que reconocen CGs especificas del genoma vy la
modificacion del ADN con bisulfito sédico (a partir de ahora denominados 5mC-arrays) (Sung
et al., 2011). De manera similar, el tratamiento con medio condicionado obtenido a partir de
células que sobreexpresan la mutacion del gen APP (V717F), mutacion identificada en una
familia rumana por un grupo de Indiana que provoca un aumento de la produccién de AR
(Murrell et al., 1991; Suzuki et al., 1994), en la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma induce
una hipometilacion general del ADN medida mediante la utilizacion de anticuerpos que
reconocen el ADN metilado (a partir de ahora denominados 5mC-Ab) (Hodgson et al., 2013). El
tratamiento de células endoteliales de la microvasculatura cerebral de ratones con el péptido
AB también provocé una bajada de la metilacion del ADN global medida con cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) (Chen et al., 2009). Aunque también hay que mencionar que, a
diferencia de las anteriores observaciones, el tratamiento con el péptido AB en la linea celular
IMR-32 de neuroblastoma no resulté en cambios de metilacién globales medidos mediante la
utilizacion de enzimas sensibles a la 5mC e hibridando el resultante ADN en arrays de ADN

(Taher et al., 2014).
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La niveles de los de metilacién globales en modelos murinos de la EA han sido mucho menos
estudiados y, hasta la fecha, solo un trabajo a abordado esta importante cuestién. En este
sentido, Cong y colaboradores, utilizaron ratones APPswe/PS1dE9 — que presentan una
combinacion de la mutacion sueca del gen APP junto a la delecién del exdn 9 del gen PSEN1
gue provoca un aumento de la produccién del péptido AR (Borchelt et al.,, 1997) — vy la
immunoprecipitacion del ADN con anticuerpos que reconocen las 5mC seguida de la
hibridacion en arrays de ADN (técnica conocida como MeDIP). De ese modo, alrededor del
10% de los genes analizados (2.346 de los 20.404 contenidos en el array de ADN) mostraron
mayores niveles de metilaciéon en los ratones APPswe/PS1dE9, no reportandose genes
hipometilados (Cong et al., 2013), por lo que, a diferencia de lo que ocurre con los modelos
celulares, los modelos murinos de la EA presentan, aunque leves, mayores niveles de

metilacion.

El estudio de muestras post-mortem humanas no ha ayudado a resolver esta aparente
discrepancia, y la cuestién de si existe una ganancia o pérdida de metilacion neta del ADN en la
EA sigue estando abierta. En este sentido, utilizando 5mC-Ab, se ha observado una pérdida de
metilacién del ADN en la corteza temporal de gemelos monocigoticos discordantes para la EA
(Mastroeni et al., 2009), asi como también en la corteza entorrinal (Mastroeni et al., 2010) e
hipocampo de muestras post-mortem de EA (Chouliaras et al., 2013). En cambio, en otros
estudios, también utilizando 5mC-Ab, se ha observado una ganancia de metilacion en la
corteza frontal (Bakulski et al., 2012; Coppieters et al., 2013), la corteza temporal (Coppieters
et al., 2013) e hipocampo de muestras de EA (Bradley-Whitman y Lovell, 2013), asi como
también, utilizando 5mC-arrays, en corteza frontal (Bakulski et al., 2012). En el caso de las
muestras humanas, es interesante destacar que tanto la magnitud de los cambios de
metilacién observados como la cantidad de muestras analizadas es relativamente pequefia,
por lo que la dichas variaciones podrian ser tanto consecuencia de las diferencias entre las
regiones analizadas, como de la variacién interindividual o de la variacion experimental, ya que
existen diferencias de metilacién entre diferentes regiones (Ladd-Acosta et al., 2007; Xin et al.,
2010; Hernandez et al., 2011; Lee et al., 2011; Davies et al., 2012), diferencias de metilacion
entre diferentes individuos (Turan et al., 2010; Heyn et al., 2013) y los ensayos 5mC-Ab son
dificilmente estandarizables. Por tanto, a la luz de los resultados, los datos sugieren que si
existen diferencias de metilacién en la EA estas deben ser pequefas o estar asociadas a loci

concretos.

Como es légico pensar, los primeros esfuerzos para determinar si existen loci especificamente

alterados en la EA se han centrado en los genes de la hipdtesis amiloidea, aunque con escaso
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éxito. En ese sentido, uno de los genes mas profusamente estudiados ha sido el gen APP. A
pesar de que se han detectado casos de EA en los que el gen APP podria estar hipometilado
(West et al., 1995), estas diferencias no parecer ser representativas en el conjunto de la EA y
estudios con mayores tamafios muestrales no han sido capaces de encontrar diferencias
significativas en corteza frontal, corteza parietal, hipocampo y cerebelo (Yoshikai et al., 1990;
Wang et al., 2008; Barrachina y Ferrer, 2009; Brohede et al., 2010). De manera similar, los
estudios dirigidos a determinar si el gen PSEN1 esta diferencialmente metilado en la EA
tampoco han sido concluyentes. En este caso, el hecho de que un menor poder de metilacién
en la linea celular SK-N-BE de neuroblastoma, provocado por la carencia de S-
adenosilmetionina (SAM) - principal dador de grupos metilo - o de vitaminas B12 o B6 - que
participan en la asimilacion de la SAM—, resulte en la hipometilacion del gen PSEN1 medida
con enzimas sensibles a 5mC y posterior PCR (Fuso et al., 2005) ha despertado un gran interés,
ya que la alteracion de la ruta de asimilacion de grupos metilo ha sido frecuentemente
asociada a la EA (Ford y Almeida 2012; Hinterberger y Fischer 2013). En este sentido, hay que
destacar que la SAM es el resultado de la asimilacion del acido fdlico proveniente de la dieta,
en un proceso en el que participan las vitaminas B6 y B12, y en el que uno de los principales
metabolitos es la homocisteina. Tanto los bajos niveles de acido félico, como de vitaminas B6 y
B12, como los altos niveles de homocisteina — que indicarian un desequilibrio de la ruta y una
menor produccion de SAM- han sido repetidamente asociados a la EA (Ford y Almeida 2012;
Hinterberger y Fischer 2013). De manera similar a lo que ocurre en la linea celular SK-N-BE, el
mantenimiento del modelo murino de EA TgCRNDS8, en el que se combina las mutaciones
sueca e indiana del gen APP (Chishti et al.,, 2001), con una dieta pobre en vitamina B6 se
observa una hipometilacién y sobreexpresion del gen PSEN1 (Fuso et al., 2011), medida con
enzimas sensibles a 5mC y posterior PCR, que puede ser revertida con la suplementacion de
SAM (Fuso et al., 2012). Estos interesantes datos podrian sugerir que el gen PSEN1 podria
estar hipometilado y sobreexpresado en EA como consecuencia de una falta de poder de
metilacion asociada a altos niveles de homocisteina y/o bajos niveles de vitaminas B6/12. Esta
hipdtesis, aunque mecanisticamente posible, no ha podido ser demostrada, ya que en los
estudios llevados a cabo en muestras post-mortem humanas no se han observado diferencias
en la metilacién del gen PSEN1 en corteza frontal (Wang et al., 2008; Barrachina y Ferrer,
2009) e hipocampo (Barrachina y Ferrer, 2009) medidas por espectrometria de masas (MALDI)
y secuenciacién del ADN tras la modificacién con bisulfito sdédico. Por ultimo, siguiendo con la
lista de genes importantes en la etiopatologia de la EA, aunque ya fuera de la hipdtesis

amiloidea, tampoco se han observado diferencias de metilacion en el gen TAU en corteza

43



frontal e hipocampo de muestras post-mortem humanas de EA medida por secuenciacién del

ADN tras su modificacién con bisulfito sddico (Barrachina y Ferrer, 2009).

A diferencia de lo que ha ocurrido con los estudios de gen candidato, los estudios basados en
estrategias de “high-throughput” y muestras post-mortem humanas de EA estan siendo mas
exitosos. Estos estudios estan haciendo aflorar toda una serie de nuevos genes asociados a la
EA fuera de la hipdtesis amiloidea que estan ampliando los horizontes de la EA. Aun asi, hay
gue destacar que el nimero de estudios reportados es todavia escaso y que ninguno de los
genes identificados como diferencialmente metilados en la EA ha sido validado por grupos
independientes, por lo que los resultados deberian interpretarse mas como prometedoras
posibilidades que como auténticas realidades. En este sentido, Siegmund y colaboradores,
utilizando la modificacion del ADN con bisulfito sddico y posterior PCR, han observado que los
genes S100 calcium binding protein A2 (S100A2) vy el sorbin and SH3 domain containing 3
(SORBS3) se encuentran hipometilados y hipermetilados en corteza frontal de muestras post-
mortem de EA respectivamente (Siegmund et al., 2007). Utilizando una aproximacion similar,
Bakulski y colaboradores, han observado que el gen transmembrane protein 59 (TMEMS59) se
encuentra hipometilado en corteza frontal de muestras post-mortem de EA (Bakulski et al.,
2012). Rao y colaboradores, que los genes ciclooxygenase 2 (COX2), brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) y nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFKB) se
encuentran hipometilados en corteza frontal de muestras post-mortem humanas medida con
enzimas sensibles a 5mC y posterior PCR, mientras que el gen cAMP response element-binding
protein (CREB) se ha observado hipermetilado (Rao et al., 2012). También trabajando con
muestras post-mortem humanas, pero partiendo de modelos murinos de EA, Agbemenyah y
colaboradores, han observado que el gen insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7)
estd hipometilado en ratones APPPS1-21, en los que se combina la mutacién sueca del gen
APP y la mutacion (L166P) en el gen PSEN1 que produce un aumento de la produccién de AB
(Radde et al., 2006), y en corteza frontal de muestras post-mortem humanas de EA medidas
immunoprecipitando el ADN con anticuerpos que reconocen las 5mC seguida de PCR

(Agbemenyah et al., 2014).
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2. Planteamiento y objetivos

La EA es la principal causa de demencia en las sociedades avanzadas y para la cual no existe
aun ningun tratamiento efectivo. Parte de esta carencia es consecuencia de la poca
informacidon que tenemos a cerca de los mecanismos que desencadenan la enfermedad. Los
patrones epigenéticos han demostrado jugar un papel importante en la funcién cerebral vy las
primeras evidencias apuntan a que podrian estar implicadas también en la etiopatologia de la
EA. Por ello, el objetivo principal de esta tesis es investigar las alteraciones de la metilacion del
ADN que puedan subyacer a la EA. Para ello, se han definido los siguientes objetivos

especificos:

1. Determinar si la metilacion del ADN es funcionalmente relevante en el sistema
nervioso.

2. Determinar si existen diferencias de metilacion del ADN en modelos murinos de EA.

3. Determinar la utilidad de los modelos murinos de EA para identificar cambios de
metilacion del ADN en muestras humanas de EA.

4. Determinar si existen diferencias de metilacién del ADN en muestras humanas de EA.

5. Determinar si estas alteraciones de la metilacion del ADN son funcionalmente

relevantes en la EA.

Durante el desarrollo de esta tesis, las técnicas de analisis epigendmico han sufrido un gran
avance aumentando en gran medida su resolucion. Por ello, el progreso de la tesis se ha ido
adaptando a las diferentes plataformas de andlisis de la metilacién del ADN disponibles en
cada momento. Como consecuencia, la tesis se ha estructurado en tres estudios animados a

responder los anteriores objetivos especificos de la siguiente manera:

192 Estudio: Caracterizacién de los patrones de metilacién del ADN de las diferentes regiones

del sistema nervioso del raton (Con el fin de responder al objetivo 1).

29 Estudio: Determinacion de los patrones aberrantes de metilaciéon del ADN en modelos
murinos de la EA y posterior validacién en muestras post-mortem humanas (Con el fin de

responder a los objetivos 2 y 3).

32 Estudio: Determinacién de los patrones aberrantes de metilacién del ADN en muestras

post-mortem humanas con EA (Con el fin de responder a los objetivos 4 y 5).
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3. Material y métodos

3.1. Lineas celulares y establecimiento de clones estables

Las lineas celulares SH-SY5Y (ATCC CRL-2266), SK-N-AS (ATCC CRL-2137), SK-N-BE(2) (ATCC:
CRL-2271), SK-N-F1 (ECACC 94092304), SK-N-JD y SK-N-SH (ATCC HTB-11) se crecieron en
medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) con 4.5 g/l de glucosa, L-
glutamina, y suplementado al 10% con suero bovino fetal y un 1% de
penicilina/estreptomicina, en un incubador humidificado a 372C de temperatura y con un 5%
de CO2. La linea SK-N-BE(2) se transfectd utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen), el
plasmido pPCMMV6 con una construcciéon que combina el gen DUSPP22 en pauta de lectura
con la etiqueta myc en su extremo C-terminal, y los plasmido pGFP-V-RS con las diferentes
construcciones sh-ARN y scramble segun las instrucciones del fabricante (Origene). Para
seleccionar clones de expresion se empled G418 a 500 pug/ml y para los de sh-ARN, puromicina
a 1 pg/ml, ambos durante 2-3 semanas. Los niveles de re-expresion y silenciamiento se
midieron por western-blot y PCR cuantitativa. Dos clones independientes de cada construccion

se utilizaron para cada uno de los experimentos posteriores.

3.2. Muestras murinas

Para la determinacion de los perfiles de metilacion del ADN en las diferentes regiones
cerebrales se utilizaron ratones C57BL/6J obtenidos de los laboratorios Charles River (Charles
River, L’Arbresle, Francia). Se utilizaron seis muestras P60 (3 hembras y 3 machos) para la
hibridacion en el array de metilacion del ADN de ratén y otra tanda independiente de seis
muestras P60 (3 hembras y 3 machos) para la validacién posterior por pirosecuenciacion. Los
ratones fueron sacrificados por dislocacidn cervical y sus cerebros fueron procesados dentro
de los primeros 2 minutos post-mortem. Las diferentes regiones del cerebro fueron
diseccionadas a partir de secciones cerebrales de criostato (-202C) con la ayuda de una lente
de aumento 5Xsiguiendo las coordenadas esterotaxicas previamente descritas (Paxinos vy
Franklin, 2001; Roux et al, 2003; Panayotis et al., 2011a; Panayotis et al., 2011b): corteza

frontal (Distancia desde el bregma, 3.2), caudado-putamen (0.98), amigdala basolateral (-0.90
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a -0.95), hipotdlamo (-0.82), globo palido (-1.20), tdlamo (-1.34), hipocampo (-1.94), sustancia
negra-area tegmental ventral (-3.08), y cerebelo (-5.80). Posteriormente, las regiones
hipocampales (CA1, CA3 y DG) y cerebelo (GCL y PC) fueron diseccionadas bajo un microscopio
binocular utilizando una aguja de perforacion (0.5 mm @). Para ver una representacién en

detalle ver Anexo 1.

Para el anadlisis de las diferencias de metilacion en los modelos murinos de EA se utilizaron
muestras de la corteza frontal del modelo APP/PSEN1 (Borchelt et al., 1997) y el modelo 3xTg-
AD (Oddo et al., 2003 ). Cinco hembras APP/PSEN1 de 12 meses de edad, cinco hermanas de
camada no transgénicas, tres hembras 3xTg-AD de 18 meses de edad y tres hembras 3xTg
control (129/C57BL6) de la misma edad se analizaron utilizando el array de metilacion del ADN
de ratén. Una serie independiente de cinco ratones de similares caracteristicas por grupo se
utilizé para la validacion por pirosecuenciacion, y otra, para los ensayos de ARN. Cuatro
hembras APP/PSEN1 y cuatro hermanas no mutantes fueron anestesiadas por inyeccion
intraperitoneal (0.2ml/10g de peso corporal) con una mezcla de ketamina (100mg/kg) y
xilazina (20mg/kg) y sometidas a perfusidn intracardiaca con una PBS 4% paraformaldehido.
Los cerebros fueron extraidos y fijados con PBS 4% paraformaldehido durante 4 horas para su
procesado inmunohistoquimico. Otro grupo de cuatro hembras APP/PSEN1 y cuatro hermanas
no mutantes fueron sacrificadas por dislocacidn cervical, sus cerebros extraidos, diseccionados
y conservados a -80°C hasta su procesamiento por western-blot. Todos los animales se
mantuvieron con un ciclo de 12 horas luz-oscuridad y acceso libre a comida y agua. Los
procedimientos experimentales realizados en esta tesis han cumplido con las directrices
europeas para el cuidado y uso de animales de laboratorio (2010/63/UE) y fueron aprobados

por el comité local de bio-ética (UB- IDIBELL).

3.3. Muestras post-mortem humanas

Las muestras post-mortem se obtuvieron del Banco de Cerebros del Insituto de
Neuropatologia (HUB-ICO-IDIBELL Biobanco ). Todas las muestras se obtuvieron de acuerdo
con las cuestiones éticas y leyes definidas por la Unidn Europea, con la aprobacion del Comité
local de bio-ética. Las muestras fueron diseccionadas y sus estadios de Braak caracterizados
antes de su uso. Se extrajeron muestras de la sustancia gris de la corteza dorsolateral

prefrontal area de Brodmann 9 (BA9) y del hipocampo, considerandose para los posteriores
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analisis solo las muestras a partir de las cuales pudimos obtener ARN de buena calidad (RIN>
6.5). Para la validacién de las diferencias observadas en los modelos murinos se utilizaron 20
muestras control y 20 muestras EA Braak V-VI C de la region BA9, pareadas por sexo, edad y
tiempo post-mortem (PMI) (controles: 65% mujeres, edad 71 = 13 aflos, PMI 10 £ 1 h; EA: 72%
mujeres, edad 82 + 9 afios, 8 PMI £ 1h). Para la busqueda de diferencias de metilacion del ADN
en el hipocampo de la EA se utilizaron un conjunto de cinco muestras control, cinco muestras
EA Braak I-ll, cinco muestras EA Braak llI-IV y cinco muestras EA Braak V-VI (control: edad
78+2.9 afios; EA |- Il: 82.4+2.7 ainos; EA llI-IV: 8140,8; EA V-VI: 77.2+0.7). A continuacion, se
utilizé un segundo grupo de 25 muestras control (edad 63.7+2.5 afios) y 25 muestras EA Braak
V-VI (76.9+1.6 aiios) para validar dichos resultados. Una descripcion detallada de las muestras

utilizadas estd disponible en el Anexo 2.

3.4. Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN se partio de pellets celulares o porciones de tejido pulverizadas con
la ayuda de un mortero a -802C. El material bioldgico fue resuspendido en 675 pl de Tampdn
de Lisis de DNA (Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 200mM, EDTA 10mM, SDS al 2%), se afadieron
15 pl de Proteinasa K (10 mg/ml) y 20 ul de RNasa A (10 mg/ml), manteniéndose en agitacién a
372C durante toda la noche. A continuacién, se afadi6 un volumen de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1; saturado con Tris-HCl ph 8.0 y EDTA 1mM), se mezcldé en
la noria durante 10 minutos, y se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 13000 rpm,
recuperando la fase acuosa (600 pl) en un tubo nuevo. Se afiadié un volumen de cloroformo se
mezclé por inversién, y se centrifugd nuevamente 10 minutos a 13000 rpm, recuperando la
fase acuosa (500 pl) en un tubo nuevo. La precipitacién del DNA se llevd a cabo afiadiendo 0.1
volimenes de acetato de amonio 10M, 1 voliumen de isopropanol absoluto e incubando las
muestras durante 3 horas a -802C. Posteriormente se centrifugaron las muestras durante 15
minutos a 13000 rpm, se elimind el sobrenadante y se lavé dos veces con etanol 70% (v/v).
Finalmente, las muestras se resuspendieron en agua destilada en el volumen apropiado segin

el precipitado.
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3.5. Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN se partié de pellets celulares o porciones de tejido pulverizadas con
la ayuda de un mortero a -802C. El material bioldgico fue resuspendido en 1 ml de Trizol
(Invitrogen) y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifugaron las
muestras a 13000 rpm durante 2 minutos a 42C y se paso el sobrenadante a un tubo nuevo. Se
anadieron 200 pl de cloroformo, se mezclé por inversidon durante 15 segundos, y se dejé a
temperatura ambiente durante 3 minutos mas. Se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos a
49C. Se transfirio la fase superior acuosa a un tubo nuevo (600 ul) conteniendo un volumen de
500 ul de cloroformo. Se mezcld por inversién durante 15 segundos, y se centrifugd a 13000
rpm durante 10 minutos a 42C. Se transfirio la fase superior acuosa a un tubo nuevo (500 pl)
conteniendo un volumen de 500 pl de isopropanol al 100 %, y se mantuvo durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Se volvié a centrifugar a 13000 rpm durante 15 min a 49C,
precipitando el RNA, que se lavd con 1.5 ml de etanol al 75 % (el etanol al 75 % se prepard con
agua con DEPC al 0.1 %) centrifugando a 7600 rpm durante 5 minutos a 42C. Se eliminé con
precaucion el sobrenadante y se dejé el tubo abierto, a temperatura ambiente, durante unos 5
minutos, para evaporar los restos de etanol. Después se resuspendié con agua libre de RNasas,
en un volumen apropiado (unos 50 ul) y su calidad (RIN) determinada utilizando el equipo
Agilent 2100 Bioanalyzer. El RNA obtenido se tratd con DNasas (Turbo DNA free, de Ambion).
Para un volumen de 50 pl se afiadieron 5 pl de tampdn Turbo DNase 10X y 1 ul de encima
Turbo DNase. Se incubd durante 25 minutos a 372C y se inactivo la DNasa afiadiendo 5 pl de
resina inactivante. Se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto, a temperatura ambiente, y se

transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo.

3.6. Modificacion del ADN con bisulfito sodico

Para la conversién del ADN se empled el kit EZ DNA Methylation-Gold (Zymo Research)
siguiendo las recomendaciones del fabricante y modificando el proceso de incubacion del ADN
con bisulfito siguiendo el protocolo recomendado por Bibikova y colaboradores (Bibikova et
al., 2009; Incubacion del ADN durante 16 horas a 50°C en un termociclador, pasando por una
etapa de desnaturalizacidon cada hora a 952C durante 30 s). El ADN modificado se eluyé a una

concentracidn final de 20 ng/ul.
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3.7.Generacion de controles de ADN metilado y no-metilado

Para generar el ADN completamente no-metilado se realizd una amplificacion gendmica total
utilizando el Repli-G kit (Qiagen) y siguiendo las especificaciones del fabricante. Para generar el
ADN metilado se utilizé parte del ADN resultante de la amplificacion gendmica total y se metilé
in vito con el enzima metiltransferasa SSSI (New England Biolabs). Para obtener el ADN
metilado in vitro (IVD) se utilizaron 50 pug de ADN en 220 ul de volumen final de agua y se
anadieron 25 pl de tampdn (NE buffer 10 X New England Biolab), 2.5 ul de SAM 32 mM (S-
adenosylmethyonine, New England Methyonine) y 6.25 ul (25 unidades) de la enzima SSSI
(4000 U/ml). Se incubd la reaccidn 4 horas a 379C, y posteriormente se afiadieron 5 ul de SAM
32 mM y 3.1 ul de SSSI 4000 U/ml extra, incubando la reaccién 4 horas mas a 372C. Tanto el
ADN no-metilado (amplificado gendmico total) como el metilado (IVD) se purificaron siguiendo

el protocolo de extraccion de ADN explicado anteriormente.

3.8. Analisis de los niveles de metilacidon del ADN por Pirosecuenciacion

Para la determinacion de la metilacién del ADN por pirosecuenciacion se utilizaron cebadores
disefiados por el programa PyroMark Assay Design (QIAGEN). La PCR se llevd a cabo siguiendo
la estequiometria (3ul buffer, 3ul dNTPs 2mM, 0.9 pl MgCl,, 0.3 pl F/R 10 uM, 0.12 ul Taq
polimerasa, 20.38 ul agua, por reaccidn) y una reaccién con una desnaturalizacién inicial de
952C 5 minutos seguida de cuarenta ciclos en los combinando una desnaturalizacién de 95°C
30 segundos, una temperatura de anillamiento de 602C 30 segundos y una extensién de 72°C
30 segundos, finalizando la reaccidon con una extension de 722C 7 minutos y manteniendo las
muestras a 42C. El producto amplificado se utilizd como molde para la pirosecuenciacion tras
ser capturado con sefarosa unida a estreptoavidina (capturando el cebador conjugado con
biotina de la PCR previa) y lavado serialmente con etanol al 70%, NaOH 0.2 M y tampén de
lavado Pyromark wash buffer (Qiagen). Posteriormente la cadena simple unida a biotina fue
pirosecuenciada utilizando un tercer primer de secuenciacidon y el Pyromark Gold Q96 kit
(Qiagen) segun las especificaciones del fabricante. Los datos fueron analizados utilizando el

equipo Pyromark Q96 (QIAGEN). La lista de cebadores utilizados esta disponible en el Anexo 3.
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3.9. Andlisis de la expresidn génica por PCR cuantitativa

La expresién de los genes investigados se determiné por PCR cuantitativa utilizando el 7900HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), en placas de 384 pocillos, empleando el
método de cuantificacion relativa. En cada PCR se utilizaron 0.3 pul de cada cebador a 5 uM, 5
ul de SYBR Green PCR reaction mix (2X) (Applied Biosystems), y 4.5 ul de cDNA a 10 ng/ul. Cada
PCR se hizo por triplicado. Los genes glucuronidase beta (GUSB), ribosomal protein L38 (RPL38)
y tata binding protein (TBP), y los genes beta-2-microglobulin (B2M), glucuronidase beta
(GUSB) y hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) se utilizaron como genes de
expresién constitutiva en ratones y humanos respectivamente. Una lista detallada de todos los
cebadores utilizados puede verse en el Anexo 4. Las eficiencias de cada las PCRs se
determinaron utilizando diluciones estandar y el software LinReg (Ruijter et al., 2009). El

analisis de los datos se hizo utilizando el programa SDS 2.4 (Applied Biosystems).

3.10. Disefio y analisis del 5mC-mouse-array

Para el diseio del array de metilacion del ADN de ratén (5mC-mouse-array) se seleccionaron
genes relacionados con la percepcién sensorial, la cognicion, la neuroplasticidad, la fisiologia
del cerebro y genes afectados en diferentes enfermedades mentales. Utilizando las
coordenadas del ensamblaje mm9 del genoma del ratén disponible en la base de datos de la

University of California, Santa Cruz (UCSC; http://genome.ucsc.edu), se obtuvieron las regiones

de 1 kilobase comprendidas entre 750 pares upstream del inicio de transcripcién y 250 pares
de bases downstream de hasta 762 genes para el disefio de las sondas del array. La
especificidad y calidad de las sondas fue determinada por el servicio de atencidn al usuario del
fabricante (Illumina, San Diego, EE.UU.) y se seleccionaron las 384 sondas con mejores valores
de especificidad y calidad para el disefio final del array. Para ver mas en detalle la lista de

genes y caracteristicas de las sondas incluidas en el array ver Anexo 5.

Del total de sondas seleccionadas, 15 interrogan el estado de metilacion de 5 CpGs, 48 de 4
CpGs, 92 de 3 CpGs, 124 de 2 CpGs y 102 de 1 CpG en la region promotora de los genes
previamente seleccionados. Para el disefio de las sondas interrogando mas de una posicidon

CpG se asumid el mismo estado de metilaciéon en todas ellas. Asi, utilizando sondas alelo-
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especificas (una para el metilado y otra para el no-metilado) y locus especificas, cuantificamos
el estado de metilaciéon de dichas CpGs (valor B), basado en el ratio de emisién de
fluorescencia del alelo metilado (M) y el no-metilado (U): B = [Max(M,0)]/[Max(U,0) +
Max(M,0) + 100]. El valor B es una medida cuantitativa (AVG.Beta) del estado de metilacion de

CpGs especificas, y varia entre 0 (no metilado) y 1 (completamente metilado).

Muestras de ADN de los diferentes modelos murinos fueron modificadas con bisulfito sédico e
hibridadas en el 5mC-mouse-array y los datos fueron analizados utilizando lenguaje de
programacion de cddigo abierto R (versién 2.13.1). Los niveles de intensidad de los alelos
metilados (rojo) y los no-metilados (verdes) fueron normalizados utilizando los cuantiles para
corregir desviaciones técnicas utilizando el paquete Lumi (bioconductor), y calculados los
valores AVG.Beta y p-valores asociados a cada sonda y muestra analizada. Posteriormente,
todas las sondas con p-valores de deteccion menores de 0.01 en mas de 15 % de las muestras
(25) sondas fueron eliminadas. Las sondas localizadas en el cromosoma X (11 sondas) fueron
también excluidas para evitar sesgos debidos al sexo. Las muestras de baja calidad (con mas de

10 % de las sondas con p-valores de deteccidn menores de 0.01) fueron también eliminadas.

Para el analisis de agrupamiento no supervisado, las sondas mostrando una desviacién
estandar inferiores a 0.05 a través de todas las muestras fueron excluidos por considerarse
sondas no informativas. Dicho analisis de realizd utilizando el paquete gplots. El analisis de
componentes principales spectral map analysis (SMA) se realizé utilizando el paquete mpm
con las implementaciones aportadas por Wouters (Wouters et al., 2003). El analisis estadistico
se realizo utilizando el paquete de stats (prueba de Mann- Whitney para la comparacién de
dos grupos y la prueba de Kruskal-Wallis para la comparacién de grupos multiples, ajustando el

p-valor con el algoritmo FDR).

3.11. Analisis del lllumina Infinium 27K array

Para el andlisis de metilacion de las muestras post-mortem humanas de EA se utilizé el array
de metilacion del ADN /llumina Infinium 27K (lllumina, San Diego, EE.UU.) que examina el

estado de metilacién de 27578 sitios CpG correspondientes a 14475 genes Unicos.

El ADN de las muestras de hipocampo post-mortem humanas fue modificado con bisulfito

sodico e hibridado en los arrays lllumina Infinium 27K. Los datos fueron analizados utilizando el
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lenguaje de programacion de cddigo abierto R (versién 2.13.1). Los niveles de intensidad de los
alelos metilados (rojo) y los no-metilados (verdes) fueron normalizados utilizando los cuantiles
para corregir desviaciones técnicas utilizando el paquete Lumi (bioconductor), y calculados los
valores AVG.Beta y p-valores asociados a cada sonda y muestra analizada. Las sondas
mostrando una desviacion estandar inferior a 0.05 fueron eliminadas por considerarse no
informativas. Las sondas representando posiciones en los cromosomas Xy Y, y las que afectan
a loci donde existen SNPs también fueron eliminadas para evitar sesgos de sexo y genotipo, asi
como también aquellas con p-valores de deteccion menores que 0.001. Se calcularon las
medias de los valores AVG.Beta para cada grupo de muestras y se realizd un analisis de
agrupamiento no supervisado basado en estas medias utilizando el paquete gplots. El analisis
estadistico se realizé utilizando el paquete stats (prueba de Mann-Whitney comparando los
valores medios de metilacidon entre el grupo control y el grupo EA Braak V-VI ajustando por

multiples comparaciones con el algoritmo FDR).

3.12. Anadlisis de expresidn proteica por Western-blot

Las muestras congeladas fueron homogeneizadas en tampdn de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.4,
EDTA 2 mM, Nonidet P-40 0.2 %, PMSF 1 mM, y un cocktel de inhibidores de portesas
proteasas y fosfatasas Roche Molecular Systems), se incubaron durante 20 minutos en
agitacion a 4 2 Cy se centrifugd durante 30 minutos a 13000 rpm. El sobrenadante se recuperé
y se almacend a -80 2 C. Los pellets celulares fueron homogeneizados directamente en tampdn
laemmli (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 10 % y azul de bromofenol 0.002 %). La
concentraciéon proteica de los extractos se determind mediante colorimetria utilizando el DC
Protein Assay Kit (BioRad), siguiendo las especificaciones del fabricante. Como curva de
calibracién se utilizaron cinco diluciones seriadas variando desde 1mg/ml hasta 0.2mg/ml de
albimina de suero bovino. Los geles de acrilamida se prepararon a un porcentaje adecuado
segln el tamafo de las proteinas analizadas (entre 7.5 y 15%) en placas de minigel Xcell

SureLock® Mini-Cell (Invitrogen) en un volumen de 10 ml.

En primer lugar se preparé un gel separador con acrilamida-bisacrilamida 37.5:1 (Bio-Rad) al
7.5-15% (p/v), Tris-HCI 0.38 M pH 8.8 y SDS 0.1% con persulfato amdnico (APS) al 0.1% y
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamida (TEMED, BioRad) al 0,01%. Se dejé polimerizar el gel a

temperatura ambiente con 1 ml de isopropanol en la parte superior para evitar la inhibicién
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por oxigeno y la formacién de burbujas. El isopropanol se retird, se lavé con agua y se eliminé
cualquier traza de agua y sobre el gel separador se cargd un gel concentrador con acrilamida-
bisacrilamida (37.5:1) al 5%, Tris-HCI| 0.125 M pH 6.8 y SDS 0.1% al que se afiadié APS al 0.1% y
TEMED al 0.01%. Se colocaron peines de 1 mm de grosor y se dejdé polimerizar a temperatura

ambiente.

Se utilizo el tampon de laemmli como tampon de carga. Tanto las muestras de tejidos como las
provenientes de pellets fueron a 1002C durante 5 minutos en tampdn de carga conteniendo B-
mercaptoetanol al 5 %. Cantidades iguales de proteina (20 pg por carril) se cargaron en el gel,

al igual que el marcador de peso molecular preteinido (Kaleidoscope prestained, de Bio-Rad).

La electroforesis se llevd a cabo a 25 mA (miliAmperios) en tampdn de electroforesis (Tris-HCI
0.125 M pH 6.8, SDS 0.1% vy glicina 1.5%). Una vez separadas por tamafio, las proteinas se

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Amersham, GE Healthcare).

La transferencia se realizd en una cubeta Mini Trans-Blot (Bio-Rad) durante 1 hora a 100 V en
un tampodn de SDS 0.1%, glicina 1.5%, Tris-HCI| 0.125 M pH 6.,8 y metanol al 20 %. Después, las
membranas se bloquearon en leche (DifkoTM) al 5% en PBS con Tween 20 (Sigma) al 0,1%
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron toda la
noche a 42C con el anticuerpo primario a la dilucién adecuada en PBS-Tween 0,1% con un 2%
de leche. Los anticuerpos utilizados fueron: SORBS3 (1:1000; Abnova), Dusp22 (1:1000;
Abnova), CREB phospho-Ser129-Ser133 (1:2000; Abcam), PKA (1:2000; Cellular signaling), PKA
phospho-T197 (1:2000; Abcam), GSK3B phospho-Ser9 (1:1000; Cellular signaling), AKAP79
(1:2000; Santa Cruz), HISTH3 (1:20000; Abcam), Myc-tag (9E10)(1:2000; Cellular signaling), TAU
phospho-Thr231 (1:1000; Abcam), JNK phospho-Thr183/Tyr185 (1:2000; Cellular signaling), B-
ACTIN (1:50000; Sigma-Aldrich).

A continuacién, y tras lavar la membrana con PBS-Tween 0,1%, fueron incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(1:20000; GE Healthcare), diluido en PBS-Tween 0,1% con 2% de leche, y se lavaron

nuevamente con PBS-Tween 0,1%.

Para la deteccion de las proteinas unidas a los anticuerpos se utilizaron los sistemas de
guimioluminiscencia ECL y ECL Plus Western Blotting Detection Reagent (Amersham) siguiendo
las indicaciones del fabricante y se expusieron a peliculas fotosensibles Ortho CP-G Plus films
(Agfa), utilizando un intensificador de sefial (ReflectionTM Intensifying Screen, DuPont). El

revelado de la pelicula expuesta se llevd a cabo con los liquidos habituales de revelado y
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fijacion fotografica (Agfa). La cuantificacién densitométrica se llevd a cabo con el software de

version 2.01 TotalLab (Pharmacia).

3.13. Anadlisis de expresidn proteica por Inmunohistologia

Las muestras de tejido fijadas fueron embebidas en parafina y seccionadas coronalmente
(secciones de 4 um) utilizando un micrétomo. Las secciones se tifileron con una solucion
saturada de negro Sudan B (Merck) durante 30 min para bloquear la autofluorescencia de los
granulos de lipofuscina presentes en los cuerpos celulares, lavandose posteriormente con
etanol al 70 % y agua destilada. A continuacién, las secciones se trataron con tampdn citrato
para mejorar la antigenicidad y se incubaron a 42C durante toda la noche con anticuerpos
primarios contra Thxa2r (1:200; Acris), F2rl2 (1:50; Santa Cruz) y Spnb4 (1:100; Sigma-Aldrich).
Después de varios lavados, las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario contra
la especie huésped correspondiente marcado con el fluoréforo Alexad488 (1:400; Molecular
Probes). Los nucleos celulares fueron tefiidos utilizando el colorante DRAQ5TM (1:2000;
Biostatus). Las secciones fueron montadas en medio de montaje Inmuno-Fluore (ICN
Biomedicals), selladas y secadas durante la noche. Las secciones se examinaron utilizando el
microscopio confocal Leica TCS-SL. Los niveles de proteina fueron evaluados por cuantificacion
densitométrica en 5 imagenes representativas tomadas en la corteza cerebral de cada animal

utilizando el software Adobe Photoshop CS4.

3.14. Fraccionamiento celular e Inmunoprecipitacion

Para el fraccionamiento celular se utilizé el Proteoma Extraction Kit (Calbiochem, Alemania)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Para la inmunoprecipitacién se fijaron las células
utilizando formaldehido al 1 % durante 15 minutos, bloqueando la reaccién con glicina 125
mM final. Se realizaron varios lavados con PBS frio y se recuperaron las células utilizando un
rascador. Se paso el contenido a un tubo y se lisaron las células con tampdn RIPA (Tris-HCI 50
mM ph 8.0; NaCl 150 mM; deoxicolato 0.5 %; SDS 0.1 %; NP-40 1%) con inhibidores de

proteasas (cOmplete, Roche) y fosfatasas (PhosphoStop, Roche), manteniendo el extracto 15
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minutos en hielo y la ayuda de un dounce. La cantidad de proteina fue determinada utilizando

el DC Protein Assay Kit (BioRad).

Por cada anticuerpo a utilizar, 1mg de extracto fue pre-incubado con 20 pl de dynabeads
(Dynabeads M-280 Sheep Anti-Mouse IgG, Invitrogen) en un volumen de 1 ml a 42eC en
agitacion continua durante 1 hora utilizando una noria y retirar las dynabeads. Entre 1-2 pg de
anticuerpo fue conjugado a 20 ul de dynabeads en 1 ml de trietanolamina 0.2M y solucidn
dipimelimidato dimetil (DMP) 25mM durante 30 minutos a temperatura ambiente
manteniendo la agitacién con una noria, parando posteriormente la reaccién con Tris-HCI
50mM ph 7.5 e incubando 15 minutos en noria. Tras varios lavados con PBS (NaCl 137 mM; KCI
2.7 mM; KH,PO4 2 mM; Na,HPO, 10 mM ph 7.4) conteniendo albimina de suero bovino (BSA)
5% afiadimos las dynabeads a al extracto previamente pre-incubado con dynabeads sin
anticuerpo y dejamos en agitacién continua utilizando una noria durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, lavamos las dynabeads con PBS con BSA 5% NaCl 150

mM y NP-40 0.1 %, eluyendo las proteinas de las dynabeads con laemmli 10 minutos a 702C.

3.15. Anadlisis de la supervivencia celular

Los niveles de supervivencia celular se midieron con el ensayo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tras 24 horas de tratamiento con el péptido AB (50 uM)
partiendo de 10000 células por pocillo en placas de 96 pocillos, y contando con media placa
por condicién y dia de medicion. Para medir la supervivencia se afiadié 1/10 del volumen de
MTT a 5 mg/ml, y se incubd durante 3 horas a 372C. Posteriormente , se afiadieron 100 pl de
DMSO (dimetil sulféxido) para disolver el colorante precipitado. El valor de supervivencia
celular se determiné estableciendo el ratio de la medida de colorimetria a 595 nm entre la
condicion control (DMSO) y la condiciéon tratamiento (AR 50 uM), expresandose como

porcentaje.
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4. Resultados

4.1. 192 Estudio: Caracterizacion de los patrones de metilacion del ADN de las diferentes

regiones del sistema nervioso del ratén
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4.1.1. El array de metilacion del ADN disefiado bajo la tecnologia VeraCode de
lllumina es una herramienta fiable y precisa para analizar la metilacion del ADN en

cerebros de raton

El sistema nervioso central tiene un patron de expresidon génica que esta estrechamente
regulado en las diferentes regiones funcionales y anatdmicas (Bohland et al., 2010; Ko et al.,
2013). La metilacion del ADN es un importante regulador de la actividad transcripcional y, por
ello, dichas regiones cerebrales deberian poseer diferentes patrones de metilacion. De hecho,
varios estudios han demostrado que diferentes regiones del cerebro humano, aunque
analizando sdlo unas pocas regiones, presentan patrones de metilacion del ADN caracteristicos
(Ladd-Accosta et al., 2007; Xin et al., 2010; Hernandez et al., 2011; Lee et al., 2011; Davies et
al., 2012). En este estudio pretendemos analizar profusamente los patrones de metilacion de
las diferentes regiones del cerebro y, para ello, nos hemos centrado en el cerebro de los
ratones C57BL/6J (000664) porque son genéticamente homogéneos y muestran una variacion

interindividual reducida.

A pesar de la importancia de los modelos murinos en la investigacion cientifica, no existen
plataformas expresamente disefiadas para examinar la metilacion del ADN en ratones en la
actualidad y las alternativas disponibles no son lo suficientemente sensibles para cuantificar las
diferencias esperadas en el sistema nervioso (para una revisién de métodos ver Harris et al.,
2010). Por ello, decidimos disefiar un array de metilacion del ADN basado en la tecnologia
VeraCode de lllumina (5mC-mouse-array), que utiliza sondas especificas para reconocer el
ADN metilado y no-metilado tras la conversidén con bisulfito sddico, ya que las plataformas de
[llumina han demostrado ser los ensayos mas precisos para cuantificar la metilacién del ADN
(Bock et al. , 2010). Esta tecnologia permite analizar 384 sondas en 96 muestras a la vez. Las
sondas se disefiaron para reconocer las secuencias promotoras, consideradas como la region
de 1 kilobase comprendida entre 750 pares de bases (pb) aguas arriba del TSS y 250 pb aguas
abajo, de genes relacionados con la percepcion sensorial, la cognicidn, la neuroplasticidad, la
fisiologia del cerebro y diversas enfermedades mentales (Anexo 1). Cada una de estas sondas

reconoce alrededor de 2 CpGs.

Para determinar la fiabilidad del 5mC-mouse-array se analizaron tres repeticiones técnica
distribuidas aleatoriamente en el array. Los patrones de metilacién de estas muestras fueron

establecidos y posteriormente correlacionados. Para cada una de las tres réplicas técnicas se
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obtuvieron altos coeficientes de correlacidon de Pearson (r= 0.98, 0.99 y 0.99 respectivamente)

confirmando la reproducibilidad y fiabilidad del 5mC-mouse-array (Figura 4).
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Figura 4. Control de calidad I. Correlacién de Pearson entre los valores de metilacién del ADN obtenidos con el 5mC-
mouse-array en las tres réplicas técnicas distribuidas aleatoriamente en el array. Muestras CPU-M4_a vs. CPU-M4_b

(a), muestras CXF1_a vs. CXF1_b (b) y muestras CXF2_a vs. CXF2_b (c).

La linealidad y precision del 5mC-mouse-array se analizd utilizando ADNs metilados y no-
metilados in vitro, resultantes de la metilacién con la enzima SSSI y la amplificacién gendmica
total del ADN por PCR respectivamente. Ademas, también fueron analizadas cinco relaciones

diferentes de ADN metilado y no-metilado (1:00, 2:01, 1:01, 1:02, y 0:1 respectivamente).

Los patrones de metilacion de estos dos conjuntos de muestras fueron establecidos y
posteriormente correlacionados. Como se esperaba, las sondas del 5mC-mouse-array
reconocieron al ADN metilado in vitro como mayoritariamente metilado, y el ADN no-metilado
in vitro como mayoritariamente no metilado (Figura 5). En el caso de las diferentes relaciones
de ADN metilado y no-metilado, se observé una alta correlacion entre los valores esperados
(100%, 75%, 50%, 25% y 0% respectivamente) y los valores obtenidos con el 5mC-mouse-array

(r=0.99) confirmando la precision y linealidad del 5mC-mouse-array (Figura 6).
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Figura 5. Control de calidad Il. Density-plot de los valores de metilacién del ADN obtenidos con el 5mC-mouse-array
(AVG.Beta) y los ADN metilado (rojo) y no metilado (verde) in vitro. En el eje de las X estan representados los
valores AVG.Beta obtenidos con el 5mC-mouse-array. En el eje de la Y la densidad de sondas para cada uno de los

valores de AVG.Beta.
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Figura 6. Control de calidad Ill. Correlacién entre los valores de metilacion del ADN esperados (relaciones de ADN
metilado y no metilado; eje de la X) y los observados en el 5mC-mouse-array (AVG.Beta; eje de la Y) utilizando una
correlacién de Pearson. Como consecuencia de que el tratamiento con la enzima SSSI es una reacciéon enzimatica

ineficiente, sélo se consideraron las sondas completamente metiladas en el ADN-metilado (AVG.Beta > 0.75).

4.1.2. El 5mC-mouse-array identifica perfiles de metilacion del ADN especificos para

las doce regiones del cerebro analizadas

Como hemos mencionado anteriormente, varios estudios han demostrado que diferentes
regiones cerebrales presentan patrones caracteristicos de metilacion del ADN. En general,
estos estudios han analizado un pequefio niumero de regiones cerebrales, por lo que los

patrones de metilacién del ADN de la mayoria de las regiones queda aun por determinar. En
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este estudio pretendemos llevar a cabo un analisis exhaustivo de las regiones mas importantes
del cerebro de ratén utilizando el 5mC-mouse-array previamente disefiado. Esto nos ha
permitido establecer los patrones de metilacién del ADN de hasta 12 regiones diferentes del
cerebro de raton. Para ello, hemos microdiseccionado la corteza frontal (CX), el nucleo
caudado-putamen (CPU), la amigdala basolateral (BLA), el hipotalamo (HYP), el globo palido
(MGP), el talamo (TH), las regiones del hipocampo CA1, CA3 y giro dentado (DG), la sustancia
negra (SN), y las capas de células de Purkinje (PC) y células granulares del cerebelo (GCL) en
seis ratones C57BL/6 de 2 meses de edad (para ver una representacion de las regiones
analizadas ver Anexo 1). Se extrajo el ADN de cada una de estas muestras, se modificéd con

bisulfito sdédico y se hibridé en los 5mC-mouse-arrays.

Las sondas para las que mds del 15% de las muestras mostraban p-valores de deteccién
mayores de 0.01 fueron excluidas (25 sondas), asi como también las sondas localizadas en el
cromosoma X (11 sondas) para eliminar el posible sesgo sexual. Del mismo modo, las muestras
qgue mostraron mas del 10% de las sondas con p-valores > 0.01 fueron también excluidas por
su baja calidad (8 muestras). Tras filtrar los datos por calidad de muestra y sonda,
determinamos los patrones de metilacién de 344 genes en 64 muestras, representadas por un

minimo de 4 muestras y un maximo de 6 muestras por regién analizada.

En linea con lo que se esperaba, el valor medio de metilacién del ADN de las 344 sondas
analizadas fue bajo (media del AVG.Beta = 0.27), ya que las sondas fueron disefiadas para
determinar el estado de metilaciéon de las regiones promotoras de genes expresados en el
cerebro y, por tanto, supuestamente no-metiladas. En concreto, 196 sondas se encontraron
no-metiladas (AVG.Beta < 0.2) y 21 de ellas completamente metiladas (AVG.Beta > 0.8) en
todas las regiones analizadas, observandose 127 sondas con valores de metilacién
intermedios en alguna de las muestras y regiones analizadas. Mas en detalle, 145 de las sondas
mostraron diferencias mayores del 10% entre diferentes muestras y regiones, y 83 de ellas
mayores del 20%, aunque solo 72 mostraron diferencias significativas en los valores de

metilacion del ADN entre las regiones analizadas (Tabla 1; Test Kruskal-Walllis y FDR < 0.05).

Las mayores diferencias de metilacién se observaron en la region promotora del gen Cacnald
(48% comparando TH vs. GCL) y del gen Tbxa2r (43 % comparando CPU vs CA1). Es interesante
mencionar que, con la excepcion de CA3, se encontraron genes con valores maximos o
minimos de metilacion del ADN para cada una de las regiones analizadas, sugiriendo su posible
utilizacion como marcadores de region y su utilidad para discriminar entre las diferentes

regiones analizadas (Tabla 1).
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BLA CPU MGP SN TH HYP cX CAl CA3 DG GCL PC
TargetID Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Media Delta p-val FDR
n=5 n=6 n=5 n=6 n=5 n=5 n=6 n=6 n=4 n=5 n=6 n=5
Bdkrb2 045 049 039 040 040 040 030 031 039 033 020 0.20 0.29 9E-08 1E-06
Ednrb 0.22 0.13 0.18 0.26 0.20 0.25 0.17 0.10 0.11 0.10 0.08 0.07 0.18 1E-07 1E-06
F2rl2 082 08 08 08 08 083 070 066 069 060 093 0.93 0.33 1E-07 1E-06
Gegr 056 050 053 063 061 062 038 033 046 047 046 041 0.31 1E-07 1E-06
Grin2c 050 049 039 048 039 052 034 032 033 033 0.16 0.16 0.36 1E-07 1E-06
1d1 0.11 0.09 0.14 014 011 0.5 o0.07 0.08 010 0.08 0.23 0.20 0.16 1E-07 1E-06
Kcnipl 020 0.12 0.16 0.28 0.20 0.24 0.22 0.09 0.10 0.08 0.05 0.06 0.23 5E-08 1E-06
Thx1 036 026 035 044 045 042 019 0.17 026 026 0.13 0.14 0.32 1E-07 1E-06
Tbxa2r 076 0.82 070 078 081 081 062 039 056 046 051 0.51 0.43 1E-07 1E-06
Tmhs 073 064 073 069 064 066 047 057 070 0.69 0.77 0.78 0.31 9E-08 1E-06
Ushlg 040 034 048 047 046 037 028 0.26 034 0.28 0.67 0.68 0.42 4E-08 1E-06
Nmur2 037 032 031 043 042 0.37 0.22 018 0.24 0.19 0.16 0.15 0.28 2E-07 1E-06
Sorbs3 051 058 041 053 044 056 034 025 033 029 0.26 0.26 0.33 2E-07 1E-06
Calcr 032 029 021 032 026 039 014 013 0.14 018 0.11 o0.09 0.30 2E-07 1E-06
Grm2 026 033 0.18 0.17 0.18 0.15 013 0.12 0.15 0.11 0.25 0.22 0.22 2E-07 1E-06
Gfap 077 078 071 077 081 0.74 068 055 055 047 051 048 0.34 3E-07 1E-06
Spnb4 075 065 078 080 0.74 0.77 044 057 067 061 0.80 0.80 0.36 3E-07 1E-06
Sstr3 042 041 032 043 038 038 034 033 025 024 0.0 0.13 0.33 3E-07 1E-06
Sstrl 035 041 029 036 037 042 020 0.19 0.28 0.22 0.12 0.12 0.30 4E-07 2E-06
Grin2a 034 046 031 034 038 046 014 0.12 019 019 032 0.36 0.34 5E-07 2E-06
Lhb 073 071 071 0.76 0.75 074 075 066 064 066 0.59 0.56 0.20 5E-07 2E-06
Pthrl 058 058 050 059 061 057 059 051 046 043 024 0.25 0.36 7E-07 2E-06
Ide 063 051 068 067 065 071 038 048 0.69 0.70 0.72 0.72 0.35 1E-06 4E-06
Npy6r 035 045 033 039 044 044 042 020 034 034 019 029 0.26 2E-06 5E-06
Ctsg 081 081 079 081 078 084 075 067 071 066 0.84 0.82 0.18 2E-06 5E-06
Chrm4 079 070 082 083 08 083 057 064 080 0.8 080 0.79 0.28 2E-06 6E-06
Gm98 041 036 040 045 043 050 033 0.27 036 033 035 0.32 0.23 2E-06 6E-06
Cacnald 076 0.77 069 079 08 0.77 077 071 057 059 0.32 0.36 0.48 2E-06 6E-06
Avprilb 069 058 073 069 069 070 058 059 067 066 0.75 0.76 0.18 2E-06 6E-06
P2rx6 024 0.18 0.21 025 025 0.26 013 0.13 0.15 0.13 0.11 0.12 0.15 3E-06 7E-06
P2rx1 073 071 070 0.72 069 076 076 0.75 0.76 0.81 0.59 0.55 0.27 3E-06 7E-06
Ptger2 0.18 0.21 021 021 021 023 019 0.14 0.18 0.19 0.33 0.29 0.19 4E-06 9E-06
Hrh4 078 0.79 076 076 0.71 083 064 066 077 078 0.84 0.83 0.19 5E-06 1E-05
Chrnal0 031 0.25 033 032 029 031 035 038 037 042 040 041 0.18 6E-06 1E-05
Otog 045 043 047 045 045 049 035 033 047 045 0.54 053 0.21 6E-06 1E-05
Hrhl 0.51 048 056 053 053 044 036 049 051 063 060 0.57 0.27 1E-05 2E-05
Cnr2 057 060 058 060 063 061 064 054 051 053 034 031 0.33 1E-05 2E-05
F2r 054 053 044 048 040 039 042 034 040 035 031 031 0.23 1E-05 2E-05
Gabrp 072 061 071 075 0.73 0.77 0.77 0.72 069 0.75 0.56 0.55 0.22 1E-05 3E-05
Gabrrl 071 0.76 075 065 075 074 069 061 074 068 0.80 0.78 0.19 1E-05 3E-05
Ushic 088 087 08 09 08 087 091 089 085 088 0.67 0.67 0.24 2E-05 3E-05
Myo5a 073 064 074 075 071 068 063 067 075 074 0.76 0.76 0.14 2E-05 4E-05
Cckar 055 057 055 057 062 050 051 045 055 054 043 044 0.19 3E-05 4E-05
Masl 063 059 062 064 063 069 034 045 060 061 059 0.57 0.35 3E-05 4E-05
Glplr 030 028 029 031 029 029 034 032 024 031 0.19 0.20 0.15 4E-05 7E-05
Sgce 066 064 064 067 062 065 075 074 066 0.73 0.66 0.67 0.13 5E-05 8E-05
Galr3 062 049 064 063 060 060 049 051 052 047 055 0.56 0.17 5E-05 9E-05
DId 0.68 061 066 066 061 067 061 057 067 070 0.74 0.72 0.17 7E-05 1E-04
Lep 096 095 095 09 09 096 096 095 096 097 0.8 0.83 0.14 7E-05 1E-04
Bdkrb1 093 092 089 094 093 091 092 091 091 093 0.64 0.63 0.31 9E-05 1E-04
Mtnrlb 043 040 034 041 036 044 040 039 041 040 0.13 o0.13 0.31 1E-04 2E-04
Clic5 031 032 034 030 030 033 021 024 034 027 1035 0.35 0.14 1E-04 2E-04
Adralb 08 090 09 090 08 091 o060 071 088 088 091 0.8 0.31 2E-04 2E-04
Lhcgr 061 052 057 064 061 059 056 057 056 056 0.40 040 0.24 2E-04 3E-04
Gjel 068 0.72 070 o0.61 067 070 0.76 0.77 0.77 082 0.83 0.78 0.22 2E-04 3E-04
Cysltr2 065 053 069 065 069 064 065 067 070 0.72 0.74 0.72 0.21 2E-04 3E-04
Ptafr 048 048 049 045 044 050 042 048 054 056 052 051 0.13 3E-04 5E-04
F2ri3 0.78 0.72 076 0.77 075 0.77 063 063 076 069 0.79 0.78 0.16 5E-04 6E-04
Chrm2 075 074 075 074 0.76 0.76 058 056 075 065 0.76 0.76 0.19 5E-04 6E-04
Edg7 0.71 074 074 073 071 0.77 067 0.5 074 073 0.77 0.76 0.13 0.001 0.001
Tmcl 054 048 050 050 050 049 042 038 054 052 0.56 054 0.18 0.001 0.002
Accnl 052 053 051 054 053 051 036 044 055 053 055 055 0.19 0.002 0.002
Trpvl 0.67 065 068 065 067 063 055 054 067 067 0.62 0.62 0.15 0.002 0.002
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P2ry10 048 049 048 049 047 053 041 034 042 041 047 047 0.19 0.004 0.005

Gabbr2 0.06 012 007 0.06 012 012 0.22 023 010 0.23 011 0.10 0.18 0.005 0.005
Myo15 078 079 080 076 078 080 0.76 056 076 0.81 0.75 0.77 0.25 0.005 0.006
Sstr5 072 072 066 071 072 071 060 062 073 067 0.69 0.68 0.13 0.01 0.011
Crhr2 044 046 054 053 054 051 047 047 051 052 051 050 0.10 0.015 0.017
Galr2 031 024 027 030 030 024 020 0.17 027 025 029 0.24 0.14 0.027 0.029
Hertrl 0.11 015 0.12 013 017 0.16 0.12 012 013 0.22 012 0.12 0.11 0.028 0.029
Uts2r 082 073 082 082 076 076 086 083 077 076 081 0.81 0.13 0.041 0.044
Adrb3 043 034 041 043 041 040 041 039 039 046 037 036 0.12 0.048 0.05

Tabla 1. Valores de metilacion promedio obtenidos con el 5mC-mouse-array (AVG.Beta) en cada una de las regiones
y genes analizados. Los sondas representando los diferentes genes estan ordenadas segun su valor de significancia
(Kruskal-Wallis p-valor y FDR para multiples comparaciones). El valor Delta se refiere a la diferencia maxima entre
dos regiones para ese gen. Los valores maximos y minimos para cada gen utilizados para calcular el valor Delta

estan resaltados en negrita.

4.1.3. Los patrones de metilacion del ADN en las 12 regiones cerebrales son
funcionalmente relevantes en la regulacion de la expresion del RNA en los genes

analizados

Una vez establecidos los patrones de metilacion del ADN de los diferentes genes y regiones,
examinamos su importancia funcional respecto a la regulacion de su transcripcion. Para ello,
utilizamos los valores de expresion disponibles en la base de datos publica Allen Brain Atlas
(Lein et al., 2007). Dado que los datos de expresion de ARN la base Allen Brain Atlas han sido
obtenidos mediante hibridacién in situ (ISH) y que esta técnica es eminentemente
semiquantitativa, se decidid categorizar los valores de expresidén. Asi, se consideraron los
genes que muestran un nivel de expresion mayor de 10 como genes altamente expresados y
los que muestran un nivel de expresion menor de 1.5, como genes no expresados. De manera
similar, los valores de metilacion del ADN fueron también categorizados. En este caso, se
ordenaron los valores de metilacién de las diferentes regiones en cada uno de los genes
analizados, considerandose, en cada uno de los genes, como hipermetiladas las regiones del
primer tercil y como hipometiladas las del ultimo tercil. Posteriormente, las frecuencias de
distribucion de genes y regiones en las cuatro categorias fueron analizadas, observandose una
asociacién significativa entre hipometilacion y mayor expresién, y entre hipermetilacién y

menor expresion (Figura 7; prueba exacta de Fisher; p-valor <0.001).
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Figura 7. Correlacion entre los datos de metilacion del ADN obtenidos con el 5mC-mouse-array (AVG.Beta) y los
valores de expresién del ARN obtenidos mediante ISH disponibles en la base de datos Allen Brain Atlas. Se
consideraron genes altamente expresados en determinadas regiones los que mostraron valores de expresidn brutos
en la base de datos Allen Brain Atlas mayores de 10, y no expresados los que mostraban valores menores de 1.5. Se
consideraron genes hipermetilados los que representaban el primer tercil de metilacion en cada regidén, e

hipometiladas las que representaban el tercer tercil (prueba exacta de Fisher; p-valor <0.001).

4.1.4. El andlisis de agrupamiento de los patrones de metilacion del ADN reconoce

a la corteza cerebral, el tronco cerebral y el cerebelo como grupos diferenciados

Tras analizar la importancia funcional de los patrones de metilacién del ADN observados,
quisimos comparar los perfiles de metilacion de cada una de las muestras y regiones
analizadas de una manera no supervisada. Para ello, definimos como sondas informativas del
array aquellas que mostraban una desviacidén estandar entre las muestras mayor que 0.05, y
las utilizamos para realizar un andlisis de agrupamiento no supervisado. De ese modo,
observamos que las 12 regiones analizadas se asocian en tres grupos claramente
diferenciados, representando cerebelo (GCL y PC), corteza cerebral (CX , CAl1, CA3 y DG) y
tronco cerebral (BLA, CPU, SN HYP y TH) (Figura 8).
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Figura 8. Andlisis de agrupamiento de las diferentes muestras representando las diferentes regiones. Se
consideraron las sondas mostrando una desviacidn estandar entre las diferentes regiones mayor que 0.05. Corteza
frontal (CX), nucleo caudado-putamen (CPU), amigdala basolateral (BLA), hipotdlamo (HYP), globo palido (MGP),
talamo (TH), regiones hipocampales CA1, CA3 y giro dentado (DG), sustancia negra (SN), y capas de células de
Purkinje (PC) y células granulares del cerebelo (GCL). Las muestras se disponen en columnas, y las sondas en filas.
Los valores de metilacidon de cada sonda en cada una de las muestras viene indicado por el gradiente entre verde

(no metilado) y rojo (metilado).
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4.1.5. Validacion de los datos de metilacion del ADN mediante analisis de

componentes principales y pirosecuenciacion

Con el fin de validar los datos obtenidos con el 5mC-mouse-array decidimos utilizar el analisis
de componentes principales para reducir la complejidad de los datos. Para ello, nos basamos
en el spectral map analysis (SMA) que permite detectar relaciones entre genes y grupos
basandose en la proyeccidén dimensional de las diferentes variantes (Lewi, 1976). En esencia, el
SMA es un método de andlisis de componentes principales que permite seleccionar los genes
gue muestran una mayor diferencia entre grupos y una menor dispersion dentro del grupo.
Asi, basandonos en este método, identificamos ocho sondas como las principales
contribuidoras al analisis de agrupamiento anteriormente observado (Figura 9).
Posteriormente se seleccionaron las regiones que representaban el valor maximo y minimo en
cada uno de estos genes y se examino el estado de metilacion de los mismos en una serie de
muestras independientes por pirosecuenciacién (Figura 9). Ambas series de datos mostraron
un alto coeficiente de correlacidn de Pearson (r=0.72 ; p-valor<0.001) confirmando la fiabilidad

y reproducibiliad de los datos (Figura 10y 11).
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Figura 9. Anadlisis de componentes principales (spectral map analysis) de los patrones de metilacion del ADN

informativos entre las doce regiones analizadas.
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Figura 10. Comparacion de valores de metilacidon del ADN entre las regiones mas discordantes para cada uno de los

genes identificados por el SMA obtenidos con el 5mC-mouse-array (izquierda) y por pirosecuenciacion (derecha).
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Figura 11. Correlacidn entre los valores de metilacién de los genes identificados por el SMA obtenidos con el 5mC-

mouse-array (eje de las X) y por pirosecuenciacion (eje de las Y).

4.1.6. La corteza cerebral presenta un patron especifico de metilaciéon del ADN

De especial relevancia es el hecho de que el andlisis de agrupamiento reconozca la corteza
cerebral como una rama independiente, ya que dicha regidn esta especialmente afectada en la
EA. Por ello, decidimos profundizar en las diferencias de metilacion que caracterizan a esta
region comparando los patrones de metilacion del ADN de la corteza cerebral (CX, CA1, CA3 y
DG) con el resto del cerebro (BLA, CPU , SN HYP, TH, GCL y PC). De ese modo, identificamos 52
genes diferencialmente metilados entre la corteza cerebral y el resto del cerebro (Tabla 2; FDR
< 0.05). Los genes con mayores diferencias de metilacién fueron seleccionados y su relacién

con la regulacion de la expresion del RNA analizada mediante PCR cuantitativa en una serie de
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muestras independientes. Seis de los siete genes examinados mostraron una asociacion entre

hipermetilacidon del ADN y menor expresion (Figura 12), sugiriendo que el 5mC-mouse-array es

capaz de examinar patrones de metilacion del ADN funcionalmente relevantes para la EA.

TargetID Cerebral Cortex Rest of Brain Delta p.value FDR
Mean SD Mean SD
Gabbr2 0.20 0.14 0.10 0.07 0.11 3.7055E-05 0.00013896
P2rx1 0.77 0.04 0.68 0.08 0.09 7.2544E-07 5.4408E-06
Sgce 0.72 0.05 0.65 0.03 0.07 6.7395E-07  5.4408E-06
Gjel 0.78 0.04 0.71 0.09 0.07 0.00869542 0.01552891
Gabrp 0.74 0.05 0.67 0.09 0.06 0.01419895 0.0226579
Ushlc 0.88 0.03 0.82 0.10 0.06 0.01070205 0.01783675
Chrnal0 0.38 0.05 0.33 0.06 0.05 0.0015396 0.00329913
Glplr 0.31 0.06 0.27 0.05 0.04 0.00869619 0.01552891
Sstr3 0.29 0.06 0.32 0.13 -0.03 0.02716656 0.03995083
DId 0.63 0.07 0.67 0.06 -0.04 0.03313045 0.0477843
Bdkrb2 0.33 0.05 0.37 0.11 -0.04 0.01727859  0.0269978
Edg7 0.69 0.06 0.74 0.04 -0.05 0.00120115 0.00264959
Trpvl 0.60 0.08 0.65 0.05 -0.05 0.02618785 0.03928178
Ednrb 0.12 0.04 0.17 0.07 -0.05 0.00945427 0.01649
Grin2c 0.33 0.04 0.39 0.15 -0.05 0.00799291  0.0149867
Sstr5 0.65 0.08 0.70 0.05 -0.06 0.01209418 0.01971877
Galr2 0.21 0.07 0.28 0.07 -0.06 0.0008861 0.00218585
Tmcl 0.45 0.09 0.51 0.06 -0.06 0.00093263 0.00218585
Ptger2 0.17 0.03 0.24 0.05 -0.06 2.8297E-06 1.7686E-05
Myo15 0.71 0.11 0.78 0.03 -0.06 0.02432154 0.03722684
P2rx6 0.13 0.03 0.20 0.07 -0.07 0.00040184 0.00107634
Gabrrl 0.68 0.08 0.74 0.07 -0.07 2.2402E-05 9.334E-05
Accnl 0.46 0.09 0.53 0.04 -0.07 0.00120115 0.00264959
Clic5 0.25 0.06 0.32 0.04 -0.07 8.6753E-05 0.00028289
Id1 0.08 0.02 0.15 0.05 -0.07 9.4207E-09 1.1776E-07
Avprlb 0.62 0.08 0.70 0.06 -0.08 9.7658E-05 0.00030518
Hrh4 0.71 0.08 0.79 0.05 -0.08 0.00025893 0.00071925
Gm98 0.32 0.05 0.40 0.07 -0.08 1.3374E-05 5.9004E-05
Galr3 0.50 0.05 0.58 0.07 -0.09 1.0285E-05 4.8213E-05
Otog 0.39 0.08 0.48 0.05 -0.09 6.4306E-05 0.00021922
Sstrl 0.22 0.07 0.30 0.12 -0.09 0.00645235 0.01240837
P2ry10 0.39 0.05 0.48 0.06 -0.09 3.2531E-06 1.8768E-05
Chrm4 0.70 0.13 0.80 0.05 -0.09 0.00985497 0.01679825
Grm2 0.13 0.03 0.22 0.07 -0.09 1.6931E-08 1.814E-07
F2ri3 0.67 0.07 0.76 0.05 -0.09 2.6394E-06 1.7686E-05
Thx1 0.21 0.06 0.31 0.13 -0.10 0.00433703 0.00879127
Calcr 0.15 0.04 0.25 0.11 -0.10 0.00300784 0.00626633
Tmhs 0.60 0.10 0.70 0.06 -0.11 0.00019547 0.00056386
Nmur2 0.21 0.05 0.32 0.11 -0.11 0.0004241  0.0010968
Ctsg 0.70 0.07 0.81 0.03 -0.11 8.9607E-10 2.2402E-08
Ide 0.54 0.15 0.66 0.08 -0.12 0.00591496 0.01167427
Gfap 0.57 0.11 0.69 0.13 -0.13 0.00093263 0.00218585
Chrm2 0.62 0.09 0.75 0.02 -0.13 3.3744E-05 0.0001332
Masl 0.48 0.13 0.62 0.06 -0.13 6.4306E-05 0.00021922
Gegr 0.40 0.08 0.54 0.08 -0.14 5.3974E-07 5.06E-06
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Sorbs3 0.30 0.07 0.44 0.13 -0.14 0.00011647 0.00034941

Adralb 0.75 0.13 0.90 0.02 -0.15 4.0023E-06 2.1441E-05
Ushlg 0.28 0.06 0.48 0.13 -0.20 4.0089E-09 6.0133E-08
Spnb4 0.56 0.13 0.76 0.06 -0.20 4.0072E-09 6.0133E-08
F2rl2 0.66 0.10 0.86 0.05 -0.20 8.19E-10  2.2402E-08
Thxa2r 0.51 0.13 0.71 0.13 -0.21 6.0261E-06 3.0131E-05
Grin2a 0.15 0.05 0.37 0.08 -0.22 2.4984E-10 1.8738E-08

Tabla 2. Genes diferencialmente metilados entre la corteza cerebral y el resto del cerebro. p-valor test Mann-

Whitney con correccidn para multiples comparaciones FDR.
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Figura 12. Comparacion entre los datos de metilacion del ADN obtenidos con el 5mC-mouse-array (a) y los valores
de expresion de dichos genes medidos por PCR cuantitativa (b). Se representan los genes que muestras las mayores

diferencias significativas entre corteza cerebral y el resto del cerebro. * Test de Mann-Whitney, p-valor < 0.05.

Datos publicados en el articulo: “DNA methylation map of mouse and human brain identifies
target genes in Alzheimer's disease”. Sanchez-Mut JV, Aso E, Panayotis N, Lott |, Dierssen M,
Rabano A, Urdinguio RG, Fernandez AF, Astudillo A, Martin-Subero JI, Balint B, Fraga MF,
Gomez A, Gurnot C, Roux JC, Avila J, Hensch TK, Ferrer |, Esteller M. Brain. 2013 Oct;136(Pt
10):3018-27. (Anexo 6).
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4.2. 22 Estudio: Determinacion de los patrones aberrantes de metilacion del ADN en

modelos murinos de la EA y posterior validacion en muestras post-mortem humanas
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4.2.1. El andlisis conjunto de los perfiles de metilacion del ADN de los modelos

murinos de EA APP/PSEN1 y 3xTg-AD no muestran diferencias en la corteza frontal

Una vez confirmado el potencial de nuestro 5mC-mouse-array para detectar cambios de la
metilacién del ADN potencialmente importantes para la EA, decidimos hacer examinar las
posibles alteraciones de la metilacién del ADN en modelos murinos debido a que son
genéticamente homogéneos y han sido criados en condiciones ambientales similares. De ese
modo, las posibles variaciones debidas a la carga genética y el componente ambiental
deberian ser mucho menores. Para aumentar la potencia de nuestro estudio, utilizamos dos
modelos murinos diferentes de la EA, el modelo APPswe/PS1dE9, en el que se combina la
mutacién sueca delecién del exdén 9 del gen PSEN1I que aumentan la cantidad de péptido AB
(Borchelt et al., 1997), y el modelo 3xTg-AD, en el que se combinan la mutacién sueca del gen
APP, con la mutacion M146L del gen PSEN1 y la mutacién P301L del gen TAU que aumentan
tanto la cantidad de AB como la fosforilacion de TAU (Oddo et al., 2003). Dado que en ambos
modelos se produce una acumulacion de AB en la corteza frontal similar a la que ocurre en los
pacientes de EA (Borchelt et al., 1997; Oddo et al., 2003), se decidid centrar el andlisis en dicha
region. De ese modo, los patrones de metilacion del ADN en la corteza frontal fueron
examinados y comparados con los respectivos ratones salvajes utilizando el 5mC-mouse-array
previamente disefiado. De las 344 sondas que pasaron el control de calidad, 240 mostraron
incrementos de metilacién en los ratones APPswe/PS1dE9 y 167 en los ratones 3xTg-AD,
mientras que 104 y 177 mostraron pérdidas respectivamente. Un andlisis global de la
metilacién de las sondas ratones mostrd una ligera tendencia a la ganancia de metilacién en
los ratones APPswe/PS1dE9 (incremento medio de AVG.Beta de 0.00987 +0.00118; test de
Wilcoxon p-valor < 0.001). En cambio, los ratones 3xTg-AD, no mostraron tendencia neta
alguna (incremento medio de AVG.Beta de 0.00003 *+ 0.00158; test de Wilcoxon p-valor =
0.902). Mas especificamente, y buscando diferencias en genes concretos, 45 sondas mostraron
diferencias significativas en los ratones APPswe/PS1dE9, y 99 sondas en los ratones 3xTg-AD
(test de Mann-Whitney; p-valor < 0.05). Desafortunadamente, ninguna de estas diferencias

mantuvo la significancia estadistica tras corregir por multiples comparaciones (FDR<0.05).
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4.2.2. Los patrones de metilacion del ADN caracteristicos de la corteza cerebral

estan alterados en los modelos murinos de EA APP/PSEN1 y 3xTg-AD

Como hemos visto anteriormente en el 12 Estudio, la mayoria de las sondas no muestran
cambios de metilacion entre las diferentes regiones analizadas, por lo que podria asumirse que
s6lo un reducido numero de ellas son relevantes para la regulacion de dichos genes en el
sistema nervioso. Siguiendo esa premisa, decidimos analizar el estado de metilacién de los
genes diferencialmente metilados entre la corteza cerebral y el resto del cerebro en dos
modelos murinos de EA. Para ello, examinamos los valores de metilacion del ADN obtenidos
con el 5mC-mouse-array en los genes previamente correlacionados con ganancia de metilacion
y reduccion de la expresién. Al reducir el nimero de genes a comparar, cuatro de los seis
genes examinados mantuvieron las significancia estadistica tras la correccién por multiples
comparaciones, en concreto los genes coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 2 (F2rl2),
sorbin and SH3 domain containing 3 (Sorbs3), spectrin beta non-erythrocytic 4 (Spbn4 en
ratones y SPTBN4 humanos) y thromboxane A2 receptor (Tbxa2r) (Figura 13a; FDR < 0.05).
Estas observaciones fueron posteriormente validadas en wuna serie de muestras
independientes por pirosecuenciacién (Figura 13b) y correlacionadas con menores niveles de
ARN medidos por PCR cuantitativa (Figura 13c) y menores niveles de proteina medidos por

western-blot e inmunohistoquimica (Figura 13d).
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Figura 13. Alteracion de los perfiles de la corteza cerebral en los modelos murinos de EA. Cambios de metilacion del
ADN en los diferentes modelos murinos medidos con el 5mC-mouse-array (a) y pirosecuenciacion utilizando una
cohorte independiente (b). Cambios de expresion del ARN medidos con PCR cuantitativa(c). Cambios en los niveles

de proteina medidos por western-blot (F2RL2, SPBN4 y SORBS3) e inmunohistoquimica (TBXA2R) (d).

4.2.3. Los genes SORBS3, SPTBN4 y TBXA2R estan diferencialmente metilados en

muestras post-mortem humanas de EA

Tras determinar que los genes F2rl2, Sorbs3, Spnb4 y Tbxa2r estan diferencialmente metilados
en ambos modelos murinos de EA, quisimos saber si estas diferencias de metilacion del ADN
también estan presentes en humanos. Para ello, analizamos el estado de metilacién de las
regiones equivalentes en humanos por pirosecuenciacion en una serie de 20 muestras control
y 20 muestras post-mortem de EA con estadios Braak V-VI C. Al igual que ocurre en los
modelos de ratodn, los genes SORBS3, SPTNB4 y TBXA2R se encuentran hipermetilados en las

muestras de EA (Figura 14a). En cambio, no se encontraron diferencias significativas para el
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gen F2RL2. Dichas diferencias de metilacion fueron también correlacionadas con menores
niveles de expresion del ARN medidas por PCR cuantitativa (Figura 14b) y con menores niveles

de proteina medidos por inmunohistoquimica (Figura 15).
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Figura 14. Validacion en muestras post-mortem humanas de las diferencias observadas en los modelos murinos de
EA. Cambios de metilacion del ADN medidos por pirosecuenciacion (a). Cambios de expresién del ARN medidos por

PCR cuantitativa (b).
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Figura 15. Ensayos inmunohistoquimicos en muestras post-mortem humanas. Se representa una muestra

representativa control (izquierda) y EA (derecha).

Datos publicados en el articulo: “DNA methylation map of mouse and human brain identifies
target genes in Alzheimer's disease”. Sanchez-Mut JV, Aso E, Panayotis N, Lott |, Dierssen M,
Rabano A, Urdinguio RG, Fernandez AF, Astudillo A, Martin-Subero JI, Balint B, Fraga MF,
Gomez A, Gurnot C, Roux JC, Avila J, Hensch TK, Ferrer |, Esteller M. Brain. 2013 Oct;136(Pt

10):3018-27. (Anexo 6).
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4.3. 32 Estudio: Determinacion de los patrones aberrantes de metilacion del ADN en

muestras post-mortem humanas con EA
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4.3.1. La progresion en los estadios de Braak de la EA correlaciona con cambios de

metilacion del ADN

La utilizacion de modelos murinos para investigar la EA es una herramienta tremendamente
potente pero, a pesar de ello, inexorablemente, nos liga al efecto genético subyacente. Por
tanto, teniendo en cuenta que estos modelos son mas representativos de las formas familiares
de la enfermedad, es necesario realizar mas estudios de cribado en la poblacion de EA
esporadicos. En las ultimas décadas, los intentos de descubrir nuevos factores de riesgo a la
EA esporadica se han basado en el andlisis de las variantes genéticas y, en general, no han
tenido el éxito esperado (Bertram y Tanzi, 2008). Ahora, con la epigenética podemos abordar
esta cuestion desde un nuevo punto de vista que nos ofrece incluso mas posibilidades. Asi, no
s6lo podemos analizar las alteraciones epigenéticas como posibles epimutaciones que puedan
causar o conferir un riesgo ante la EA, si no que, debido a que son marcas dinamicas, las
podemos analizar como posibles conductores o marcadores de la progresion de la
enfermedad. Lamentablemente, los estudios destinados a identificar alteraciones epigenéticas
en la EA son aun muy escasos, y ninguno de ellos ha examinado la EA como un proceso
progresivo, centrandose, exclusivamente, en comparar la presencia y ausencia de la

enfermedad.

En este estudio se ha pretendido, desde un punto epigenético, analizar la progresion y el
avance de la EA con una visidn integral. Para ello, hemos analizado como cambian los patrones
epigenéticos de muestras post-mortem humanas con EA esporadica a través de los diferentes
estadios de Braak, centrandonos en la regién del hipocampo por ser una de las regiones mas
severamente alteradas en la EA y por ser también una de las regiones donde se observan
alteraciones desde las primeros estadios asociadas con la patologia TAU. En este caso, hemos
utilizado el array de metilacion /lllumina Infinium 27K que permite analizar 27578 sitios CpGs
correspondientes a 14475 genes Uunicos. Se examinaron cinco muestras por grupo,
representando controles, Braak I-1l, Braak IlI-IV y Braak V-VI. El andlisis de agrupamiento
muestra una correlacion entre la metilacion del ADN y el estadio de Braak, mostrando las
mayores diferencias de metilacion los grupos control y el grupo Braak V-VI (Figura 16), y una
ligera tendencia a la ganancia de metilacion (incremento medio del AVG.Beta entre los grupos

Braak V-Vl y control de 0.00027 £+ 0.00013; test de Wilcoxon p-valor < 0.0001).
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Figura 16. Andlisis de agrupamiento de los grupos de muestras representando los diferentes estadios de Braak en la

EA. Las medias de cinco muestras por grupo se han utilizado para realizar el analisis de agrupamiento.

4.3.2. El promotor del gen DUSP22 se hipermetila en la EA y correlaciona con

menores niveles de expresion del ARN y de proteina

Con el fin de identificar nuevos genes asociados a la progresion de la EA nos centramos en las
sondas que siguen un modelo progresivo de ganancia o pérdida de metilacion del ADN a través
de los diferentes estadios de Braak. Establecimos, ademas, un umbral de cambio de metilacion
del ADN minimo, seleccionando aquellas sondas con un cambio mayor del 25% en, al menos,
una muestra control y una muestra Braak V-VI. Siguiendo estos criterios, cuatro sondas
correspondientes a tres genes individuales mostraron una diferencia significativa en la
metilacion del ADN entre el grupo control y el grupo Braak V-VI (test de Mann-Whitney, Tabla
3).
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Gen Control AD I-1I AD IlI-IV AD V_VI Delta p-valor

DUSP22 0.18 0.33 0.35 0.44 0.25 0.0115*
DUSP22 0.18 0.29 0.33 0.39 0.21

CLDN15 0.41 0.57 0.58 0.6 0.19 0.0317
QSCN6 0.31 0.23 0.23 0.11 0.20 0.0159

Tabla 3. Sondas representado genes diferencialmente metilados entre el grupo control y el grupo Braak V-VI de la
EA que siguen una progresion lineal de ganancia o pérdida de metilacién. Mann-Whitney p-valor. * Analisis

combinado de ambas sondas.

Estas datos fueron validados en una cohorte independiente de 25 muestras control y 25
muestras de EA Braak V-VI adicionales mediante pirosecuenciacién (Figura 17a). Para ello,
decidimos centrarnos en el gen DUSP22 por mostrar el cambio de metilacion mas consistente.
Al igual que habiamos observado con el Infinium 27K, el grupo de muestras de EA con estadio
V-VI mostré un mayor grado de metilacion del ADN que el grupo control, confirmando dichos

resultados (Figura 17b).
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Figura 17. Represion del gen DUSP22 por metilacién del ADN en la EA. Representacidn de la regiéon promotora del
gen en el que se indican las CpGs analizadas en el Infinium 27K (asteriscos en gris) y en la pirosecuenciacion
(asteriscos en negro) (a). Niveles de metilacion del ADN en muestras control y EA Braak V-VI medido por
pirosecuenciacién utilizando una cohorte independiente (b). Niveles relativos de expresion de DUSP22 en muestras
controles y EA medidos por PCR cuantitativa (c). Niveles de proteina en muestras control y EA Braak V-VI medido
por western-blot (d). Correlacion entre los niveles de metilacién del ADN y expresidon del gen DUSP22 (e). * Mann-

Whitney test, p-valor < 0.05.
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Con el fin de examinar la significancia funcional de dicho incremento de metilacién del ADN
examinamos los niveles de expresion del ARN por PCR cuantitativa y los niveles de proteina
por western-blot. En linea con la funcidon de silenciamiento de la expresién génica de la
metilacién del ADN, las muestras de EA Braak V-VI mostraron menores niveles de expresion
(Figura 17c) y proteina (Figura 17d) del gen DUSP22 que los controles, observandose una
correlacidn significativa entre el incremento de metilacion del ADN vy la reduccidn de expresion

del RNA (Figura 17e).

4.3.3. DUSP22 regula la fosforilacion de TAU a través de la inhibicion de PKA

Una vez caracterizada la represion del gen DUSP22 por hipermetilacion del ADN, quisimos
profundizar en sus consecuencias funcionales para la EA. Dado que la proteina DUSP22 es una
fosfatasa y la fosforilaciéon de TAU juega un papel muy relevante en la EA, quisimos saber si
ambos fendmenos estaban relacionados. Para examinar esta hipdtesis nos centramos en la
fosforilacion de la Thr231 de la proteina TAU, por ser uno de los primeros eventos de
fosforilacion de TAU en la EA y por ser especialmente relevante para su regulaciéon (Luna-
Munoz et al., 2007; Nakamura et al., 2012). Se midié la fosforilacidon de la Thr231 en diferentes
lineas celulares de neuroblastoma y se observé que la linea SK-N-BE(2) presentaba los mayores
niveles de fosforilacion (Figura 18a). Por ello, se decidid utilizar esta linea celular para generar
clones estables con sh-ARN que provocan una disminucién de los niveles de DUSP22 y clones
estables de DUSP22-myc que sobreexpresan la proteina DUSP22 fusionada a una etiqueta myc
(Figura 18b). Los niveles de fosforilacidn de la Thr231 en dos clones independientes para cada
construccion fueron examinados, observandose, en contra de lo esperado, una correlacidn
positiva entre expresiéon de DUSP22 y fosforilacion de TAU (Figura 18c). Estos datos indican,
por un lado, que existe una relacién directa entre la expresion de DUSP22 y la fosforilacion de
TAU pero, por otro lado, dado que la proteina DUSP22 es una fosfatasa, también que dicha

relacion probablemente esté mediada por otra proteina.
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Figura 18. Fosforilacion de la Thr231 de la proteina TAU. Niveles de fosforilacion de la Thr231 en la proteina TAU en
diferentes lineas celulares de neuroblastoma (a). Niveles relativos de expresion de ARN entre los clones de sh-ARN
(parte de arriba) y DUSP22-myc (parte de abajo) (b). Niveles de fosforilacion de la Thr231 en la proteina TAU en la
linea celular SK-N-BE(2) y los diferentes clones establecidos (c). Niveles de fosforilacion de la Thr231 en la proteina
TAU tras diferentes tratamientos con drogas entre los clones de sh-ARN y DUSP22-myc (d). Fraccionamiento celular
e inmunoprecipitacion de DUSP22-myc (e). Niveles de fosforilacion de la Trh197 de la proteina PKA en la linea

celular SK-N-BE(2) y los diferentes clones establecidos (f).

Con el fin de identificar que proteina o proteinas podrian estar mediando dicha relacidn,
examinamos el comportamiento de los clones de sh-ARN y DUSP22-myc ante diferentes
tratamientos que modulan la fosforilacion de TAU a través de vias de sefalizacion alternativas.
Nos centramos en las principales quinasas capaces de fosforilar TAU en la posicion Thr231, la
glycogen synthase kinase 3 (GSK3[B), la cAMP-dependent protein kinase (PKA) y la p38
mitogen-activated protein kinase (p38) y utilizamos litio como inhibidor de la actividad GSK3,
forskolina como activador de la actividad PKA y sorbitol como activador de la actividad p38
(revisado en Martin et al., 2013). De ese modo, observamos que tanto los clones de sh-ARN
como los de DUSP22-myc fueron capaces de inhibir la actividad GSK3B y aumentar la actividad

p38 tras el tratamiento con litio y sorbitol respectivamente (Figura 18d). En cambio, sdlo los
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clones sh-ARN fueron capaces de aumentar la actividad PKA, y no los clones DUSP22-myc,
sugiriendo que la expresiéon de DUSP22 inhibe especificamente la activacién de esta via (Figura
18d). De hecho, ambas proteinas co-localizan en la membrana plasmatica y co-
inmunoprecipitan juntas (Figura 18e), sugiriendo que la proteina DUSP22 podria regular

directamente a la proteina PKA.

La proteina PKA tiene una regulacién compleja en la que dos subunidades cataliticas y dos
subunidades reguladoras se asocian y fosforilan diferencialmente. En respuesta a la
produccion de cAMP, las subunidades reguladoras liberan las subunidades cataliticas que son a
su vez fosforiladas en la posicion Thr197 constituyendo la forma activa del enzima (Taylor et
al., 2012). Reforzando el rol de DUSP22 como inhibidor de la actividad PKA, los clones sh-ARN
presentan mayores niveles de fosforilacién en la posicion Thr197 de la proteina PKA que las
células no transfectadas o scramble, siendo menores los niveles en los clones DUSP22-myc

(Figura 18f).

El efecto de PKA sobre la fosforilacion de TAU es complejo y combina actividades
contrapuestas. Por un lado, PKA es capaz de fosforilar directamente TAU, aumentando su
fosforilacion, pero, por otro, PKA es también capaz de fosforilar la posicién Ser9 de la proteina
GSK3B, lo que resulta en una reduccion de su actividad y una disminucién final de la
fosforilacion de TAU (Jope y Johnson, 2004). Considerando estas premisas, nuestros datos
parecen sugerir que la sobreexpresion constante de DUSP22 probablemente disminuya la
actividad PKA, provocando un aumento de la actividad GSK3B y en consecuencia de la
fosforilacion de TAU. En linea con esta idea, el tratamiento con forskolina aumenta
inicialmente la fosforilacion de TAU pero, tras 2 horas de la activacion de PKA, el efecto final es
una disminucién de la fosforilacion de TAU (Figura 19a). Asi, el aumento y posterior
disminucién de la fosforilacion de TAU tras 30 minutos y 2horas de la induccidn de la actividad
PKA por forskolina es mucho mayor en los clones sh-ARN que en los clones DUSP22-myc,
donde la proteina PKA esta inhibida (Figura 19a). Reforzando esta idea, los clones sh-ARN y no
los clones DUSP22-myc son capaces de inhibir la proteina GSK3B fosforilando la posicién Ser9

(Figura 19b).
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Figura 19. Dindmica de fosforilacidon de la proteina PKA. Fosforilaciéon de la Thr231 en la proteina TAU tras la

activacion de PKA (a). Fosforilacidn de la Ser9 de la proteina GSK3 tras la activacion de PKA (b).

4.3.4. La expresion de DUSP22 condiciona la activacion CREB y la expresion de los

genes CREB-dependientes a través de la inhibicion de PKA

La proteina PKA no solamente regula la fosforilacién de TAU y GSK3pB, sino que también es un
componente clave de la via de la cAMP responsive element binding protein (CREB).
Brevemente, la actividad neuronal provoca la despolarizacién de la membrana plasmatica,
causando un influjo de calcio, la activacién de la adenilato ciclasa, el aumento de la produccion
de cAMP vy la activacién de PKA. En respuesta, PKA fosforila la posicidon Ser133 de la proteina
CREB e induce la expresion de los genes regulados por CREB. La via de CREB es una de las vias
mas importantes de la funcidon neuronal y estd implicada, entre otros procesos, en la
plasticidad sindptica, la formacién de la memoria y la supervivencia neuronal (Lonze y Ginty,
2002). En este sentido, es interesante destacar que todos estos procesos estan alterados en la
EA (Saura y Valero, 2011), por lo que nos preguntamos si la represion epigenética del gen

DUSP22, y su efecto sobre la actividad PKA, podria también alterar la via de CREB.

Con el fin de examinar esta hipodtesis, analizamos la fosforilacion de la posicién Ser133 de la
proteina CREB en los clones sh-ARN vy los clones DUSP22-myc tras la induccién de la actividad
de PKA con forskolina. En linea con los resultados anteriores, los clones DUSP22-myc fueron
incapaces de activar la proteina CREB tras la induccién de la actividad PKA, observandose solo
en el caso de los clones sh-ARN un aumento de fosforilacion de la Ser133 de la proteina CREB
(Figura 20a). Del mismo modo, la induccidn de la expresidn de los genes dependientes de CREB
fue mayor en los clones sh-ARN, estando comprometida en los clones DUSP22-myc. En este
sentido, los genes somatostatin (SST), nuclear receptor subfamily 4 group A member 2
(NR4A2) y FBJ osteosarcoma oncogene (FOS) fueron analizados por PCR cuantitativa

observandose una mayor expresién en los clones sh-ARN que en las lineas celulares sin
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transfectar, y una menor actividad de la via de sefalizacidn en los clones DUSP22-myc (Figura

20b).

Dado que la SST ejerce un papel protector ante la AR (Rubio et al., 2012) y que su expresidon
estd inhibida por DUSP22, hipotetizamos que la expresién de DUSP22 podria también
comprometer la supervivencia celular. Para comprobar esta hipdtesis, tratamos a las células
con el péptido AB y medimos la supervivencia celular tras 24 horas. En linea con los datos
anteriores, los clones sh-ARN mostraron una mayor capacidad de supervivencia celular que las
lineas no transfectadas, estando la supervivencia de los clones DUSP22-myc mas
comprometida (Figura 20c). De acuerdo con el papel neuroprotector de la SST, la adicién de
SST fue capaz de recuperar parcialmente la supervivencia en los clones DUSP22-myc (Figura

20c).
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Figura 20. Activacién de la via de CREB. Fosforilacion de la Ser133 de la proteina CREB tras la activacion de PKA (a).
Expresion relativa del ARN de genes CREB-dependientes tras la activacién de PKA medida por PCR cuantitativa (b).
Porcentaje de supervivencia celular tras tratamiento con el péptido AB y efecto sobre la misma de la adicién del

péptido somatostatina (SST) (c). * Mann-Whitney p-valor < 0.05.

Datos publicados en el articulo: “Promoter hypermethylation of the phosphatase DUSP22
mediates PKA-dependent TAU phosphorylation and CREB activation in Alzheimer's disease”.
Sanchez-Mut JV, Aso E, Heyn H, Matsuda T, Bock C, Ferrer I, Esteller M. Hippocampus. 2014 Jan
16. doi: 10.1002/hip0.22245. (Anexo 7).
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5. Discusion

La EA es la principal causa de demencia en las sociedades occidentales y afecta a mas de 35
millones de personas en todo el mundo (World Alzheimer Report 2013). Fue descrita por Alois
Alzheimer en 1907 como una demencia presenil (antes de los 65 afios), caracterizada por la
presencia de depdsitos neurofibrilares y placas en la corteza cerebral. En los afios siguientes,
se publicaron una serie de casos corroborando las hallazgos de Alois Alzheimer. Se observé
gue la demencia presenil y senil eran indistinguibles histopatolégicamente. Se constaté que los
términos demencia senil y EA se referian a una misma patologia, y se relaciond la EA con el
envejecimiento (revisado en Ruiz-Ezquerro, 2005). Pero a pesar de estos avances las causas
gue provocaban la EA seguian siendo desconocidas. Fueron necesarias mas de ocho décadas

para identificar los primeros genes que causaban la EA (Figura 21).

€ péptas B-amioide e ol prncpal componente de las placas en 1 EA (Glenrer Biochem Bophys Res Commen)

Mutacionss on APP cacsan EA (Levy 1090 Scence).
B APOE-E4 v of feago de EA; OR~3-15 (Corder 1990 Scence)
Mutaciones en PSEN1 y PSENDI causan EA (Rogeev 1195 Nature, Shemringion 1095, Scence)

B Senilcad W Entermedad de Alzheimer (EA)

Figura 21. Representacion esquematica de los avances mas significativos en la investigacion de la EA.

En poco mas de cinco afios, se identificaron mutaciones hasta en tres genes que causaban EA
(APP, PSEN1 y PSEN2). Esto provocd una auténtica revolucién en el campo. Se disparé el
numero de estudios genéticos. Se identificaron variantes del gen APOE que conferian riesgo a

padecer la EA. Se postuld la hipdtesis amiloidea y se generaron modelos animales. Gracias a
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estos avances se ha profundizado en la etiopatologia de la EA, se han desarrollado
tratamientos e incluso se han mejorado las herramientas de diagndstico. Pero en lo referente a
las causas que provocan la EA, llevamos mds de 20 afos sin conseguir avances significativos y
solo hemos sido capaces de identificar unas pocas variantes genéticas asociadas a riesgos
relativos bajos (Bertram et al., 2007; Lamber et al., 2013). La epigenética podria ayudarnos a
invertir esta tendencia y provocar un nuevo cambio de paradigma (Figura 21). De hecho, se
sabe que estd implicada en el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento (Oliveira et al,,
2012) y que es causa de muchos trastornos neuroldgicos (Urginguio et al., 2009; Sanchez-Mut

et al., 2012; Berdasco y Esteller, 2013).

Todo ello ha generado un enorme interés en determinar los mecanismos epigenéticos que
rigen el sistema nervioso y, quizds, uno de los aspectos mas basicos sea conocer como se
regulan a nivel epigenético las diferentes estructuras del cerebro. Varios estudios han
demostrado que los perfiles de expresién celular siguen un patrén que se asemeja al de las
regiones anatémicas del cerebro (Figura 22; Bohland et al., 2010; Ko et al., 2013). Y otros, que
estas regiones estan asociadas a perfiles de metilacion del ADN caracteristicos (Ladd-Accosta
et al., 2007; Xin et al., 2010; Hernandez et al., 2011; Lee et al., 2011; Davies et al., 2012). Pero
a diferencia de lo que ocurre con la metilacion del ADN, los datos de expresién son muy
extensos y es posible consultar los perfiles de expresién de la mayoria de las regiones
cerebrales (por ejemplo, la base de datos Allen Brain Atlas). En cambio, los estudios de
metilacién del ADN son muy escasos y solo se han determinado los perfiles de metilacion de
un reducido numero de regiones (Ladd-Accosta et al., 2007; Xin et al., 2010; Hernandez et al.,
2011; Lee et al.,, 2011; Davies et al., 2012). Por ello, uno de los puntos que se pretendid
abordar en esta tesis fue profundizar en este aspecto. En este caso, decidimos utilizar como
modelo el cerebro de ratdn por presentar una mayor homogeneidad genética y una menor
variabilidad interindividual. Al no existir plataformas para examinar el estado de metilacion del
ADN en ratones se decidié diseiar un array de metilacion del ADN especificamente para tal fin
(5mC-mouse-array). El disefio del array se basd en la tecnologia lllumina por ser una de las
tecnologias de cribado epigenético mas precisas (Bock et al., 2010) y se incluyeron genes
relacionados con la percepcion sensorial, la cognicidn, la neuroplasticidad y la fisiologia del
cerebro, asi como también en diversos genes asociados a diferentes enfermedades

neuroldgicas (para ver un listado completo ver Anexo 5).
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Figura 22. Andlisis de agrupamiento de genes expresados especificamente en neuronas (N), astrocitos (A) y
oligodendrocitos (O). Para facilitar la comparacién con los resultados del anélisis de agrupamiento se representa un
corte coronal (a) y sagital (b) del cerebro de raton en el que se han coloreado las principales regiones cerebrales. Se
han considerado diferentes categorias, o numero de genes (k), para realizar el analisis de agrupamiento en cada
tipo celular en cortes coronales (c) y sagitales (d). Como resultado, se puede observar que los diferentes tipos
celulares muestran patrones de expresion alternativos en diferentes regiones cerebrales (Figura adaptada de Ko et

al., 2013. Proc Natl Acad Sci U S A).

Tras demostrar la fiabilidad y reproducibilidad del array, se caracterizaron los perfiles de
metilacién del ADN de hasta 12 regiones del cerebro de ratén identificAndose mas de 70 genes
diferencialmente metilados entre las regiones analizadas. Estos datos se correlacionaron con
los valores de expresion disponibles la base de datos Allen Brain Atlas confirmando su
relevancia funcional y demostrando que pueden constituir una potente herramienta para
investigaciones futuras. De hecho, se trata de la descripcion mas detallada de los perfiles de
metilacién del ADN de las regiones del cerebro hecha hasta la fecha. Gracias a estos datos
hemos sido capaces de determinar los patrones de metilacidon caracteristicos de una de las
regiones mas susceptibles a la EA, la corteza cerebral, cuestion que ha sido clave para

identificar genes epigenéticamente alterados en la EA.
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En este sentido es importante destacar que la alta complejidad del sistema nervioso es una
dificultad afadida para encontrar genes alterados en la EA. Aproximadamente el 70% de los
genes expresados en el cerebro se expresan en menos del 20 % de las células (Lein et al.,
2007). De hecho, existe una alta heterogeneidad celular asociada a una gran variabilidad de los
perfiles de expresion (Xin et al., 2010; Ko et al. 2013). Esto es especialmente relevante en el
caso del las neuronas donde, ademas, los patrones de metilacién del ADN muestran también
una gran variacion de acuerdo con sus caracteristicas Unicas (lwamoto et al. 2011). Como
consecuencia, es de suponer que estas caracteristicas Unicas se traduzcan en una etiopatologia
de la EA particular, con sus propias alteraciones epigenéticas, provocando un efecto dilucién
dentro de otras alteraciones en otros tipos celulares. Otra complicacion adicional surge de la
propia variacion interindividual de los seres humanos (Turan et al., 2010; Heyn et al., 2013) y
del hecho que procesos intrinsecos al funcionamiento del sistema nervioso, como el
aprendizaje y la memoria, se sustenten en cambios epigenéticos (Levenson et al., 2004; Miller
y Sweatt, 2007; Ma et al., 2009; Gupta et al., 2010; Miller et al., 2010; Guo et al., 2011; Zovkic
et al., 2013). Por tanto, no es de extrafar que hayan sido pocos los genes identificados como
epigenéticamente alterados en la EA y que estas alteraciones hayan sido, en general, pequeiias
en magnitud (Siegmund et al., 2007; Bakulski et al., 2012; Rao et al., 2012; Agbemenyah et al,,
2014).

Estas dificultades resaltan la idoneidad de nuestra aproximacion y explican, en parte, el porqué
un analisis mas general, comparando los patrones epigenéticos globales de los ratones control
y Alzheimer, no ha sido capaz de identificar alteraciones epigenéticas significativas. Al
centrarnos especificamente en la corteza cerebral nuestro analisis ha permitido reducir el
numero de genes a estudiar resaltando las caracteristicas intrinsecas de una de las regiones
mas afectadas en la EA. Gracias a ello, hemos podido identificar un subgrupo de genes
alterados en ambos modelos de la EA que, de manera destacable, han sido posteriormente
validados en muestras humanas. Los genes Tbxa2r, F2rl2, Sorbs3 ySpnb4 mostraron
incrementos significativo de la metilacion del ADN asociados a reducciones de la expresion
génica y menores niveles de proteinas en ambos modelos de EA. De manera similar, los genes
TBXA2R, SORBS3 y SPTBN4 también mostraron alteraciones similares en muestras post-
mortem de EA humanas, tanto a nivel de metilacion del ADN, como a nivel de ARN y de
proteina. Conjuntamente, estos resultados no sélo resaltan la validez de la utilizaciéon de
modelos animales para investigar alteraciones epigenéticas en la EA sino que, ademas, ofrecen

nuevas pistas para entender la etiopatologia de la EA.
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En este sentido, es interesante destacar que TBXA2R es un miembro de la familia de
receptores acoplados a proteina G que al ser activado mediante analogos del ligando
tromboxano A2 (TXA2) induce la actividad de PKA y la fosforilacion de CREB (Muja et al., 2001;
Obara et al., 2005). De manera destacable, la actividad CREB es critica para la funciéon neuronal
(Franklin et al., 1992) y esta frecuentemente alterada en la EA (Saura y Valero, 2011). Pero
ademas, TBXA2R también juega un papel importante en la etiopatologia de la EA regulando la
supervivencia celular, ya que el TXA2 actua como mediador entre la muerte neuronal y la
toxicidad provocada por exceso de NMDA y péptido AB (Yagami et al., 2004; Okada et al.,
2008; Mitsumori et al.,, 2011). Estos datos parecen sugerir que la hipermetilacion del gen
TBXAZ2R podria entenderse como una respuesta de las células ante la toxicidad por NMDA-AB
en la que tratarian de aumentar la supervivencia celular reduciendo la sefializacién por TXA2.
De hecho, la hipermetilacion del gen F2RL2, aunque sélo ha sido validada en los modelos
murinos, podria entenderse que persigue el mismo fin, ya que también esta implicado en la
sefializacién por NMDA en la que potencia la activacién de los receptores de TXA2 (Guo et al,,

2004; Gieseler et al., 2013).

La significancia funcional de estos resultados resaltan la relevancia de nuestro aproximacién.
Pero quizas, uno de los puntos que mas refuerza nuestro analisis es el hecho que tanto en
modelos murinos como en muestras humanas hayamos observado una hipermetilacién del
gen SORBS3, una alteracién que habia sido previamente asociada a la EA (Siegmund et al.,
2009). En este caso, es mas dificil especular con las implicaciones de este hallazgo, pero el
hecho de que esté relacionado con la sinapsis neuronal (Ito et al., 2007) y la regulacion génica
(Matsuyama et al., 2005) permiten augurar una prometedora linea de investigacién que sera

abordada en un futuro préximo.

Por contra, en el caso de la hipermetilacion del gen SPTBN4 si que es factible postular las
implicaciones de dicha alteracién. La proteina SPTBN4 forma parte del segmento inicial del
axon donde actia como puente entre el citoesqueleto y los canales de voltaje (Grubb et al,,
2010). La integridad de esta estructura es indispensable para disparar los potenciales de accién
y la sinapsis neuronal (Palmer y Stuart, 2006; Kress et al.,, 2010). De hecho, los ratones
quivering, que presentan una mutacion espontanea en el gen Spnb4, son incapaces generar
potenciales de accién y muestran déficits de comportamiento asociados a una actividad
neuronal alterada (Uemoto et al., 2007; Yang et al., 2007; Winkels et al., 2009). Ademas, la
integridad del segmento inicial del axdn también es importante para mantener la organizacion
y polaridad celular (Hedstrom et al., 2008). Actia como barrera entre el soma y el axdn, y es

necesaria para mantener la localizacién axonal de la proteina TAU (Figura 23; Li et al., 2011).
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La disrupcion de esta estructura provoca la deslocalizacién de la proteina TAU exponiéndola a
la accion de mas quinasas. También provoca la deslocalizacion de la calmodulin-dependent
protein kinase (CAMKII) que se encuentra anclada al segmento inicial del axén (Hund et al.,
2010), facilitando la fosforilacion de TAU por CAMKII, evento frecuentemente observado en la

EA (Xiao et al., 1996).

Ademads, hay que destacar que la utilizacion de ARNs de interferencia contra SPTNB4 aumenta
la patologia TAU en modelos de EA desarrollados en Drosophila (Shulman et al., 2011) y que
mutaciones en el gen ankyrin G (ANK3), que también forma parte del segmento inicial del
axon, provocan neurodegeneracién asociada con la edad en modelos murinos (Zhou et al,,
1998). Pero no sdlo eso, sino que la disrupcién del segmento inicial del axon también podria
afectar al procesado de la proteina APP. Como consecuencia de la pérdida de polaridad celular,
la proteina APP que es activamente transportada a través del axén (Koo et al., 1990; Back et
al., 2007), se acumularia en el compartimento somatodendritico, donde tienden a acumularse
las B-secretasas aumentando la produccién del péptido AP (revisado en Haass et al., 2012). De
ese modo, la hipermetilacién del gen SPTBN4 no solo podria provocar el aumento de

fosforilacion de la proteina TAU sino que, ademds, también podria aumentar los niveles de AB.

Figura 23. Cultivo de neuronas hipocampales en el que se muestra la localizacion de la proteina SPTBN4 (verde),

MAP2 (azul) y TAU (rojo) por inmunohistoquimica (izquierda). Estas proteinas estan enriquecidas en el segmento
inicial del axon (SPTBN4), compartimiento somatodendritico (MAP2) y axdn (TAU). El segmento inicial del axén esta
principalmente formado por filamentos de actina, espectrina y ankirina, formando una barrera que mantiene a la
proteina TAU en el axén protegiéndola de las quinasas que se encuentran en el soma y de la hiperfosforilacion

(derecha) (Figura adaptada de Jha y Rasband, 2011. EMBO J).

104



En referencia a estos resultados, es importante tener en cuenta que, dada la naturaleza los
modelos murinos empleados y las regiones cerebrales examinadas, estas alteraciones
epigenéticas deberian estar mas asociadas a la patologia amiloidea que a las neurofibrillas de
TAU. Como hemos mencionado anteriormente, ambos modelos murinos se caracterizan por
una acumulacion del péptido AB en la corteza frontal de manera similar a la que ocurre en los
pacientes de EA (Borchelt et al., 1997; Oddo et al., 2003). Por ello, y como contrapunto,
decidimos también llevar a cabo un estudio de metilacién del ADN basandonos en la patologia
TAU. En este caso, nos centramos en una de regiones mas severamente afectadas regiones por
la patologia TAU, el hipocampo (Nelson et al., 2012). En este analisis comparamos los perfiles
de metilacidn de diferentes muestras humanas con diferentes estadios de Braak utilizando el
array de metilaciéon del ADN /llumina Infinium 27 K (Bibikova et al., 2009). De manera
significativa observamos que existe una correlacion entre los cambios de metilacién del ADN y
los estadios de Braak. Estos datos sugieren un modelo en el que existe en una acumulacion
progresiva de cambios en la metilacién del ADN a través del avance de la EA, mas que un
cambio abrupto entre los diferentes estadios. Como consecuencia, y dado que las mayores
diferencias se observaron entre los muestras no afectadas (Braak 0) y las muestras con
estadios avanzados (Braak V-VI), decidimos centrarnos en estas diferencias. Entre los genes
diferencialmente metilados el gen DUSP22 mostré las mayores diferencias que resultaron ser

consistentes utilizando una segunda cohorte de muestras y una técnica independiente.

Este gen, también conocido como JNK pathway-associated phosphatase (JKAP), VHR-related
MKPX (VHX), JNK stimulatory phosphatase-1 (JSP-1) y LMW-DSP2, es miembro de la familia de
las atypical dual specificity phosphatases (DUSPs), proteinas que carecen del dominio
regulador N-terminal de las tipicas DUSPs y que son importantes reguladoras de la sefializacion
intracelular (Patterson et al., 2009). En el trabajo presentado en esta tesis hemos demostrado
qgue la inactivaciéon del gen DUPSP22 altera la via PKA, provocando una desregulacién de la
fosforilacion de la proteina TAU y una reduccién de la activacion de CREB. A pesar de que
existe una evidente interaccién funcional entre ambas proteinas, y que tanto DUSP22 como
PKA localizan en la membrana celular, no ha sido resuelto en esta tesis si la inhibicion de la
proteina PKA por la proteina DUSP22 es directa o indirecta, aunque nuestros datos parecen
apuntar a que DUSP22 podria regular directamente la fosforilacion de la Thr197 de la proteina
PKA. Independientemente de esta cuestién concreta, nuestros datos sugieren, de manera
general, que la expresion DUSP22 podria suponer una desventaja para las células. La mayor
expresion de DUSP22 supondria una menor actividad PKA, provocando un aumento de la

actividad GSK3B y una mayor fosforilacion de TAU. De manera similar, una mayor expresion
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de DUSP22 también provocaria una menor activacion de la via CREB y una menor expresion de
los genes pro-supervivencia en respuesta al péptido AB (Figura 24; Rubio et al., 2012; Saura y

Valero, 2011).
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Figura 24. Modelo esquematico en el que se representan las consecuencias de la inhibicién de la actividad de la

proteina PKA por la proteina DUSP22 estudiadas en esta tesis.

Considerando estos datos, la hipermetilacion gen DUSP22 podria entenderse como una
respuesta a la acumulacién de AB, en la que las células intentarian maximizar sus posibilidades
de sobrevivir aumentando la actividad de la via CREB. En este sentido es interesante destacar
gue la deplecidn total de CREB es inviable (Rudolph et al., 1998), pero que mutaciones en otros
genes de la via estan asociadas a diferentes trastornos neurolégicos como el sindrome de
Coffin-Lowry o el sindrome de Rusbenstein-Taybi (Trivier 1996 y Petrij, 1995). Alteraciones de
expresion de otros genes de la via CREB son también recurrentes en enfermedades como la
enfermedad de Huntington (Steffan et al., 2000) o la enfermedad de Parkinson (Andersson et
al., 2001), y estan especialmente alterados en la EA (Yamamoto- Sasaki et al., 1999; Dineley et
al., 2001; Pugazhenthi et al., 2011; Saura, 2011). De hecho, la actividad de CREB no solo esta
afectada por la hipermetilacién del gen DUSP22 sino que la acumulacion del péptido AP es
capaz de alterar la via CREB a diferentes niveles. Por un lado, el péptido AR disminuye
fosforilacion de CREB en neuronas hipocampales a través de la inhibicién de PKA (Vitolo et al.,
2002) pero, por otro, también es capaz de inhibir la proteina CREB regulated transcription
cofactor 1 (CRTC1), disminuyendo la expresién de los genes downstream y alterando la

plasticidad neuronal y la formacion de la memoria (Espafa et al., 2010). Ademas, también es
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interesante destacar que la hipermetilacion del gen TBXA2R también afecta directamente a la

via CREB reforzando la idea de la importancia de esa via en la EA.

No podemos pasar por alto la posibilidad de que la hipermetilacién del gen DUSP22 en la EA
también podria ser el resultado de una diferente susceptibilidad al péptido AR de las células
expresando mayores (hipometiladas) y menores (hipermetiladas) niveles de de DUSP22. En
este sentido, las células hipometiladas serian mas sensibles y tenderian a desaparecer en la
condicion EA. Lo que alteraria los ratios entre ambas condiciones y resultaria en un incremento
de la metilacidn global en el contexto EA. Aunque esta cuestién no ha sido resuelta en esta
tesis, cualquiera de estas dos posibilidades respalda la importancia de estos resultados, ya que
ya sea por disminuir la susceptibilidad como por proteger ante la toxicidad por AB, inhibir la

actividad DUSP22 puede ser un potencial tratamiento ante la EA.

Al igual que ocurre con DUSP22, no podemos descartar que las diferencias de metilacién del
ADN observadas en los genes TBXA2R, SORBS3 y SPTBN4 puedan ser también consecuencia de
diferentes ratios celulares entre las muestras control y las muestras de EA. Pero de manera
similar, independientemente de si estas alteraciones son causa o consecuencia, estos datos
resaltan que estos genes, o las células que expresan estos genes, estan especialmente
afectados en la EA, por lo que podrian considerarse como potenciales dianas para desarrollar
nuevos farmacos contra la EA. En este sentido, los datos parecen indicar que la inhibicion del
gen DUSP22 o del gen TBXA2R podria aumentar la supervivencia celular, mejorando la
activacion de la via CREB y la respuesta ante el péptido AB, y que la activacion del gen SORBS3
o del gen SPTBN4 podria también mejorar la sinapsis y la actividad neuronal, reduciendo la

fosforilacion de TAU y la produccién del péptido AB.

En relacién a la funcidon de la proteina DUSP22 también es importante mencionar que su
actividad se ha relacionado con diferentes sustratos dependiendo del origen de las células
analizadas. Asi, se ha relacionado con la actividad de la quinasa c-Jun N-terminal kinase (JNK)
en células de rifién y fibroblastos (Shen et al., 2001; Chen et al., 2002 ), con la actividad
extracellular signal-regulated kinase 2 (ERK2) en linfocitos (Alonso et al.,, 2002), signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3) en células de testiculo (Sekine et al., 2006),
estrogen receptor alpha (ER-alpha) en células de cancer de mama y con la actividad de la focal
adhesion kinase (FAK) en células de cancer de pulmoén (Li et al., 2010). De qué manera DUSP22
es capaz de articular todas estas funciones sigue siendo un misterio pero podria ser,
simplemente, resultado de asociaciones alternativas en los diferentes tipos celulares.

Independientemente de esta cuestion, también es importante tener en cuenta otros factores.
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La proteina DUSP22 fue identificada en 2001 por el laboratorio del Dr. Nicholas Kester Tonks
como una proteina que aumentaba la fosforilacion de la quinasa JNK (Shen et al., 2001). Estos
resultados fueron inesperados e ilustraban un nuevo mecanismo mediante el cual una
fosfatasa era capaz de aumentar la fosforilacién de una quinasa. Por esta razén, se propuso
cambiar el nombre de DUSP22 por el de fosfatasa estimuladora de la JNK (JNK stimulatory
phosphatase 1, JSP - 1). Estos resultados fueron posteriormente validados por el laboratorio
del Dr. Belmont en 2002 (Chen et al., 2002). En este sentido es interesante considerar que la
proteina PKA es capaz de inhibir la fosforilacion de la quinasa JNK (revisado en Gerits et al.,
2008), por lo que el efecto podria estar mediado por la inhibicion de DUSP22 sobre PKA. De
hecho, de acuerdo con estas publicaciones, la fosforilacion de JNK aumenté al inhibir la
actividad PKA mostrando mayores niveles los clones DUSP22-myc que los sh-ARN (Anexo 8).
De manera muy similar, la observacion del laboratorio del Dr. Tse-Huan Tan de que DUSP22 es
capaz de desfosforilar la quinasa FAK en células de pulmdén H1299 (Li et al., 2010) podria
también ser consecuencia de la inhibicion de PKA. En este caso hay que considerar que la
quinasa v-src avian sarcoma (SRC) es la principal responsable de la fosforilacién de FAK. En
algunas células, PKA es capaz de activar a la quinasa SRC (Schmitt et al.,, 2002; Deo et al,,
2004), mientras que en otras causa su inhibicion (Abrahamsen et al., 2003; Jin et al., 2010).
Como consecuencia, la inhibicion de PKA puede tanto provocar el aumento como la
disminucién de la fosforilacion de FAK dependiendo del tipo celular analizado. Apoyando esta
idea, la inhibicidon de PKA provocé una disminucién de los niveles de fosforilaciéon de la quinasa
FAK en las células H1299 utilizadas por el Dr. Tse-Huan Tan (Anexo 8), pero aumentaron en las
células SK-N-BE(2) utilizadas en esta tesis. Otras asociaciones de la actividad DUSP22 con otras
proteinas como ERK2 (Alonso et al., 2002), STAT3 (Sekine et al., 2006) o ER-alpha (Sekine et al.,
2007) también podrian ser consecuencia de su actividad sobre la proteina PKA (Stork et al,,
2007; Deo et al.,, 2004; Chen et al, 1999), aunque en estos casos los datos deben ser
consideradas con cautela ya que son resultado de experimentos llevados a cabo utilizando una
construccion de DUSP22 con una etiqueta N-terminal que provoca la deslocalizacién de la

proteina desde la membrana al citoplasma (Alonso et al., 2004).

Por ultimo, también es importante destacar las limitaciones técnicas de nuestro estudio. Los
arrays de metilacién utilizados se basan en la modificiacién del ADN mediante el tratamiento
con bisulfito sddico. Este tratamiento es incapaz de distinguir entre las citosinas metiladas y las
hidroximetiladas, provocando que ambas marcas se interpreten como citosinas metiladas
(Huang et al., 2010). Datos recientes han puesto de manifiesto la importancia de la

hidroximetilacion en el cerebro donde pueden llegar a representar hasta el 10% de la
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metilacién del ADN total (Globisch et al., 2010; Miinzel et al., 2010; Jin et al., 2011; Nestor et
al., 2012). Esta limitacion no deberia causar grandes perturbaciones en nuestro estudio debido
a que representa un bajo porcentaje y estad asociada a un aumento de la expresion del ARN
(Ficz et al., 2011). Todas las alteraciones de la metilacion del ADN descritas en esta tesis
apuntan hacia una represion génica lo que esta en consonancia con la funcidon represiva de la
metilacién del ADN y no con la funcidon activadora de la hidroximetilacién (Vinson y

Chatterjee, 2012).

En lineas generales podemos resumir que la mayoria de los cambios de metilacion en la EA
estan asociados a loci concretos sin causar una tendencia global hacia la ganancia o la pérdida
de metilacién del ADN. A diferencia de lo que ocurre en los estudios basados en lineas
celulares, los estudios basados en cerebros de ratones y cerebros humanos no muestran
grandes diferencias globales de metilacion del ADN (Mastroeni et al., 2009; Mastroeni et al.,
2010; Bakulski et al., 2012; Cong et al., 2013; Coppieters et al., 2013; Bradley-Whitman vy
Lovell, 2013; Chouliaras et al., 2013). El hecho de que los estudios basados en lineas celulares
apunten hacia una pérdida de metilacion global (Chen et al., 2009: Sung et al., 2011; Hodgson
et al., 2013), podria ser consecuencia de que las lineas celulares necesitan establecer los
patrones de metilacion del ADN con cada division. Este proceso podria estar alterado por la
presencia del péptido AB, explicando la aparente controversia con los estudios basados en

tejidos neuronales que no dependen de la divisién celular.
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Conclusiones

Existen diferencias de metilacion del ADN entre diferentes regiones anatdmicas del
cerebro que son funcionalmente relevantes.

Los modelos murinos de EA presentan diferencias de metilaciéon del ADN asociadas a la
patologia.

Los modelos murinos de EA muestran diferencias de metilacion del ADN similares a las
muestras post-mortem humanas de EA.

Existen diferencias de metilacion del ADN en muestras post-mortem humanas de EA
gue correlacionan con la patologia.

Las diferencias de metilacién del ADN observadas en las muestras humanas de EA son
funcionalmente relevantes.

Los cambios de metilacién del ADN en la EA afectan principalmente a loci concretos.
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Anexo 1. Representacién de las regiones analizadas con el 5mC-mouse-array.
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Anexo 2. Relacidn de muestras humanas utilizadas para cada uno de los estudios.

Muestra Estado Regidn Estadio Braak  PMI (h) Edad Sexo
CONT _1 Normal Corteza frontal | 5 78 M
CONT _2 Normal Corteza frontal 0 13.5 37 H
CONT _3 Control Corteza frontal A 5 83 H
CONT _4 Normal Corteza frontal | 6 79 M
CONT _5 Normal Corteza frontal 0 14 70 H
CONT _6 Normal Corteza frontal | 13 68 H
CONT _7 Normal Corteza frontal I 4.5 84 H
CONT _8 Normal Corteza frontal 0 14.25 46 H
CONT _9 Normal Corteza frontal 0 4.5 84 H
CONT _10 Normal Corteza frontal | 14 78 H
CONT _11 Normal Corteza frontal I 5.5 83 H
CONT _12 Normal Corteza frontal Il 6.5 89 H
CONT _13 Normal Corteza frontal Il 15 79 H
CONT _14 Normal Corteza frontal 0 4.25 64 M
CONT _15 Normal Corteza frontal I 15.75 73 H
CONT _16 Normal Corteza frontal I 14.75 67 M
CONT _17 Normal Corteza frontal 0 10.75 58 M
CONT _18 Normal Corteza frontal | 9.75 63 M
CONT _19 Normal Corteza frontal 0 8.5 55 M
CONT _20 Normal Corteza frontal 0 7 81 H
AD_1 Alzheimer Corteza frontal VIC 5.5 75 H
AD_2 Alzheimer Corteza frontal VC 7.75 92 M
AD 3 Alzheimer Corteza frontal VIC 6 79 M
AD_4 Alzheimer Corteza frontal VC 6.5 84 H
AD 5 Alzheimer Corteza frontal VC 7.5 94 H
AD_6 Alzheimer Corteza frontal VC 8 60 M
AD_7 Alzheimer Corteza frontal VC 9.25 78 H
AD_8 Alzheimer Corteza frontal VIC 13.75 63 H
AD_9 Alzheimer Corteza frontal VC 16.25 85 H
AD_10 Alzheimer Corteza frontal VC 16 77 M
AD_11 Alzheimer Corteza frontal VIC 4 98 H
AD_12 Alzheimer Corteza frontal VIC 5 75 M
AD 13 Alzheimer Corteza frontal VC 8.5 84 H
AD_14 Alzheimer Corteza frontal VC 7 87 M
AD_15 Alzheimer Corteza frontal ViC 5.5 88 H
AD_16 Alzheimer Corteza frontal VIC 6 79 H
AD_17 Alzheimer Corteza frontal VC 6.25 87 H
AD_18 Alzheimer Corteza frontal VIC 5.5 97 H
AD_19 Alzheimer Corteza frontal VC 4.75 92 H
AD_20 Alzheimer Corteza frontal VIC 8 67 H
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Muestra Estado Regién Estadio Braak PMI (h) Edad Sexo
CONT _1 Normal  Hipocampo 7:00 69 H
CONT _2 Normal Hipocampo 1l 3:30 81 H
CONT _3 Normal Hipocampo 2:15 64 H
CONT _4 Normal Hipocampo 8:05 63 M
CONT _5 Normal  Hipocampo | 3:35 79 M
CONT _6 Normal  Hipocampo 5:20 67 H
CONT _7 Normal  Hipocampo 5:00 64 H
CONT _8 Normal Hipocampo 8:30 53 M
CONT _9 Normal Hipocampo | 9:55 75 M
CONT _10 Normal  Hipocampo 4:35 64 M
CONT _11 Normal Hipocampo 9:25 52 M
CONT _12 Normal Hipocampo 11:40 64 M
CONT _13 Normal Hipocampo 6:00 41 M
CONT _14 Normal  Hipocampo | 3:05 66 M
CONT _15 Normal Hipocampo 10:45 58 M
CONT _16 Normal  Hipocampo 2:45 55 M
CONT _17 Normal Hipocampo 9:25 49 M
CONT _18 Normal Hipocampo 8:10 60 M
CONT _19 Normal  Hipocampo Il 15:45 83 M
CONT _20 Normal Hipocampo 14:40 67 H
CONT _21 Normal  Hipocampo 3:05 66 M
CONT _22 Normal Hipocampo 8:10 60 H
CONT _23 Normal  Hipocampo 7:00 81 H
CONT _24 Normal  Hipocampo 15:45 73 H
CONT _25 Normal  Hipocampo 9:00 52 H
AD_1 Alzheimer Hipocampo VI 18:00 60 M
AD_2 Alzheimer Hipocampo Vv 19:15 78 H
AD_3 Alzheimer Hipocampo Y 16:15 85 H
AD_4 Alzheimer Hipocampo Vv 5:30 74 H
AD_5 Alzheimer Hipocampo Vv 5:15 81 H
AD_6 Alzheimer Hipocampo \Y 11:30 75 M
AD_7 Alzheimer Hipocampo Y 13:50 63 H
AD_8 Alzheimer Hipocampo Vv 3:45 82 M
AD_9 Alzheimer Hipocampo VI 16:00 77 M
AD_10 Alzheimer Hipocampo \Y 8:00 67 H
AD_11 Alzheimer Hipocampo Y 7:20 78 M
AD_12 Alzheimer Hipocampo \ 5:00 79 M
AD_13 Alzheimer Hipocampo Vv 6:00 79 H
AD_14 Alzheimer Hipocampo \Y 4:30 79 H
AD_15 Alzheimer Hipocampo VI 5:00 83 M
AD_16 Alzheimer Hipocampo \Y 5:00 84 H
AD_17 Alzheimer Hipocampo Vv 8:30 84 H
AD_18 Alzheimer Hipocampo \Y 5:30 75 H
AD_19 Alzheimer Hipocampo \Y, 6:40 79 M
AD_20 Alzheimer Hipocampo \ 5:00 88 H
AD_21 Alzheimer Hipocampo VI 3:00 81 M
AD_22 Alzheimer Hipocampo \Y 5:00 83 M
AD_23 Alzheimer Hipocampo Vv 5:00 84 M
AD_24 Alzheimer Hipocampo \ 5:30 97 M
AD_25 Alzheimer Hipocampo Y 5:00 82 M
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Anexo 3. Lista de cebadores para la pirosecuenciacion utilizada en los diferentes estudios.

Especie Gen Técnica Cebador Secuencia CpGs
Raton ADRA1B Pyrosequencing Forward TGTTAGTTGGTTGAAGTTAAGATGA
Raton ADRA1B Pyrosequencing Reverse  [Btn]CCACATCCCACAAAATTACA
Raton ADRA1B Pyrosequencing Sequencer GGTTGAAGTTAAGATGAATTTATT 2
Ratén BDKRB1 Pyrosequencing Forward TGGGTTTGGTTTTTTATATTTTTTGTTAA
Ratén BDKRB1 Pyrosequencing Reverse  [Btn]JACACAACAAATCCCAAACTT
Ratén BDKRB1 Pyrosequencing Sequencer GTTAGTAGGTTTTTTTTAATATTAT 3
Ratén CACNA1D Pyrosequencing Forward GGGTGTTTGGAGTGGTTTTGTTAG
Ratén CACNA1D Pyrosequencing Reverse  [Btn]AAAAAACCTCCTCACTCCTACC
Ratén CACNA1D Pyrosequencing Sequencer TTTGTTAGTATAGGAGATAGTAAT 2
Ratén CALCR Pyrosequencing Forward ATAGGAGGTGGAGGATAGT
Ratén CALCR Pyrosequencing Reverse  [Btn]JACAATTCCCCTTCTCCACTA
Ratoén CALCR Pyrosequencing Sequencer ATTTGTTTTTTTTTTAGGGTG 4
Ratén F2RL2 Pyrosequencing Forward GGTTTGATGAAGATATTGTATGTAGG
Raton F2RL2 Pyrosequencing Reverse  [btn]ATTCCCTATACCAAAACCCTAAC
Raton F2RL2 Pyrosequencing Sequencer ATGGAATTTTGTGTTTGTT 3
Ratén GABBR2 Pyrosequencing Forward [btn]GGAAGGGGTGGGAGTTAG
Ratén GABBR2 Pyrosequencing Reverse  CTACCCCCCTCCCTCCCCTAACC
Ratén GABBR2 Pyrosequencing Sequencer CCCCCCTCCCTCCCCTAACC 4
Ratén GRIN2A Pyrosequencing Forward GGTGTTGTTGGGTTATAGT
Ratén GRIN2A Pyrosequencing Reverse  [Btn]AACATCTAAACCACAACCTCTTAAT
Ratdén GRIN2A Pyrosequencing Sequencer GTGTTGTTGGGTTATAGTTA 8
Ratén KCNIP1 Pyrosequencing Forward AGGGGAAAGATAGAGTGGAAGA
Raton KCNIP1 Pyrosequencing Reverse  [Btn]CCCAAACTTTACTAACAATCTTACCTACAT
Raton KCNIP1 Pyrosequencing Sequencer AGATAGAGTGGAAGAGA 3
Raton PTHR1 Pyrosequencing Forward AGAGAAAGGGGGAATTTGTT
Raton PTHR1 Pyrosequencing Reverse  [Btn]CCCAAACCTACCAATATTCTAAAATCTTAA
Raton PTHR1 Pyrosequencing Sequencer GGGAATTTGTTTTAGTAAGG 3
Ratén SORBS3 Pyrosequencing Forward [btn]TGGTTAGATAGAGGTAGGATAGT
Ratén SORBS3 Pyrosequencing Reverse ~ ACACCCRTCCTATCTTTCCTATAACCTATT
Ratén SORBS3 Pyrosequencing Sequencer AAATATAAAAAAAAAAACCAATTT 3
Ratén SPBN4 Pyrosequencing Forward  [btn]ATTTGAATAGTATTATAGGATGGAATAGTG
Ratén SPBN4 Pyrosequencing Reverse ~ AACATCAACTAAAATTCCTTTTATATCTTA
Ratén SPBN4 Pyrosequencing Sequencer ACCTAAACAACTAATATAACATT 2
Ratdén TBX1 Pyrosequencing Forward GGGGAGTTAGTAAGGTTTAAGATT
Raton TBX1 Pyrosequencing Reverse  [Btn]JACTCCTCACTCCCTATCTATTA
Ratoén TBX1 Pyrosequencing Sequencer GGTTGTTAGGTTGTTAGAGA 5
Raton TBXA2R Pyrosequencing Forward AGAGTAGGTAGAAAGATAGATGGAGATAG
Raton TBXA2R Pyrosequencing Reverse  [btn]ACCCCAACAAAAACCCTAA
Ratén TBXA2R Pyrosequencing Sequencer AAAGATAGATGGAGATAGG 3
Ratén USH1G Pyrosequencing Forward TTTAGGTTGTTATGGTAGGTAGTT
Ratén USH1G Pyrosequencing Reverse  [btn]TTCCCTCAACCTCATACCTC
Ratén USH1G Pyrosequencing Sequencer ATGGTAGGTAGTTTAGAGA 3
Humano  F2RL2 Pyrosequencing Forward GGGTTTTTATTTTGATGATTTG
Humano  F2RL2 Pyrosequencing Reverse  [Btn]AAAATTAAATACCTTTCTCCAAAAA
Humano  F2RL2 Pyrosequencing Sequencer AGGGTTTTTATTTTGATGAT 2
Humano SPTBN4 Pyrosequencing Forward GTTTGGTTTTGAGTTTTTTTATTTGTGTG
Humano SPTBN4 Pyrosequencing Reverse  [Btn]AAAAAAACAATCTCCCATAAATATTCAAC
Humano SPTBN4 Pyrosequencing Sequencer TTTTAGTTTTAATTAAAGA 3
Humano SORBS3 Pyrosequencing Forward GGGTTTYGGAGTAG
Humano SORBS3 Pyrosequencing Reverse  [btn]CTAAAACAACCCCCTTCCT
Humano SORBS3 Pyrosequencing Sequencer GGTYGGGTGAGTGGGAGA 2
Humano TBXA2R Pyrosequencing Forward GGGTTTGGTTGATTTGGAGTT
Humano TBXA2R Pyrosequencing Reverse  [btn]TCCCTACCACCCATAACCTAAAAATCC
Humano TBXA2R Pyrosequencing Sequencer ATATTTTATAGTTTTTTGGGGAA 2
Humano DUSP22 Pyrosequencing Forward AGAAAATTTAGGTAGGGGAGTTTTTAGAG
Humano DUSP22 Pyrosequencing Reverse  [btn]TCCAAATCCCCCTTTAACCTTT
Humano DUSP22 Pyrosequencing Sequencer GAGATTAGGTTTTTGATTAGTA 3
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Anexo 4. Lista de cebadores utilizados para las PCRs cuantitativas realizadas en los diferentes

estudios.
Especie Gen Técnica Cebador Secuencia
Raton ADRA1B gRT-PCR Forward ACCAAGGCCAAGGGCCACAAC
Raton ADRA1B gRT-PCR Reverse = TTGAATACGGCGTCCGGGGG
Ratoén F2RL2 gRT-PCR Forward TTCTGCCAGTCACTGTTTGC
Ratén F2RL2 gRT-PCR Reverse  CTCCTGTCCAGCCCTCTATG
Ratdén GABBR2 gRT-PCR Forward GGAAGAaGTCACCATGCAG
Raton GABBR2 gRT-PCR Reverse  AGTTgCCCAaGCcTGAGGATG
Ratdén GRIN2A gRT-PCR Forward TCTATGACGCAGCtGTCTTGAACT
Raton GRIN2A gRT-PCR Reverse = TGTGGTgGCAAAGATGTACCCGCT
Ratén GUSB gRT-PCR Forward ACTGACACCTCCATGTATCCCAAG
Raton GUSB gRT-PCR Reverse  CAGTGGTCACCAGCCCGATG
Ratén RPL38 gRT-PCR Forward AGGATGCCAAGTCTGTCAAGA
Raton RPL38 gRT-PCR Reverse  TCCTTGTCTGTGATAACCAGGG
Ratén SORBS3 gRT-PCR Forward GGGAATCGGGCCCGTGGATG
Raton SORBS3 gRT-PCR Reverse =~ GCGCGTGCGGAAACCACTTT
Ratén SPBN4 gRT-PCR Forward AGGTGTTGGAGGTGGACAAG
Ratén SPBN4 gRT-PCR Reverse  CAGTTTGCTTTGGATGCTGA
Ratdén TBP gRT-PCR Forward CCCCACAACTCTTCCATTCT
Raton TBP gRT-PCR Reverse = GCAGGAGTGATAGGGGTCAT
Raton TBXA2R gRT-PCR Forward CGGTGACGTGGTCTTCGGGC
Raton TBXA2R gRT-PCR Reverse = CTCGCGCGTGTGGTAGACCC
Ratoén USH1G gRT-PCR Forward ACGAGGATGGCATGACCCCGA
Ratén USH1G gRT-PCR Reverse = TGTTGGCCCCGAAGGAGACGA
Humano GUSB gqRT-PCR Forward CTCATTTGGAATTTTGCCGATT
Humano GUSB gRT-PCR Reverse = CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
Humano RPL38 gRT-PCR Forward TGGGTGAGAAAGGTCCTGGTCCG
Humano RPL38 gRT-PCR Reverse = CGTCGGGCTGTGAGCAGGAA
Humano TBXA2R qRT-PCR Forward ATGGTGGTGGCCAGCGTGTG
Humano TBXA2R gRT-PCR Reverse = GGCTCATGGCAGGCGGGTTT
Humano F2RL2 gRT-PCR Forward GCCGGGCCACCACAGTCATC
Humano  F2RL2 gRT-PCR Reverse = GGCAGGCCCCGGTAGGTGAA
Humano SPTBN4 gRT-PCR Forward TTTGAGCATGTCTCGGTGCT
Humano SPTBN4 gRT-PCR Reverse  TCCACCATCTGGTTCACAGC
Humano SORBS3 gRT-PCR Forward GCTAATTATGTGGAGGTGCTG
Humano SORBS3 gRT-PCR Reverse  TCCCCCTTGAAGGTGTACTG
Humano DUSP22 gRT-PCR Forward CTCGTGATTGCTTCCTGTGA
Humano DUSP22 gRT-PCR Reverse  AGAGCTTTCGGTCAATTCCA
Humano SST gRT-PCR Forward AGCAGGAACTGGCCAAGTACT
Humano  SST gRT-PCR Reverse  AGGTTCCAGGGCATCATTCTC
Humano NR4A2 gRT-PCR Forward CAAGGAACCCAAGAGAGTGG
Humano NR4A2 gRT-PCR Reverse  TGTGTGCAAAGGGTACGAAG
Humano CFOS gRT-PCR Forward CTGCTGAAGGAGAAGGAAAAACTAG
Humano CFOS gRT-PCR Reverse = TCAAGGGAAGCCACAGACATC
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Anexo 5. Lista de sondas incluidas en el 5mC-mouse-array con su descripcion.

Gen Sonda CpGs TSS CGI Descripcion
5730403B10Rik chr16:4790252-4790373 10 66 SI RIKEN cDNA 5730403B10 gene
Accnl chr11:81781648-81781748 2 -190 NO amiloride-sensitive cation channel 1, neuronal (degenerin)
Aco2 chr15:81702806-81702927 9 26 S| aconitase 2, mitochondrial
Adam23 chr1:63492238-63492359 6 179 NO a disintegrin and metallopeptidase domain 23
Adcy9 chr16:4420756-4420877 3 318 NO adenylate cyclase 9
Adcyaplrl  chr6:55401990-55402111 12 -77 S| adenylate cyclase activating polypeptide 1 receptor 1
Adoral chr1:136131895-136132016 10 -49 NO adenosine Al receptor
Adora2a chr10:74779747-74779868 16 -120 SI adenosine A2a receptor
Adora2b chr11:62062445-62062566 13  -20 SI adenosine A2b receptor
Adrala chr14:67254029-67254150 9 5 S| adrenergic receptor, alpha 1a
Adralb chr11:43714486-43714607 3 -166 NO adrenergic receptor, alpha 1b
Adrald chr2:131388161-131388282 13 200 SI adrenergic receptor, alpha 1d
Adra2a chr19:54119269-54119390 7 342 S| adrenergic receptor, alpha 2a
Adra2b chr2:127188293-127188414 5 668 NO adrenergic receptor, alpha 2b
Adra2c chr5:35621059-35621180 4 95 NO adrenergic receptor, alpha 2c
Adrbl chr19:56796568-56796689 16 233 SI adrenergic receptor, beta 1
Adrb2 chr18:62339505-62339626 8 -48 Sl adrenergic receptor, beta 2
Adrb3 chr8:28340227-28340348 2 227 NO adrenergic receptor, beta 3
Afg3I12 chr18:67608585-67608706 15 -145 SI AFG3(ATPase family gene 3)-like 2 (yeast)
Agtrla chr13:30428095-30428216 7 69 NO angiotensin Il receptor, type 1a
Agtrlb chr3:20265917-20266038 7 -122 NO angiotensin Il receptor, type 1b
Alms1 chr6:85537318-85537439 4 146 NO Alstrom syndrome 1 homolog (human)
Amigol chr3:107988830-107988951 7 362 NO adhesion molecule with Ig like domain 1
Aplnr chr2:84976555-84976676 4 -99 NO Apelin receptor
Atp2b2 chr6:113992147-113992268 7 133 SI ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2
Atp6vlbl chr6:83692538-83692659 1 412 NO ATPase, H+ transporting, lysosomal V1 subunit B1
Auts2 chr5:133018400-133018521 5 247 S| autism susceptibility candidate 2
Avprla chr10:121885296-121885417 8 198 SI arginine vasopressin receptor 1A
Avprlb chr1:133495324-133495445 1 306 NO arginine vasopressin receptor 1B
Avpr2 chrX:71137057-71137178 5 63 NO arginine vasopressin receptor 2
Axinl chrl7:26275295-26275416 9 275 NO axin1l
Barhll chr2:28772565-28772686 1 665 NO BarH-like 1 (Drosophila)
Bdkrbl chr12:106842435-106842550 4 -195 NO bradykinin receptor, beta 1
Bdkrb2 chr12:106801064-106801185 6 257 NO bradykinin receptor, beta 2
Bdnf chr2:109514106-109514195 4 722 S| brain derived neurotrophic factor
Bok chr1:95582431-95582520 10 -221 SI BCL2-related ovarian killer protein
Brs3 chrX:54296245-54296366 4 -55 NO bombesin-like receptor 3
Bsnd chr4:106165185-106165306 2 397 NO Bartter syndrome, infantile, with sensorineural deafness (Barttin)
C5arl chr7:16844350-16844435 3 -277 NO complement component 5a receptor 1
Cacnald chr14:31304783-31304904 2 501 NO calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit
Calcr chr6:3714463-3714570 5 -190 NO calcitonin receptor
Calcrl chr2:84265319-84265440 5 -44 NO calcitonin receptor-like
Calm1 chr12:101437797-101437918 11 -107 SI calmodulin 1
Camk2a chr18:61085278-61085399 6 -53 NO calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il alpha
Casp3 chr8:47702359-47702480 8 341 S| caspase 3
Cckar chr5:54099247-54099368 3 364 NO cholecystokinin A receptor
Cckbr chr7:112573861-112573982 4 412 NO cholecystokinin B receptor
Cdh23 chr10:60159301-60159422 2 123 NO cadherin 23 (otocadherin)
Cdk5 chr5:23929701-23929822 6 413 S| cyclin-dependent kinase 5
Cdk5r1 chr11:80289898-80290019 3 589 NO cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 1 (p35)
Cdknlb chr6:134869937-134870058 8 421 SI cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
Cdkn2d chr9:21095695-21095816 9 102 SI cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, inhibits CDK4)
Chd7 chr4:8616845-8616966 3 647 NO chromodomain helicase DNA binding protein 7
Chrm1 chr19:8738449-8738570 2 -15 NO cholinergic receptor, muscarinic 1, CNS
Chrm2 chr6:36338131-36338252 8 -108 SI cholinergic receptor, muscarinic 2, cardiac
Chrm3 chr13:10360325-10360446 7 336 S| cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac
Chrm4 chr2:91766970-91767091 4 375 NO cholinergic receptor, muscarinic 4
Chrm5 chr2:112320755-112320876 3  -159 NO cholinergic receptor, muscarinic 5
Chrnal0 chr7:109264979-109265100 2 -188 NO cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 10
Chrna9 chr5:66358369-66358490 4 -67 NO cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 9
Chrnb2 chr3:89568282-89568403 12 -212 NO cholinergic receptor, nicotinic, beta polypeptide 2 (neuronal)
Clic5 chr17:44325627-44325748 3 -167 Sl chloride intracellular channel 5
Cnp chr11:100436181-100436302 14 11 Sl 2'3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase
Cnrl chr4:34011138-34011259 12 408 SI cannabinoid receptor 1 (brain)
Cnr2 chr4:135450962-135451083 2 296 NO cannabinoid receptor 2 (macrophage)
Cntn5 chr9:10904685-10904806 5 -30 NO contactin 5
Coll1a2 chr17:34175631-34175721 5 721 SI collagen, type XI, alpha 2
Crhrl chr11:103993445-103993531 5 725 NO corticotropin releasing hormone receptor 1
Crhr2 chr6:55083449-55083570 1 543 NO corticotropin releasing hormone receptor 2
Ctsg chr14:56721419-56721540 4 68 NO cathepsin G
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Cysltrl
Cysltr2
Dek
Dfna5
DId
Drdla
Drd2
Drd3
Drd4
Drd5
Dusp5
Dusp6
Slprl
Slpr3
Lpar2
Slpr2
Lpar3
S1pr5
Ednra
Ednrb
Egr2
Eif2ak3
Erbb2
Ercc2
F2
F2r
F2rl1
F2rl2
F2ri3
Fbxoll
Fbxw7
Foxp2
Fshb
Fshr
Gabbrl
Gabbr2
Gabral
Gabra2
Gabrad
Gabra5
Gabra6
Gabrb1
Gabrb2
Gabrb3
Gabrd
Gabre
Gabrgl
Gabrg2
Gabrg3
Gabrp
Gabrg
Gabrrl
Gal3stl
Galrl
Galr2
Galr3
Gap43
Gapdh
Gegr
Gfap
Gh
Ghr
Ghrhr
Ghsr
Gjel
Glplr
Glp2r
Glral
Glra2
Glra3
Glrb
Gm98
Gnpat

chrX:103798748-103798869
chr14:73449242-73449363
chr13:47202141-47202229
chr6:50211830-50211951
chr12:32036632-32036753
chr13:54151048-54151169
chr9:49148817-49148938
chr16:43762390-43762511
chr7:148477858-148477979
chr5:38710884-38710997
chr19:53603562-53603683
chr10:98725482-98725603
chr3:115417733-115417854
chr13:51504146-51504267
chr8:72346395-72346516
chr9:20781081-20781202
chr3:145883356-145883477
chr9:21050592-21050713
chr8:80248235-80248356
chr14:104243442-104243563
chr10:67000377-67000498
chr6:70794090-70794211
chr11:98273927-98274047
chr7:19967081-19967202
chr2:91476696-91476817
chr13:96388961-96389082
chr13:96295264-96295385
chr13:96466449-96466570
chr8:75285639-75285760
chr17:88465276-88465375
chr3:84755991-84756112
chr6:14850711-14850832
chr2:106899863-106899984
chr17:89600596-89600717
chr17:37182522-37182643
chr4:47004599-47004720
chr11:41996500-41996621
chr5:71487266-71487387
chr5:72049387-72049508
chr7:64765353-64765474
chr11:42134550-42134671
chr5:72091132-72091253
chr11:42233419-42233508
chr7:64845939-64846060
chr4:154772054-154772175
chrX:69520017-69520138
chr5:71234171-71234292
chr11:41813983-41814104
chr7:64642157-64642278
chr11:33478735-33478856
chrX:70070628-70070749
chr4:33219448-33219569
chr11:3883808-3883929
chr18:82576278-82576399
chr11:116141820-116141941
chr15:78871585-78871706
chr16:42341036-42341157
chr6:125115773-125115894
chr11:120391666-120391787
chr11:102758295-102758416
chr11:106162912-106163033
chr15:3533331-3533452
chr6:55326215-55326336
chr3:27270285-27270406
chr5:138403997-138404118
chr17:31038974-31039061
chr11:67584411-67584532
chr11:55421720-55421841
chrX:161764774-161764895
chr8:58419621-58419742
chr3:80717296-80717414
chr19:10293625-10293746
chr8:127386752-127386873
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-190
246
185
633
129
365

79
689
81
577
115
641
328
73
128
238
-100

-137

-162
86
22

-230

169
372
669
332
232
314

-159

-152

161
13

130
-223
-184

NO cysteinyl leukotriene receptor 1

NO cysteinyl leukotriene receptor 2

NO DEK oncogene (DNA binding)

NO Non-syndromic hearing impairment protein 5 homolog
NO dihydrolipoamide dehydrogenase

SI dopamine receptor D1A

S| dopamine receptor D2

NO dopamine receptor D3

S
S
S
S
S
S
S
S
N
NO Sphingosine 1-phosphate receptor 5
S
S
S
S
S
S
NO coagulation factor Il

NO coagulation factor Il (thrombin) receptor

dopamine receptor D4

dopamine receptor D5

dual specificity phosphatase 5
dual specificity phosphatase 6
Sphingosine 1-phosphate receptor 1
Sphingosine 1-phosphate receptor 3

Sphingosine 1-phosphate receptor 2

[e]

Lysophosphatidic acid receptor 3

endothelin receptor type A

endothelin receptor type B

early growth response 2

eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2,

Sl coagulation factor Il (thrombin) receptor-like 1

NO coagulation factor I (thrombin) receptor-like 2

NO coagulation factor I (thrombin) receptor-like 3

S| F-box protein 11

NO F-box and WD-40 domain protein 7

SI forkhead box P2

NO follicle stimulating hormone beta

NO follicle stimulating hormone receptor

NO gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 1

SI gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2

SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 1
SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 2
SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 4
S| gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 5
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 6
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit beta 1
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit beta 2
S| gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit beta 3
SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit delta

S| gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit epsilon
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit gamma 1
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit gamma 2
SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit gamma 3
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, pi

SI gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit theta
NO gamma-aminobutyric acid (GABA) C receptor, subunit rho 1
NO galactose-3-O-sulfotransferase 1

NO galanin receptor 1

NO galanin receptor 2

NO Galanin receptor type 3

NO growth associated protein 43

Sl glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

NO glucagon receptor

S| glial fibrillary acidic protein

NO growth hormone

Sl growth hormone receptor

NO growth hormone releasing hormone receptor

Sl growth hormone secretagogue receptor

NO gap junction protein, epsilon 1

NO glucagon-like peptide 1 receptor

Sl glucagon-like peptide 2 receptor

Sl glycine receptor, alpha 1 subunit

NO glycine receptor, alpha 2 subunit

NO glycine receptor, alpha 3 subunit

Sl glycine receptor, beta subunit

NO predicted gene 98

Sl glyceronephosphate O-acyltransferase

Endothelial differentiation, lysophosphatidic acid G-protein-coupled receptor 4

excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2
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Gotl
Gprl56
Gpr50
Gpr83
Gpro8
Gpx1
Grial
Gria2
Gria3
Griad
Gridl
Grid2
Grikl
Grik2
Grik3
Grik4
Grik5
Grinl
Grin2a
Grin2b
Grin2c
Grin2d
Grin3a
Grin3b
Grml
Grm2
Grm3
Grmé4
Grm5
Grm7
Grm8
Grpr
Hertrl
Hertr2
Hes1
Hes3
Hes5
Hexa
Hexb
Hrh1
Hrh2
Hrh3
Hrh4
Hspa5
Hspa8
Htrla
Htrlb
Htrld
Htr1f
Htr2c
Htr4
Htr5a
Htr5b
Htré
Htr7
Icam5

Ifng
Itm2b
Jag2
Jun
Kenab2
Kend2
Kenipl
Kengé
Kiss1r

chr19:43599188-43599309
chr16:37916237-37916358
chrX:68916993-68917114
chr9:14664703-14664824
chr13:81772343-81772464
chr9:108241683-108241804
chr11:56825242-56825363
chr3:80606980-80607101
chrX:38753767-38753888
chr9:4796104-4796225
chr14:35633466-35633571
chr6:63206746-63206867
chr16:88290238-88290340
chr10:49508730-49508851
chr4:125167324-125167431
chr9:42752398-42752519
chr7:25857842-25857963
chr2:25174319-25174440
chr16:9992383-9992504
chr6:136123735-136123856
chr11:115128658-115128779
chr7:53122552-53122673
chr4:49858046-49858167
chr10:79433476-79433597
chr10:10801994-10802115
chr9:106558753-106558874
chr5:9725979-9726100
chr17:27649739-27649860
chr7:94732901-94733022
chr6:110595265-110595386
chr6:28084536-28084657
chrX:159987783-159987904
chr4:129816695-129816816
chr9:76171254-76171375
chr16:30065216-30065337
chr4:151665521-151665614
chr4:154334809-154334930
chr9:59387544-59387665
chr13:97968494-97968615
chr6:114347257-114347378
chr13:54287352-54287473
chr2:179839004-179839125
chr18:13164933-13165054
chr2:34627595-34627716
chr9:40609310-40609431
chr13:106233963-106234084
chr9:81526125-81526246
chr4:135979365-135979486
chr16:65105517-65105638
chrX:143396724-143396845
chr18:62483394-62483515
chr5:28168537-28168658
chr1:123424792-123424893
chr4:138630846-138630967
chr19:36132202-36132323
chr9:20835783-20835896
chr2:152561917-152562038
chr12:25781304-25781425
chr4:135699085-135699206
chr13:48356045-48356150
chr19:37412396-37412517
chr10:117877845-117877966
chr14:73784828-73784940
chr12:114168222-114168343
chr4:94718712-94718833
chr4:151851973-151852094
chr6:21165851-21165972
chr11:33893267-33893388
chr4:120420331-120420452
chr10:79379580-79379701
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153
284
112
-66
260
-333
-110
327
203
-70
-205
a4
-205

-304
-183

-284
266
227
264
349

166
-190
162
-131
242
612
85
137
505

-15
-251
26
13

271
403
-111
-190
202
412
646
32
407
591
706
114
197
-190
576
-141
445
197
134
610
75

Sl glutamate oxaloacetate transaminase 1, soluble
NO G protein-coupled receptor 156

S| G-protein-coupled receptor 50

SI G protein-coupled receptor 83

SI G protein-coupled receptor 98

Sl glutathione peroxidase 1

NO glutamate receptor, ionotropic, AMPAL1 (alpha 1)
Sl glutamate receptor, ionotropic, AMPA2 (alpha 2)
NO glutamate receptor, ionotropic, AMPA3 (alpha 3)
S| glutamate receptor, ionotropic, AMPA4 (alpha 4)
S| glutamate receptor, ionotropic, delta 1

Sl glutamate receptor, ionotropic, delta 2

NO glutamate receptor, ionotropic, kainate 1

NO glutamate receptor, ionotropic, kainate 2 (beta 2)
S|
S
S

glutamate receptor, ionotropic, kainate 3

glutamate receptor, ionotropic, kainate 4

glutamate receptor, ionotropic, kainate 5 (gamma 2)
Sl glutamate receptor, ionotropic, NMDA1 (zeta 1)

Sl glutamate receptor, ionotropic, NMDA2A (epsilon 1)
NO glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B (epsilon 2)
NO glutamate receptor, ionotropic, NMDA2C (epsilon 3)

NO glutamate receptor, ionotropic, NMDA2D (epsilon 4)
Sl glutamate receptor ionotropic, NMDA3A
NO glutamate receptor, ionotropic, NMDA3B
Sl glutamate receptor, metabotropic 1

NO glutamate receptor, metabotropic 2

S| glutamate receptor, metabotropic 3

Sl glutamate receptor, metabotropic 4

S| glutamate receptor, metabotropic 5

NO glutamate receptor, metabotropic 7

Sl glutamate receptor, metabotropic 8

NO gastrin releasing peptide receptor

S| hypocretin (orexin) receptor 1

S| hypocretin (orexin) receptor 2

S| hairy and enhancer of split 1 (Drosophila)
NO hairy and enhancer of split 3 (Drosophila)
Sl hairy and enhancer of split 5 (Drosophila)
S| hexosaminidase A

NO hexosaminidase B

NO histamine receptor H1

NO histamine receptor H2

Sl histamine receptor H3

NO histamine receptor H4

S| heat shock protein 5

(%)

| heat shock protein 8
S| 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A

(%)

| 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B
NO 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1D
| 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1F
NO 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2C
NO 5 hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4
Sl 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 5A
Sl 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 5B
N
S|
S| intercellular adhesion molecule 5, telencephalin
NO inhibitor of DNA binding 1

Sl inhibitor of DNA binding 2

NO inhibitor of DNA binding 3

NO inhibitor of DNA binding 4

NO insulin degrading enzyme

NO interferon gamma

S| integral membrane protein 2B

S| jagged 2

S|
N
NO potassium voltage-gated channel, Shal-related family, member 2

(%)

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 6

5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7

Jun oncogene

potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, beta member 2

NO Kv channel-interacting protein 1
S| potassium voltage-gated channel, subfamily Q, member 4
S| KISS1 receptor
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KIk8
Llcam
Lep
Lepr
Lgi4
Lhb
Lhcgr
Lparl
Lrp8
Ltb4rl
Ltb4r2
Lypdl
Mag
Mapk8ipl
Mas1
Mbp
Mclr
Mc3r
Mc4r
Mc5r
Mchrl
Mef2a
Mkks
Mme
Mpv17
Mtapla
Mtnrla
Mtnrlb
Myc
Myo15
Myo5a
Myo6
Myo7a
Nabl
Nab2
Ncam1l
Nfl
Ngfr
Nkx6-2
Nmbr
Nmurl
Nmur2
Notch1
Notch2
Notch3
Npbwrl
Npffr2
Npylr
Npy2r
Npy5r
Npy6r
Nr3cl
Nr3cl
Ntsrl
Ntsr2
Olig2
Oprdl
Oprk1
Otog
Oxtr
P2rx1
P2rx2
P2rx4
P2rx5
P2rx6
P2rx7
P2ry1
P2ry10
P2ry14
P2ry2

chr7:51052576-51052697
chrX:71126431-71126552
chr6:29010202-29010323
chr4:101320448-101320569
chr7:31844203-31844316
chr7:52675903-52676024
chr17:89191277-89191398
chr4:58565937-58566058
chr4:107474504-107474625
chr14:56384628-56384749
chr14:56380054-56380175
chr1:127808976-127809097
chr7:31699895-31700016
chr2:92241586-92241707
chr17:13061447-13061568
chr18:82644418-82644539
chr8:125930801-125930922
chr2:172073752-172073873
chr18:67020431-67020552
chr18:68497189-68497310
chr15:81066127-81066248
chr7:74518383-74518494
chr2:136717136-136717257
chr3:63099669-63099759
chr5:31456520-31456641
chr2:121114938-121115059
chr8:46154253-46154374
chr9:15678700-15678821
chr15:61816503-61816624
chr11:60282507-60282628
chr9:74918294-74918415
chr9:80012996-80013096
chr7:105268061-105268182
chr1:52557511-52557632
chr10:127104066-127104187
chr9:49607170-49607291
chr11:79152850-79152971
chr11:95448769-95448890
chr7:146769251-146769372
chr10:14480250-14480344
chr1:88284476-88284597
chr11:55854350-55854471
chr2:26359153-26359274
chr3:97817523-97817644
chr17:32304234-32304355
chr1:5907239-5907360
chr5:89956008-89956129
chr8:69220851-69220972
chr3:82351810-82351931
chr8:69211884-69212005
chr18:44429674-44429795
chr18:39650986-39651078
chr18:39650151-39650272
chr2:180234298-180234419
chr12:16660353-16660474
chr16:91225313-91225434
chr4:131700218-131700339
chr1:5578515-5578636
chr7:53496495-53496606
chr6:112440403-112440524
chr11:72812425-72812546
chr5:110771981-110772071
chr5:123157118-123157239
chr11:72973276-72973384
chr16:17561266-17561387
chr5:123093203-123093324
chr3:60806189-60806310
chrX:104283634-104283755
chr3:58957164-58957255
chr7:108160357-108160478
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310
318

120
698
352
21
-168
299
110
150
245
104
226
498
36
120
179
365

-259
689
54
64

339
250
-240
332
273
658
-216
118
279
367
56
483
-183
615
-216
-180

-129
-123
497
-180
385
409
-137

46
-981
-146
322
-138
421
-123
-2
-199
661
161
-13
387
538
651
656
467
136
-190
-88

NO kallikrein related-peptidase 8

Sl L1 cell adhesion molecule

NO leptin

S| leptin receptor

NO leucine-rich repeat LGI family, member 4

NO luteinizing hormone beta

Sl luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor
Sl lysophosphatidic acid receptor 1

Sl low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor
NO leukotriene B4 receptor 1

NO leukotriene B4 receptor 2

Sl Ly6/Plaur domain containing 1

NO myelin-associated glycoprotein

NO mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
NO MAS1 oncogene

SI' myelin basic protein

NO melanocortin 1 receptor

SI melanocortin 3 receptor

NO melanocortin 4 receptor

SI melanocortin 5 receptor

NO melanin-concentrating hormone receptor 1

NO myocyte enhancer factor 2A
S|
S|
NO MpV17 mitochondrial inner membrane protein
S
S

McKusick-Kaufman syndrome protein

membrane metallo endopeptidase

microtubule-associated protein 1 A

melatonin receptor 1A

SI melatonin receptor 1B

SI myelocytomatosis oncogene
NO myosin XV

NO myosin VA

Sl Unconventional myosin-VI
NO myosin VIIA

S|
S|
S
S
Sl nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member 16)
NO NK6 homeobox 2

S| neuromedin B receptor

SI neuromedin U receptor 1

NO neuromedin U receptor 2

S
N
S|
S
Sl neuropeptide FF receptor 2

Sl neuropeptide Y receptor Y1

NO neuropeptide Y receptor Y2

Sl neuropeptide Y receptor Y5

NO neuropeptide Y receptor Y6

Sl nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1
Sl nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1
N
NO neurotensin receptor 2
S|

Ngfi-A binding protein 1

Ngfi-A binding protein 2

neural cell adhesion molecule 1

neurofibromatosis 1

Notch gene homolog 1 (Drosophila)

Notch gene homolog 2 (Drosophila)

Notch gene homolog 3 (Drosophila)

neuropeptides B/W receptor 1

Neurotensin receptor type 1

oligodendrocyte transcription factor 2

@

Delta-type opioid receptor
NO opioid receptor, kappa 1
NO otogelin

(%]

| oxytocin receptor

NO purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 1
S| purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 2
NO purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel 4
NO purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 5
NO purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 6
NO purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 7
S| purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 1

NO purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 10

NO purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14

S| purinergic receptor P2Y, G-protein coupled 2
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P2ry4
Lpar6
P2ry6
Pard3
Pax3
Pcdh11x
Pcdh15
Peal5a
Pjal
Plagll
Pld3
Plg
Plpl
Pmp22
Pou3fl
Pou3f2
Pou3f4
Pou4f2
Pou4f3
Ppp2ca
Ppp2r5¢
Ppp3ca
Ppp3cb
Ppp3rl
Ppyrl
Prlhr
Prir
Prss2
Ptafr
Ptgdr
Ptger2
Ptger3
Ptgerd
Ptgfr
Pthir
Pth2r
Qk
Reln
Rtn4
Rtn4r
Rxfp2
Sctr
Sdha
Serinc5
Sgce
Slc12a2
Slcla3
Slc6ad
Sobp
Sod1
Sod2
Sorbs3
Sorcs3
Sortl
Sox2
Spnb4
Spry2
Sstrl
Sstr2
Sstr3
Sstr4
Sstr5
Strc
Stxbp1l
Taarl
Tacrl
Tacr2
Tacr3
Tapbp
Thx1

chrX:97790049-97790170
chr14:73637863-73637951
chr7:108113487-108113608
chr8:129588290-129588394
chr1:78193513-78193634
chrX:117403646-117403767
chr10:73284442-73284563
chr1:174136705-174136826
chrX:96665911-96666032
chr10:12810559-12810680
chr7:28338500-28338621
chr17:12570746-12570867
chrX:133357342-133357463
chr11:62945018-62945139
chr4:124334215-124334336
chré:22415639-22415760
chrX:108009932-108010053
chr8:80960733-80960854
chr18:42553927-42554048
chr11:51912036-51912157
chr12:111140137-111140258
chr3:136333753-136333874
chr14:21365744-21365865
chr11:17051105-17051226
chr14:34965524-34965645
chr19:60544572-60544693
chr15:10107392-10107513
chr6:41471557-41471678
chr4:132119566-132119687
chr14:45479293-45479414
chr14:45607818-45607939
chr3:157229938-157230059
chr15:5194653-5194774
chr3:151500497-151500618
chr9:110649729-110649850
chr1:65357812-65357933
chr17:10513286-10513407
chr5:21851134-21851255
chr11:29592776-29592897
chr16:18127283-18127404
chr5:150820708-150820829
chr1:121903697-121903806
chr13:74487490-74487611
chr13:93380596-93380717
chr6:4697393-4697514
chr18:58037502-58037618
chr15:8660756-8660877
chr11:76811802-76811923
chr10:42894622-42894743
chr16:90220602-90220723
chr17:13200731-13200852
chr14:70611891-70612012
chr19:48279963-48280084
chr3:108086633-108086754
chr3:34548568-34548689
chr7:28232209-28232330
chr14:106296539-106296660
chr12:59312280-59312401
chr11:113480901-113481022
chr15:78374600-78374721
chr2:148220805-148220926
chr17:25634261-25634382
chr2:121213058-121213179
chr2:32702424-32702545
chr10:23640166-23640287
chr6:82352195-82352316
chr10:61714784-61714905
chr3:134492092-134492213
chr17:34056348-34056469
chr16:18591407-18591514
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-226
667
-395
-138
229
112
-147
-103

-189
242
263
229

-460
157
355
303

-143
439
65
140

1120
671
61
455
481
-201
-138
436
249

563

-167
-115
247
88
214
-273

213
341
-182
14
689

NO pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 4
NO Lysophosphatidic acid receptor 6

NO pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 6

Sl par-3 (partitioning defective 3) homolog (C. elegans)
S| paired box gene 3

NO protocadherin 11 X-linked

Sl protocadherin 15

SI phosphoprotein enriched in astrocytes 15A

S| prajal, RING-H2 motif containing

S
S

NO plasminogen

pleiomorphic adenoma gene-like 1

phospholipase D family, member 3

NO proteolipid protein (myelin) 1

S| peripheral myelin protein 22

S| POU domain, class 3, transcription factor 1

SI POU domain, class 3, transcription factor 2

SI POU domain, class 3, transcription factor 4

SI POU domain, class 4, transcription factor 2

NO POU domain, class 4, transcription factor 3

Sl protein phosphatase 2 (formerly 2A), catalytic subunit, alpha isoform

NO protein phosphatase 2, regulatory subunit B (B56), gamma isoform

S| protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isoform

S| protein phosphatase 3, catalytic subunit, beta isoform

NO protein phosphatase 3, regulatory subunit B, alpha isoform (calcineurin B, type 1)
NO pancreatic polypeptide receptor 1

NO prolactin releasing hormone receptor

Sl prolactin receptor

NO protease, serine, 2

NO platelet-activating factor receptor

NO prostaglandin D receptor

NO prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2)

S| prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3)

S| Prostaglandin E receptor 4 (Subtype EP4), isoform CRA_b

S| prostaglandin F receptor

NO Parathyroid hormone/parathyroid hormone-related peptide receptor

NO Parathyroid hormone 2 receptor

NO quaking

S
S
NO reticulon 4 receptor

Sl relaxin/insulin-like family peptide receptor 2

NO secretin receptor

S| succinate dehydrogenase complex, subunit A, flavoprotein (Fp)
S
S

NO solute carrier family 12, member 2

reelin

reticulon 4

serine incorporator 5

sarcoglycan, epsilon

NO solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter), member 3
Sl solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter, serotonin), member 4
Sl sine oculis-binding protein homolog (Drosophila)
NO superoxide dismutase 1, soluble

Sl superoxide dismutase 2, mitochondrial

NO sorbin and SH3 domain containing 3

S| sortilin-related VPS10 domain containing receptor 3
Sl sortilin 1

Sl SRY-box containing gene 2

NO spectrin beta 4

Sl sprouty homolog 2 (Drosophila)

NO somatostatin receptor 1

S| somatostatin receptor 2

NO somatostatin receptor 3

S| somatostatin receptor 4

NO somatostatin receptor 5

NO stereocilin

Sl syntaxin binding protein 1

NO trace amine-associated receptor 1

NO tachykinin receptor 1

NO tachykinin receptor 2

Sl tachykinin receptor 3

S| TAP binding protein

SI T-box 1
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Thxa2r
Tectb
Tert
Thra
Thrb
Tmcl
Lhfpl5
Tmie
Tomm20
Tomt
Trhr
Trhr2
Trpvl
Tscl
Tshr
Tspo
Tub
Txndcl5
Uchll
Ushlc
Ushlg
Uts2r
Vep
Viprl
Vipr2
vidir
Wdrl
Whrn
Ymelll
Ywhag
Ywhaz

chr10:80791403-80791524
chr19:55255443-55255564
chr13:73763698-73763789
chr11:98602499-98602620
chr14:18492994-18493115
chr19:21028450-21028571
chr17:28712083-28712204
chr9:110782964-110783085
chr8:129470193-129470314
chr7:109055034-109055155
chr15:44027738-44027859
chr8:124884465-124884586
chr11:73047305-73047426
chr2:28496278-28496399
chr12:92639235-92639356
chr15:83394034-83394155
chr7:116154144-116154265
chr13:55815950-55816071
chr5:67067521-67067642
chr7:53494475-53494596
chr11:115183006-115183127
chr11:121021302-121021423
chr4:43013396-43013517
chr9:121551501-121551622
chr12:117316266-117316387
chr19:27291657-27291778
chr5:38952937-38953058
chr4:63157142-63157263
chr2:23012210-23012315
chr5:136410209-136410330
chr15:36723761-36723882
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11
10

12
-129
720
627
419
-182
520
437
523
221
-118
-121

-222
675
-166
222
77
272
-131
-208
163
217
-205
-242
-472

NO thromboxane A2 receptor

NO tectorin beta

NO telomerase reverse transcriptase

NO thyroid hormone receptor alpha

Sl thyroid hormone receptor beta

NO transmembrane channel-like gene family 1

NO Tetraspan membrane protein of hair cell stereocilia

NO transmembrane inner ear

NO translocase of outer mitochondrial membrane 20 homolog (yeast)
NO transmembrane O-methyltransferase

NO thyrotropin releasing hormone receptor

NO thyrotropin releasing hormone receptor 2

NO transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 1
NO tuberous sclerosis 1

Sl thyroid stimulating hormone receptor

S| translocator protein

NO tubby candidate gene

S
S|
NO Usher syndrome type-1C protein homolog

thioredoxin domain containing 15

ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

NO Usher syndrome 1G homolog (human)
NO urotensin 2 receptor

S
S
S
S
S|
S
S|
S
S

valosin containing protein

vasoactive intestinal peptide receptor 1

vasoactive intestinal peptide receptor 2

very low density lipoprotein receptor

WD repeat domain 1

whirlin

YME1-like 1 (S. cerevisiae)

tyrosine 3/5-monooxygenase activation protein, gamma polypeptide
tyrosine 3/5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide

148



Anexo 6. Articulo en el que se publican los datos del primer y segundo estudio.
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The contral nervous system has a pattern of gene expression that is closely regulated with respect to functional and anatomical
regions, DNA methylation is a major regulator of transcriptional activity, and aberrations in the distribution of this epigenetic
mark may be involved in many neurological disorders, such as Alzheimer's disease. Herein, we have analysed 12 distinct mouse
beain regions according to their CpG 57-end gene methylation patterns and observed their unique epigenetic landscapes. The
DNA methylomes obtained from the cerebral cortex were usad to identify aberrant DNA methylation changes that occurred in
two mouse models of Alzheimer's disease. We were able to transiate these findings to patients with Alzheimer's discase,
Identifying DNA methylation-assoclated sifencing of three targets genes: thromboxane A2 receptor (TEXA2R), sorbin and SH3
domain containing 3 (SORBS3) and spectrin beta 4 (SPTBN4). These hypermethylation targets indicate that the cyclic AMP
response element-binding peotein (CREB) activation pathway and the axon initial segment could contribute to the disease,
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Introduction

DNA methylation has a critical role in the regulation of gene
cxpeession in tissors and orgam (Codar and Bergman, 2012) and
s deregulated patterms are Increasingly associated with human
doncaves (Feinberg, 2007; Meyn and EvteSier, 2012), among which
feature a range of neurclogical daceders (Urdnguio et al, 2009,
Jakoveewski and Akbaran, 2012). In this latter context. epigenctic
marks, such a5 CpG metiylation, may be evental becawse the
ONS & a highly specialized structure that requires fine-tuning for
geoe expresson, Ths is exeenpifiod by the observatioens that o
expresses more alternatively spliced transcripts (Yeo ef 2/, 2004)
and microRNAS (Cao ef al, 2006) than any other tasue, and that
three out of four genes are active Uohnson ef al., 2009), The role of
DNA methylation in the function of the ONS hus been highighted by
23 involvement in memory formation (Mdier and Sweatt, 2007; Feng
ef al, 2010; Guo et al, 2011) and ageing-related cogritive decine
(Oliveira of &/, 2012). Comequently, increasing interest s now
focused on the mpact of aberrant DNA methylibon patserns
in the orign and progresson of Alzheimer's dacase. Tha, the
most common type of dementia, & characterzed by inudious
degeneration of brain networks related to memory and cognition
However, few genes are known to be deregulated by DNA
methylition  in  case-control  stodes of Alzheimer's  dsease
(Slegmund et al, 2009, Bakulsd ef ol 2012; Rao ef al, 2012).
The explanation for this paucity of results might be associated
with the exstence of many distinctly functional subregions of
the brain that may have different DNA methylation pattorms that
mask the analyses of the data, a matter that has only recently
been addressed, and even then, cely for large bran regions (Ladd-
Accosta ef al, 2007; Xn e af . 2000, Hemandez ef al . 2011; Lee
et al, 2011 Davies ef a1, 2012), Most importantly, even if close to
80% of human genes are expressed in the brain, most of them are
expressed in a relatively small percentage of cells (e, 705% of
genes are transcribed In < 20% of all cel) (Lein ef af, 2007),
an important handicap 10 dacover epigenctically altered genes in
specfic cells because their DNA methylabion patterns could be
diuted amongst the majority of cells with dfferont epigenomic
patterns. We have addressed this challenging issue by carefully
microdasecting the 12 most relevant beain regions of the mouse
and hybeiduaing the coresponding sampies 10 a DNA metiyiation
microarray. The observed DNA metiydomes were sed to identify
aberrant DNA methylation changes that occuered i two mouse
models of Althosmer's disease and 10 tramlate these findings to
patients with Alzheener's discase.

Materials and methods

Mice samples

Beain region profiles were derived from CSTBL/G mce cbtained from
the Charfes River liboratones. Twelve PE0 samples (theee fermale and
thiee male samples for the armay hybadization and three female and
thiee male samples for the pyrotequencing validation) were used
Mice weree kiled by cervical dalocation, and thei brsns were dusected
out within the fint 2 min post-mortem and kept at - 80 C. Bran areas

1 V. Sanchez-Mut ef &l

were dasoctnd from cryostat bran sectioon [ — 20 C) with the help of &
x5 magntying lers, following thewr stereotaxic coordinates (Pavinos
and Frankbn, 2001), as previowsly descrbed (Rous ef al, 2003,
Panayotn of af, 20114, ). For vabdation of epigenetically deregy-
lated genes in Althewmer's duease, frontal contex samples flom two
tramgeric models were wied. namely APP/PSENT (Borchelt ef al,
1997) and IxTE-AD (Oddo of &, 2003) mee. Five 12-month-cid
ABPP/PST and five wid-type Micomates, and thiee 18-month-old
ITG and three 3TG control mice, weve asayed for DNA mettylabon
wing the mouse bran gencme.wide promoter DNA methrlation arrey,
Addtonally, independent sets of 12-month-old APP/PST and five
wid-type Mtermates, and theee 18-month-cld ITC and three 3TC
contiol muce were wied for pyrosequencing validations and RNA
assays. Four APP/PST and four wild-type animals were deeply anaes-
thetized by ntrapertoneal impection (0.2 ml/ 10 g Body weight) with 4
matwe of ketamine (100mg/ig) and wylarine QOmg/kg) before
Intra-cardhac perfusion with 4% paaformaldehyde i PES.  Brams
were removed, poit-fxed i the same fluative for 4h and processed
for immunohatochemistry. Another group of four APP/PST and fouwr
wikd-type mice weve sacrificed by decaptation and thewr beains queckdy
removed, dasected on ke and immediately frozen and slored M
~80°C untd processing for the immunoblot analyss. Al animaly
were maintained wnder wtandard smmal house conditiom i 2 12-h
dark-ght cycle with free access 1o food and water. The expesmental
procedures comphed with the Esropean guidelnes for the care and use
of laboratory anmal (FU deective 2010/637TU) and were approved
by the local ethics committee (US-IDIBELL)

Human samples

Post-mortem tisues were obtaned from the IDIBELL Bobank, which i
part of the eBranNet Ewrope Bank (hitp //www brannet -europe org/)
‘Network of Excellence’ funded by the Ewopean Commesion in the
CIEN Tisue Bank, CIEN Foundation, Instituto de Salud Caros III; and
the Univeruty of Calfornia invine Althesmer Divease Research Centre,
UCH institute Tor Memory Impairments and Neseological Dusorders. The
@ of afl samph A 10 the relevant regulations, ethical
cormderations and legidation as defined by the Esropean Union and
Spain, Sawples wore dosected and characterized for Baak stage
before further examination. DNA and RNA from grey matter samples
of frontal cortex were extracted for pyroseq g and RNA mssy
validations. Only samples with RIN > 6.5 according 10 the RNA qualty
test developed usng the Aglent 2100 boanalyzer were ncluded in
the study. These Hlered samgles were DNA and RNA from grey
mutter of frontal cortex (Brodmann area 9) of 20 controly {65%
female; age 71 £ 3 yean, post-moctem interval delay (PMI) 9 = 1h,
mean & SEM) and 20 Atheimer's duease Brask stage V-VI (0%
female, age 8222 yean, PMI B+ 1h, mean £ SEM) samples
malched for age and gender. Supph y Table 1 dewnbes in
detal the avalable chnicopathological infoemation for all cases and
controls (Brask staging, PMU, age and gender). The PAUS were smiar
for both groven.

Bisulphite conversion of DNA

The Regll-g whole gonome-ampiificaton bt (Quagen) was wed 10
generate noo-methylated DNA lollowing the Aactuer’s protocel
For methylated DNA, part of the resulting DNA was in wiro meshy-
lated g Sal enzyme (New [ngland Bolabs). The EZ DNA methy-
laton kit Zymo Research) was used for braulphite conversion of al
ONA samples wned. according to Biskova of al. (2009).

108 'L 1 oquasslog; wo saal Gy S wpmamofpuog v upesy ey wai) popeogeuog)

150



DNA mettrytation in Alzheimer's duease

Mouse brain genome-wide promoter
DNA methylation array

The mouse brain genome-wide p DNA methyd aray n a
custom desgned umina’s VeraCode ColdenGate DNA methylation
ansay that was specifically enriched i genes related with sensory
perception, cogntion, rewoplisticty, bran phrysclogy and mental
daeases in ceder 10 provide a wsefid tool Jor subsequent meurclogical
studes. From the starting It of 762 geres we downloaded the tran-
wription start coordinates from hitp // genome woic edu uung 2007
Ny men® apveendly and UCSC Genes track. From genes with moee
than one transeription starting site we selected the first a1 the 5" ond
of the geoe. We 100k 750bp upstream (97) and 250bp downstream

mipping oo ity specific chromosome position, The 384 genes with
the highest scores were included in the final dedgn of the aray
(Supplementary Table 7). Among the 384 amplcons, the average of
interrogated CpGs was 2.7 (Supplementary Table 2).

Data analysis

Al data were analysed wsing the open-source statatical programming
language R (verson 2.13 1), Quantile normakzation of the armay wa
carried out wiing the lums package and posterior analysis was done
with the genefiter package (Bioconductor), For gererdl asalyws, all
probes with detection values of P <001 In > 15% of the samples
(29 probes) and probes located on chromosome X (17 probes) were
excluded. Poor-quality samples (>10% faled probes) were alwo

boded. For pervived chatering analysi, prodes with a gereral
Mandard deviation <005 were extiaded a5 non-nformatve
Subsequently, heatmaps were analysed uung the gplots package.
Spectral map acalyss was caed out wsing the mpm package
(Wouters of al, 2003). Statstcal analysih was performed usng the
ki package (Mana-Whitney and Kruskal- Walls tests for two- and
muliple-group Comparions, respectively, adiusting Povalues with the
FOR algoeithm)

Pyrosequencing

Brain 2013 Page 30f10 | 3

were 10min at 95°C, then %0 cydes of 155 at 95°C and 1mn at
€0 C. Fluorescent signah were acqured by the ABI Prism 7900MT
Sequence Detection System (Appled Biosysterm), and positive stand-
ard deviatioon were aoemalited Lung three housckeeping gones
(GUSS, RPLIS and TBF). The prmerns for real-time PCR are lsted
in Supplementary Table 4. PCR efficiencies were calculated wsing
standard dtions and the LinReg software (Ruigter et af , 2009)

Immunofluorescence and confocal
microscopy

Tisue samples wore embedded in paraffin and 4 .um coronal sectons
were cut with & microtome. Deowaxed sections wese stained with a
saturated solution of Sudan Black B (Merci) for 30min to block the
autofluorescence of lpohusan grandes presert in cell bodies, then
rinsed in 70% ethanol and washed in datiled water. The sectons
were breated with Gtrate Buffer 10 endance antigenicity, and then
incubited # 4'C ovemight with pamary antibodes agaime Thuadr
(1200, rabbet, Ao, Fr2 (150, rabbit, Santa Cruz), Spthod
(1:100, rabbat; Sigma-Aldrich). After washing, the sections were incu-
bated with Alexadfi8 (1400, Molecular Probed) fl second-
Ay antbody agsimt the corrmponding host  species.  After
counterstainng of nuclel with DRAQSTM (1:2000, Biostatus), the sec-
Bons were mounted i immuno-Fuore Mounting medum (ICN
Bomedicals), sealed, and dried overnight. Sections were examined
with a Lewa TCS-SU confocal microwcope. The peoten levels were
evalaied by demsftometsic quantification in reference 10 the GFAP
immuncatained ated in five representative pictures taken hom the
neocortex of each animal wiing Adobe® Photoshop® CS4

Immunoblot analysis

Frozen cortcal arnas were dounce-homogeriznd i lyus butfer (50 mM
THS/HCT buter, pH 7 4 containing 2mM EDTA, 0.2% Nonidet P-40,
ImM PMSF, protease and phosphatase inhibitor cochtalls, Roche
Molecular Systerms), Incubated for 20min with aptation at 4'C and
centrfaged for 30 min at 16000 The supermatant was recovered and
stored at ~80'C. Progein content was determined by the BCA method
(Thermo Sciertfc). Equal amounts of protein (208 per lane) weto
separated by SDS-PAGE (10%) and tamsferred onto nitrocedulose

The set of pamers for PCR amplification and  seq " 3
(Supplementary Table 3) were designed using the Pyrofark assay
design program, version 2.0 01.15 (Quagen), ampification primers hy-
beidite with CpG-free wies 10 ensure 4 methylation- indepondent reac-
Bon and one primer (opposite the sequenang n biotisylated to
convert the PCR product to sngle-stranded DNA templates. We used
14l of bisudphte-treated DNA for each PCR. In order to prepas

= (Amersham, GE Healthcare). Non-speafic bindings were
blocked by incubation i 5% ron-fat mik i Tris-butlered salne
(100 M NaClL 10mM Tris, pH 7.4) containing 0.2% Tween (TTES)
for 1h at room temperature, AMerwards, membranes were mcubated
overnght at 4 C with the polyclonal mouse anti-SORSS3 (1:3000,
Abnova) in TTBS with 3% bovine serum abumn. Proten loading

PyroMark Q24 System version 206 (Qlagen) ARl pyrosequencing
assays were run in trplicate These techncal replicates yielded stand-
ard erors of means < 1%

Real-time polymerase chain reaction

Total RNA puriication and DNae treatment were performed wung
TRIzol (vitrogen) and the Turbo DNA-Free kit (Amdion) RNA was
roverse-tamcrbed uung the Thermosript RT-PCR systemn (Invitrogen)
and cach PCR was camied oot in tnphcale wsing SYBR Green PCR
MasterMaster Mix (Appled Bosystems). Thermocyding conditions

was # usng a moute monocional antbody agamt fl-actin

with Totallab v2 01 software (Pharmaca). Proton bands were nor-
malaed 1o [l-actin level and expeeised a1 & percentage of the control
Brovp level

Results

We first carefuly microdissected the 12 most refevant brain
regom of the mouse (cerebellar granclar and Purkinje layers,
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frontal cotex, hppocampal regions CAY, CA3 and dentate gyrus,
basolateral amygdala, caudatus putamen, substantia nigra, hypo-
thalames, globus palidus and thalamus) and hybrdized tho cor-
responding DNAs obtained 1o a custom microarmay containing the
5'end regulaiory regions of 384 mouse genes (Supplementary
Tabtie 2). The Int was specfically enriched n genes related to
sericey perception, cognition, neurcplasticity, brain  physclogy
and mental decaves. The CpG probes used were mapped to loca-
tons betwoen — 7500 and +250bp of the comesponding tran-
wription start dtes. Among the 384 amplcons, the average of
ntorrogated CpGs was 2.7, To test the refubity of the aray
we used three different technical repicates randomly distributed
on the amay, After quantile mommakzation, we obtained excel
lent coefficents of correlation (P« 098 099 and 099,
Supplementary Fig. 1) confirming the high relabiity of the
method. Two important control samples were ako Induded.
DNA fully methylated i vitro using the Ssl enzyme (New
England Biolabs), as a poutive metinlated control for all CpG
wtes, and a whole gemome PCR amplfied DNA obtaimed using
the Reph-g whole genome-amplification it that does not retain
methylited CpGs (Qiagen), as a negative methylated control for
all CpG stes. The VeraCode assay recognies the Sssl-treated DNA
& highly methrdated and the whole genome ampliied DNA as
fully unmetintated (Supplementary Fig. 2A). We ako mierrogated
the Snoar capacity of the array, mixing diffecent proportions of
methylated and unmethylated DNA generating a set of five dif-
ferent ratios (10, 221, 111, 12 and 01). The wie of the above
dewcribed whole-genome amplfied DNA as a negative control and
n witro metinyfated DNA as postive control DNA obtained a high
Pearson's coefficient of correlation (¥ = 0.97, Supplementary Fig
28). We further valdated the VeraCode assay as a 1ool 10 measure
DNA methylation by the existence of mactivabon of one X-
chromosome in females by DNA methylation, when compared
with the unmethylated X-chromosome in males. Merein, we
observed that thote CpG sites located in the X-chromosome in
the VeraCode assay were able to decriminate between female
and male samples in brain regions (Supplesnentary Fig. 20).

To further validate the array data (obtained wing three female
NMMMMMWthW
analyss (Supplementary Fig. 3A) and p d pyrosequ
uummmwmanmm
usng an addtional set of biological samples {(a distinet group of
theee female and theoe male sampies). Herein, we obtained senlas
ratios between both techniques and high overall correlation
(F=0721, Supplementary Fig. 38 and C). In addtion, we
imermrogated the biclopical relevance of such DNA metiylation
comelating these data with the RNA expression profiles avadabile
" Allen Brain Atls database (Supplementary Fig. 4). In ths
regard, we obtained an excelient correlation between both sets
of values (Fisher's exact test P < 0.001) underlying its biological
vgnificance. Uung this appeoach, we identfied 72 genes
{Supplementary Table 5) that were significantly dfferentialy
methylated (FOR < 0.05) across the described 12 brain regions
of C57BL/6) mice, enabing them to be ditinguished by the
fuerarchical chntering approach (Fg 1), The observed dfferences
were not associated with celllar heterogeneity at the level of gha
versss neuron lneage. When these two el types were isolated In

1. V. Sanchez-Mut e &,

the mouse brain wiing AZ85 and PSA-N-CAM antibodies, respect-
vely, followed by magretic separation (Seidenfaden ef al, 2006,
Strathenann of al, 2007) no significant differences in DNA mothy-
lation were observed for seven studied genes (Spearman's
correlation test, rho =060, P=0.166; Supplementary Fig. 3D)
Interestingly, the chuster analysn identified three man DNA
methylation beanches comespondng 1o corebellum (granulse cell
layer and Purkinje cells), cerebeal cortex (CX, CA1, CAJ and den-
tate gyrus) and dencephalon-basal gangha (basolateral amypdala,
caudate-putamen, substantia nigra, hypothalames, globus palidus
and TH). These largely coerespond with the major divisions of the
brain into hindbrain, forebrain and midbrain (Fig. 1). Thus, con-
ustent with the previoudy reported RNA expeeston profiies
GUohnson ef al, 2009; Lein ef al, 2007), our results sugpest that
major brain divivors are not only structural bisections but also
have dstinct functional significance. These DNA  methylation
patterns ako reflect the cell type compostion of these reglons:
dencephalon-basal gangha, which are mainly endched in
GABAsrgic newrons, and cerebral cortex, which is ennched in
ghtamate newrons, duster according 1o their cell characteristics
(Fig. 7). DNA metiylation microarray data for 384 geres in the
12 studied mouse beain regions are avallable to downdoad from
NCB! Gene Expression Omnibus (hitp /fweww nebi sl ssh gov/
geo): GSE47038

The DNA metitation custering analyses that recognire cerebral
cortex 2% a distinct branch are relevant to our undenstanding of
Alzheimer’s disease because this is the region most strongly af-
focted i the droeder. Thus, we made a detaled comparison of
the DNA methylation patterms = cerebral cortex and the rest of
the brain, the latter being regions that are not targeted in
Alzheimer's disease. We identified 52 genes that were differen-
tially methylated between ceretral cortex and the rest of the brain
{Supplementary Table 6) (FOR < 0.05) and further investigated
the seven genes with the greatest differential methylation
(FRg. 2A). For ux of these seven (B6%) genes, we were able %0
Nink the presence of high levehs of DNA methylation at their 5'-end
region with downregulation of the corresponding transcripts mea-
swred by quanttative real tme-PCR (Fig. 28), highlighting the
functional refevasce of the observed epigenetic differences. To
determine i these genes underwent DNA methylation changes
In the disceder, we hybridized the fromtal cortex samples from
two well-establahed models of Alzheimer's disease in mice,
APP/PSENT and 3xTg-AD (Boechelt of al, 1997, Oddo ef &,
2003) to the DNA methylation microarray. Strikingly, we observed
that thromboxane A2 receptor (Thxalv), coagulation factoe 1
(thrombin) receptor-like 2 (F2ri2), sorbin and SH3 domain contain-
ing 3 (50cts3) and spectrin beta 4 (Spnbd) were hypermetivylated
in the frontal cortex of APP/PSENT mice obrerving a similar trend
in 3IxTR-AD mice (Fig. 2C). DNA methylation microarray data for
the 384 genes in the frontal cortex samples from cootrol animals
and the two tramgenic models APP/PSENT and 3xTg-AD are
avalable to download from NCB Gene Expeession Omnibus
(http:/ Swwew exchinlm ndh gov/grol: GSE47036,

To achieve biological rephcation of the data obtaned with the
st group of samples, we confirmed the Mypermethylaton of the
four genes identified above usng an addtional set of samples
from the frontal cortex of APP/PSENT and 3xTg-AD mike using
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Figure 2 Epgenetic deregulation of target penes in Alrhemer’s daease beain regions in mice, Drfferential DNA methyylation (A) and RNA
expeession (B) for the top seven candidate genes that deacrimimate cerebral cortex from the rest of the bran (control CH7BL/6 moune)
Differential 5'-end DNA mettrylation patterms for Thxady, F2r12, Sorbsd and Spabd accoeding to DNA metihylation mecroarray values (C)
and pyrosequencing (D) in the frontal cortex of APP.PSENT and 3xTg-AD Alzheimer's dsease mouse models in refation to their cor-
responding controls. Pyrosequencing values presented comespond to the average CpG methylation across each amplicon. The gain of
promoter hypermethydation for Thuals, F2012, Sorbs3 and Spnd4 in the frontal cortex of APP-PSENT and 3xTg-AD Alzheimer’s duease
mouse models s asoclated with the downregulation of the corresponding RNA transcripts (E) and proteins, measured by western biot (F)

and immenofiuorescence (G). *F < 0.05 in the Student’s f-test

4 different DNA methylation lechnique, pyrosequencing (Fig 20)
The presented pyrosequencing values comespond to the average
level of CpG methylation across each amphcon and Supplementary
Fig 5 shows methylation values for each CpG within the studed
ampicoms. In these cases, we aho linked the presence of the
hypermethylation events in the cortex from the Alzheimer's
mouse models to the downregulation of the corresponding tran
wripts (Fg. 26) and prodeins in the westomn blot of Fr2, Sorbsi
and Spnbd genes (Fig. 2¥ and Supplementary Fig. 6) and immuno
fluorescence of Thxadr (Fig. 2F and G)

These encouraging results prompled us to westigate human
buological samples 1o address whether the observed epigenetx
changes occurred in patients with Alzhemer's disease, We uied
pyrosequencing to analyse the DNA methylation status of the four
vabdated genes (from which gan of 5'-end methylabion wis a0~
clated with dminished expression In the Alzhewmer's dsease
mouse models) in a collection of 20 frontal cortex samples from
Alrheimer's dsease Braak stage V-VI cases, comparing them with
20 aged-matched control samples. As in the mowse models,
TEXAZR, SORES3 and SPTBN4 were Mypermethylated o the
human Alzheimer's frontal cortex samples (Fig. 3A). The pyrose
quencing values presented corespond with the average level of
CpG methrylation across each amphcon and Sepplementary Fig. 7

hows methylation values for each CpG within the studied ampl-
cons. We found an association between the gain in hypermethyla-
Bon of THXAZR, SOREST and SPTENG i the frontal cortex of the
patients with Alzheimer’s disease with a reduction of the coeres-
ponding RNA tramcripts (Fig 38) and proters (Fig. 3C), reinfor-
cng the bological role of the identified epsgenetic events. Finaly,
we found a umiar trend for F2RL2 DNA metiylation and RNA
expression although the great varabilty of expression among
samples precluded a defintive conclusion for ths gene

It s worth menboning that the 5'-ends of the human counter-
parts (F2RL2, SORES3, SPTENA and TEXA2R) of the mouse genes
(F2ri2, Sorbs3, Sprbd and Tbxalr) vahdated as targets of epigen-
et disrupbion in Altheimer's disease show stroctedd and fong-
tional homolopes (Supplementary Fig. 8). In addtion to the
chromosomic location of the coresponding homologous regions
between humans and mice, the 5" -ends of these four genes shase,
in both species, a high number of identical tramcripbion factor
binding stes Cupplementary Fig. BA), Interestingly, ths obierva-
tion & particularly true for the nucieotide regions that contain the
Cpl dmucieotides asessed by the DNA methylation microarray
and pyrosequencing  (Supplementary Fig. 88). Most importantly
four of the tramicription factor binding utes common in both spe-
cies, and located prociely within the CpGs with differontial DNA
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accurate genome-wide assays, commonly wed to study DNA
methylition (Bock ef al, 2010), and, a5 comsequence, Our
cstom array could be a usefud tool to identify DNA metinlation
differerces in mouse brain. However, there & the limaation that
only the DNA sequences included in the microaray can be studed
and the enrichment of candidate genes selected for their putative
role on neurclopcal pathways creates a bias for these types of
candidates. Addibonally, we have confined our study 1o the se-
quences 750bp upstream and 250 bp dowmstream of the corres-
ponding tramcripion start stes and CpGs located in other
intragenic o Intergessc DNA methylation regions, which could
also have an impact on gene actvity. Importantly, there are
new challenges in the study of DNA methylation in the brain
and ity duorders that should be considered, such as the presence
of hydroxymethylation (Knaucionis and Hewtz, 2009, Monzel
ef al, 2010; Song ef al. 2011; Szubwach et al. 201%; Khare
ef al, 2012) which, unfortunately, camnot be datingushed by
standard bisulphtte conversion (Huang ef al,, 2010) or the recog-
nition that DNA methylabon & a dynamic process in bran regions,
ncludng those assocated with cognition and behaviour (Lubin
et al, 2011, Numata ef al,, 2012). In our study, we accomplshed
a detaled dewcripbon of DNA methylation profiles of 12 wel-
defined mouse beain regions and used this information to highlght
the specific characteristics of affocted regions in Alzheimer's ds-
case. Thus, we denbfied a subset of posuble target genes for
Althoimer’s dacaie that were interrogated = two  different
Alrheimer's mouse models and haman samples achieving a high
correlabon between the groups.

The DNA Mypermethylibon-associaled mactivation of the
THXAZR, F2RL2, SORBS3 and SPTENA genes dacovered here in
samgles of Alzheimer's disease could provide addibional dlues to
understand the pathology of the disease. TEXAR & 4 member of
the tamiy of G protein-coupled receptors that tegulates the cAMP
response  element-binding protein (CRES) (Muja ef al, 2001;
Obara ef al, 2005). In this regard, the CREB activabon pathway
» cntcal for meuron activity (Frankin ef /., 1932). It has been
recently observed that other CRES-refated genes are déferentially
methylated across dfferent cortex regions and cerebellum (Davies
of al, 2012) and CREB-gnaling alterations occur in Alzheimer's
discase (Sawra and Valero, 2011). TEXAIR plays another import-
ant rofe in the pathoblology of Alzheimer’s deease by mediating
NMDA extitotoxicity (Masumor ef al, 2011). NMDA treatment
induces apoptoss and the production of theomboxane A2 (TXAZ)
(Okada ef al, 2008). The hgand of TBXAZR establishes a nk
between NMDA excitotoxicly and TXA2 signaling. Interestingly,
armyloid-f} treatments ako induce TXA2 production and are aso-
clated with neurodegeneration, which is, In tum, attenuated by
TXA2 antagoeists (Yagami ef af., 2004), It is alo important to
mention that FIRL2, identifed in the Alzheimer's mce models
but not completely validated in the human samples, & ako asso0-
clated with NMDA exatotoxioty and & necessary for the APC-
medated protection after NMDA treatments (Guo ef o/, 2004)
The second identified target of epigenetic inactivation, SORBS3, s
2 gene previously reported 10 be hypermethylated in Alzheimer's
duease (Sogmund ef al, 2009). SORBS3, also known a3 vinexin,
5 lnvolved n synapss (Mo of al, 2007) and regulates gene
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expression (Matsuyama of al, 2005) and further research is ne-
cewsary to undentand its putative role in Alzheimer’s diease.

Firally, the thied candidate, SPTENS, 5 & prominent member of
the axon intlal segment and, in combination with the ankyrin G
prodein, acts as a bridge between the cytoskeleton and voltage-
gated channels (Geubb ef 2/, 2010). The correct formation of the
Axon bl segment & ewential for synaptic integration and the
firing of the action potential (Palmer and Stuart, 2006; Kress ef al,
20100 and its daruption compromises newronal function, onganiza-
ton and polarity (Hedstrom ef al,, 2008). Indeed, Spab$ mutant
mice Lail to mitiate action potentials and thow progressive bebay-
loural deficts with altered network exctabilty (Uemoto ef al,
2007, Yang et al., 2007, Winkels ef 2/, 2009), Most importantly
for Alzheimer's dacaie, the integrity of the axce initlal segment is
necessary to maintain the axonal localization of tau (U ef o/,
2011) and its dsruption could result in tay midocalization, increase
of tau presence n the somatodendritic compartment and
enhunced exposure 1o kinases. In this regard, SPTBNG ako anchory
CAMXII to the axon intial segment (Hund et af., 2010), and, thus,
CAMKII meslocakzation upon SPTENG epigenetic loss could cause
tau hyperphosphorylation, a common findng In Alzheimer’s ds-
ease 00a0 et al, 1996), Supporting this hypothesis, RNA interer-
ence of the SPTENd orthologue in a Drosophila Alzheimer's
dacare model also enhances tau toxiclty (Shuiman ef o/, 2011)
In addtion, the mutant mice for ankyrin G (the partner of Spabd
n axon wtal segment) shows newodegeneration hou of o,
1938), reinfoecing the importance of axon initial segment integrity
in newonal viabiity. Interestingly, the DNA-metirylation associated
loss of SPTENG identified here could also contrbute to Alzheimer's
dacase by another pathway: the aleration of anylold precursor
protein procesung. Alpha and beta-secretases, which are rospon-
sble for non-amylaidic and ammploide processing of amylod pre-
cuncr  peotein, tond to localze i the somatodendritic
compartment and plasmatc membrane, respectively (reviewed in
Haass of al, 2012). In the context, the non-anmylodc processing
of ammylod peecursor protein ocours predominantly on the cell s
{ace and could depend on the integrity of the axon initial segrment
that could be dsrupted by SPTENA epigenctic slencing. Thus, the
obterved DNA mettrlation-associated inactivation of SPTENG
could relate 10 both tau hyperphasphorylation and an increase in
the amyloidic processing of ammyfoid precursor protein, the two
main halimarks of Alzheimer’s dsease.

Overall, our data suggest that key genes are altered by DNA
methylibon in Alrheimer’s discase, highighting the dsruption of
particular molecular signaling pathways and celifar structures,
sxch m CREB-activation and the axon initid segment.
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Anexo 7. Articulo en el que se publican los datos del tercer estudio.
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decline in mental abilities, ne | loss and acc
tion of amyloid plaques and neurofibeillary angles of
phosphonylated TAU (Querfurth ex al., 2010). Epide-
miologically, there are two main varians of AD, a rare
familial carly-onset variant, caused by mutations in
amylaid precunsor protcin (APP), presenilin 1 (PSEN1)
o presenilin 2 (PSEN2), and a sporadic late-onset vani-
ant, representing 95% of cases and for which only onc
gene, APOE, has been clearly associated as a risk facror
(Querfurth et al,, 2010). In recent decades, attempts to
discover new risk factors for AD using genetic screening
have not been as successful as expected (Bertram et al.,
2008). A consideration of epigenetics offers additional
opportunities o identify discasc-associated genes. In
this context, initial epigenctic screening has already
identified genes that are deregulated by DNA methyla-
tion in case-control studies of AD (Seigmund et al.,
2009; Bakulski et al., 2012; Rao ¢t al, 2012), Herein,
we focus our attention on the DNA methylation profile
in one of the brain regions most commonly affected in
AD, the hippocampus,

We compared the DNA methylation status of
27,578 individual CpG sites corresponding 1o 14,475
unique genes (Bibikova et al, 2009) in five DNA

les of o I hi y matrer, five
Braak stage I-11, five Bmk uagc -1V, and five
Braak stage V-VI DNA s from sp late-
onset AD cases (Supporting lnﬁoﬂmrion). The avail-
able clinicopathological information (Braak staging.
age. and gender) for the control samples in this dis-
cavery cobort is described in Supporting Information.
To detect sites thar are differentially methylated in
AD, we selected those CpGs thar yielded a more than
25% average beta-value difference berween controls
and Braak stage V-VI samples with increasing CpG
methylation differences according to their Braak stage.
The DNA methylation data obeained are freely uml-
able in the Gene Expression Omnibus d
hapi/Iwww.nchi.nlm, nih. gov/geolquery/acc.cgiltokens
umaxyksmukiafk&acc«GSE45775.

Using this approach, four CpG methylation probes
corresponding o three individual genes showed 3
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Right, fold change in
I 2nd AD samples. (c) DUSP22 pro-
tein levels in control and AD measured by westorn blot. (d)
Corrclation of DUSP22 DNA and RNA expression.

hpumnh-bvlhucﬁmm
RNA exp

significant difference (Mann—Whimey test, FDR adjusted P <
0,05): dual-specificity phosphatase 22 (DUSP22), claudin 15
(CLDN15), and quiescin Q6 sulfhydryl oxidase 1 (QSCNG6).
DUSP22 is represented by two CpG probes that are differen-
ually methylated berween control and AD samples (Fig. 1a).
There was a lincar relationship between DUSP22 methylation
and the Braak stage (Pearson correlation coefficient R = 0.95,
I < 0,05) (Supporting Information), In addition, because cog-
nitively normal controls above age 80 might also have Braak |
& 11, we pooled these samples with the five AD Braak stage I-
11 samples as our reference population. Using this approach,
the two DUSI22 CpG probes retained the highest differences
between the reference population and the pooled AD Braak
stage TH-IV-V-VT group with 2 13.5% and 12.7% DNA meth-
yvhation difference. For all these reasons, we studied this cands-
date gene further for evidence of epigenctic dysregulation,

We next confirmed the presence of DUSP22 hypermethyl-
ation in the discaseassociated DNAs wsing a different DNA
methylation detection technology (pyrosequencing) in an inde-
pendent set of 25 control hippocampus grey matter and 25
AD samples (Supporting Information and Fig. 1b). The avail-
able dinicopathological information (Braak staging. age, and
gender) for the control samples in this validation cohort s
described in Supporting Informarion, The lower methylation
difference found in the validation set in comparison to the dis-
covery set could be explained because the pyrosequencing data
is an average across a larger region thas conmins three CpGas
where only one is a critical CpG derived from the DNA meth-
ylson microarray. We observed downregulation of the
DUSP22 RNA ranscripe (067 = 0,07 fold change; s-temt P <
0.05) (Fig, 1b) and protein (0.50 = 0,07 fold change: stest

Hippocampus

methylation
P < 0,05 in two-tailed Seudent’s rtest. Correlation p-value corre-
ponds 1o the linear regression coefficient.

P < 0,05) (Fig. 1<) in the AD hippocampus samples compared
with the control tissues. In keeping with the accepted epige-
netic concepe that links gene promoter hypermethylation and
transcriptional inactivation (Portela ev al, 2010), we obscrved a
correlation berween DUSP22 DNA methylaion and dimin-
ished RNA expression (R = 0.23, P < 0.05) (Fig. 1d).
Once we had identified the p e of DUSP22 promoter
hypermethylation and downeegulation in the hippocampus of
AD patients, we examined its potential functional consequen-
ces. Dual-specific phosphatases (DUSPs) can dephosphorylate
both tyrosine and serine/theeonine residues (Patrerson et al.,
2009). DUSP22, also known as INK pathway-associated phos-
phatase (JKAP), is expressed in various types of tissues and
organs  (Chen et al, 2009), incuding the hippocampus
(Hawrylyez et al,, 2012), suggesting that it may participate in
essential biological processes, The TAU protein could be an
important target for DUSP22-medisted dephosphonydation in
AD. TAU Thr231 phosphorylation is one of the first phospho-
eylation events in AD and has 3 major mlc m TAU uguhnon
(Luna-Mufioz et al, 2007), Although phosphoseryl/phosg
threonyl protein phosphatase-2A (PP-2A) appears 1©0 be the
most active enzyme in dephosphorylating the aboormal TAU
to a near-normal stare (Wang et al., 2013), other phosphatases
might also play a role, Due 1o the lack of human cell culrure
modcls of AD, we scroened a paned of seven el lines from
newronal lincages (the neuroblastoma cell lines SH-SYSY, SK-
N-AS, SK-N-BE(2), SK-N-F1, SKN-JD, and SK-N-SH) for
TAU The231 phosphorylation (Fig. 2a). In this setting, SK-N-
BEA2) presented the highest levels of TAU The231 phosphoryl-
ation (Fig. 2a) and was selected for further experimentation.
Stable short-hairpin RNA (shRNA) depletion of DUSP22 in
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SK-N-BE(2) cells caused a loss of TAU Thr231 phosphoryla-
tion in comparison with the shRNA wramble cells (Fig. 2b).
In the reciprocal experiment we found the equivalent resuly,
wherehy stable transfection of DUSP22 in SK-N-BE(2) cells
cauwed an increase in TAU The231 phosphorylation (Fig. ).
These dars suggest that DUSP22 affecs TAU The231 phos-
phorylation status but in an inverse manner, contrary 1o what
was expected. Thus, TAU s not inelf 2 direct rarger of
DUSP22, bur its phosphorylation depends indirectly on the
studied

Several ambdam could mediate the effect of DUSP22 on
TAU phosphorylation, the most likely rarges being thase
kinases that phosphorylate TAU. In this regard, we studied the
ghogen synthase kinase 3 (GSK3B), p38 mirogen-activated
protein kinase (p38) and cAMP-dependent proscin kinase
(PKA) proteins which are all able to phosphorylate TAU at the
The231 site (Wang ct al,, 2013), The use of 3 GSK38 inhibi-
tor (lithium) caused 2 similar reduction of TAU The231 phos-
phorylation in both DUSP22 shRNA-depleted (0.7 = 0,12)
and ransfecred SK-N-BE(2) (0.5 = 0.13) cells (Fig. 2d). In a
similar way, the use of 2 p38 activator (sorbitol) induced 2 sim-

o using
(AKAP?9), cyrosel (NSE) and mudlear (Histone H3) located pro-
teine. () Basal bevels of PKA Thel97 of scramble, inter-
fered and overexpressing DUSP22 SK-N-BE(2) cells.

Har increase in TAU The231  phosphorylation in both
DUSP22 experimental models, stable downregulation (2.7 =
0.,5) and stable overexpresssion (2.2 = 0.6) (Fig. 2d). These
findings suggest that the two TAU The231 phosphorylation
pathways are umaffected by DUSP22 expression. A different
pattern was obscrved for PKA, wherein the use of the PKA
activator fonskolin was able 1o induce TAU The231 phospho-
rlation in DUSP22 shRNA-depleted cells (2.2 = 0.5), but
not in DUSP22-overespressing SK-N-BE(2) cells (0.8 = 0.3)
(Fig. 2d). This roult suggess thar DUSP22 inhibits PKA
activity, and the link berween the two pathways was confirmed
by the observation thar both proccins are located in the cellular
membrane subfraction (Fig. 2¢) and co-immunoprecipitate
(Fig. 2¢),

PKA bas 4 complex regulation in which two catalytic and two
regulatory subunits are differentially associated and phosphoryl-
ared (Taylor et al, 2012), In response o cAMP production,
PKA regulatory subunits release the catalytic components which
are concomitandy phosphorylared ar Thrl97 constituting the
active form of the enzyme (Tavlor et al., 2012). DUSP22 shRNA
depletion  increased  PKA Thrl97  phosphorylation,  while

Hippocampies
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DUSP22 transfection decreased phosphonylation. Wild-type and
shRNA scramble cells showed intermediate  phosphorylation
(Fig. 2). These data reinforce the idea of DUSP22 acting as a

In addition 10 the DUSP22 role on PKA-mediated TAU
phosphorylation, the epigenctic silencing of the studied phos-
phatase can have another physiopathological role in PKA and
the discase: its impact on the CAMP response clement-binding
protein (CREB) signaling pathway. CREB activity is nowadays
considered critical for neuronal function and regulates synaptic
plasticity, long-term memory formation and neuronal survival
(Lonze ex al., 2002): all processes thar are altered in AD (Quer-
furth et al., 2010). Given that PKA activates CREB by phos-
phorylation of Ser133 (Johannessen et al, 2004), we analyzed
this pathway in our model. We found that in SK-N-BE(2) cells
with stable overexpression of DUSP22 the phosphorylation of
CREB Ser133 upon the use of the PKA activator was delayed
relative 10 DUSP22-shRNA-depleted cells (Fig. 3a). Most sig-
nificandy, we also observed that DUSP22 through PKA was
able 1o regulate the expression of CREB warger downstream
genes, such as somatostatin (SST), nudear receptor subfamily 4
group member 2 (NR4A2) and FB) ostcosarcoma oncogenc
(FOS). We found that in DUSP22-shRNA-depleted cells the
use of the PKA activator induced the expression of the
dexcribed CREB-response genes in comparison with the lack of
cffect in DUSP22 sable transfected oclls (Fig. 3b). With
respect to the CREB target genes, the cffect on SST is of par-
ticular note because its expression is a protective factor against
amyloid beta (AB) roxicity (Rubio et al., 2012). In this regard.
we were able to show that DUSP22shRNA-depleted cells have
a wignificancly higher survival ability (mcasured by the MTT
assay) than the cells with stable overexpresion of DUSP22
(Fig. 3c), Most imporrandy, the external addinon of STT in
the DUSP22-overexpressing cells can partially rescue the sur-
vival ability of these cells upon AR use (Fig. 3c), providing evi-

Hippocampus
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dence of the role of STT as a neuroprotective factor and the
contnibution of DUSP22 1o these processes. Thus, these larter
data imply that the inhibition of PKA by DUSP22 also causes
a Joss of CREB phosphorylation and of the activity that affects
it downstream cffector genes and funcrions, such as STT and
el survival.

DUSP22, VHR-relared MKPX (VHX), INK sumulatory
phosphatase-1 (JSP-1), and LMW-DSP2 are members of the
atypical dual specificity phosphatases family (DUSPs): these
small proteins lack the typical N-terminal regulatory domain of
DUSPs proteins. DUSPs are important signaling  regulators
that dephosphorylate tyrosine and serine/theconine residues and
can act on many substrates (Patterson et al., 2009), Hercin, we
have demonstrated thar DUSP22 is epigenetically deregulared
in AD and thar it affeces PKA signaling in neuroblastoma cells.
Our results suggest that DUSP22 expression could elicit a
handicap in PKA/GSK3B regulation and TAU phosphoryla-
tion, Furthermore, this suggests that high-expressing DUSP22
cells would have a special tendency 10 accumulate hyperphos-
phorylated TAU, thereby reducing the viability of such cells,
Therclore, the increase in DNA peomoter  methylation in
DUSP22 observed in AD could be consequence of an imbal-
ance of ol populations, by which high DUSP22-expressing
cclls would persistently dwindle in parallel with the progression
of the discase, and only cpigenctically-silenced DUSP22 cells
would remain viable. We cannor reject the possibilicy thar cells,
in order to increase their survival, actively methylate DUSP22
promoter when exposed o Af-induced toxicity, Nevertheless,
it highlights the role of PKA/GSK3B signaling in AD and sup-
ports the idea that treatments inducing DUSP22 inhibition
could benefit AD parients,

Additionally, our results suggest that DUSP22 expression
could also compromise AB-induced cell survival through PKA/
CREB inhibition outstanding the pro-survival role of the down-
stream SST gene. Complete dusruption of CREB i lethal

162



(Rudolph et al,, 1998), but i parvial disturbance has been aso-
clated to several neurological disorders. Coffin-Lowry syndrome
and Rusbenstein-Taybi Syndrome are caused by mutations in
CREB pathway genes (Petrij ot al., 1995; Trivier et al., 1996),
CREB signaling debicits have also been reported in Huntington’s
discase (Steffan ¢r al, 2000), Parkinson's discase (Andersson
ct al, 2001) and AD (Saura ec al,, 2011), Namely, much time
has passed since CREB was initially associated with AD in semi-
nal studics reporting a docrease of CREB phosphorylation in AD
(Yamamoto-Sasaki et al., 1999). Similarly, the AD Tg2756 mice
model also exhibits reduced CREB expression (Pugazhenthi
ctal., 2011) and phosphorylation (Dincley et al., 2001), suggess-
ing a general disturbance of CREB signaling in AD. In fact, A
can impair PKA/CREB signaling ar different levels. On one
hand, AP decreases PKA activity and CREB phosphorylation
in hippocampal neurons (Vitolo er al,, 2002). On the other
hand, AB also inhibits CREB regulated transcription coactivator
I (CRTC1) with similar results in CREB signaling (Espafia
et al., 2010); in borh cases, this resuled in reduced synapeic plas-
ticity and memory formation. Our data is in line with these
resules and rainforce the idea that CREB signaling could be
affected in AD,

The importance of cpigenetic alterations 10 our under-
standing of human discase is increasingly well established and
such changes are probably also involved in neurodegenerative
disorders, such as AD. Herein, we have shown that in the
hippocampas  of AD  patients a  particular  phosphatase
(DUSP22) undergoes promoter hypermethylation and loss of
expression. We further demonstrare thar this enzyme could be
relevant, as a PKA inhibitor, in TAU phosphorylation and
CREB signaling, two pathways that are essenuial in AD path-
obiology. However, a limitation of the studies doing whole
tissue epigenetics, such as this one, derives from the recogni-
tion that the number of neurons in a hippocampus varies
wildly between Braak V and Braak | samples, thus the distinet
DNA methylation profiles could also be due 10 changing cell
type populations with discase, rather than 3 mechanism of
discase in neurons. These sues will be the focus of future
research in this area.
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Anexo 8. Efecto de la inhibicion de PKA. Fosforilacion de JNK y FAK tras inhibir PKA con el
inhibidor H89 en los ARN-sh (shDUSP22) y lo clones DUSP22-myc (DUSP22) en células SK-N-
BE(2) (izquierda). Fosforilaciéon de FAK tras inhibir PKA con el inhibidor H89 en células H1299
(derecha).
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