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Resumen

En este estudio se investigd la relacion entre la ubiquitinacién de la proteina tau y
los cambios conformacionales detectados por los anticuerpos Alz-50 y Tau-66 en las
marafias neurofibrilares y el compartimento neuritico. La proteina tau es conocida por su
implicacion en la enfermedad de Alzheimer y se ha observado que su agregacion y sus
modificaciones postraduccionales estan asociadas con la progresion de esta enfermedad.

Mediante técnicas de inmunohistoquimica, se analizaron muestras de tejido
cerebral para identificar y cuantificar la ubiquitinacién de la proteina tau, asi como los
cambios conformacionales.

Los resultados del estudio revelaron que la ubiquitinacién de la proteina tau estaba
predominantemente asociada con el cambio conformacional temprano detectado por el
anticuerpo Alz-50. Esto sugiere que la ubiquitinacién puede desempefiar un papel crucial
en las etapas iniciales de la agregacion de tau y en la formacion de maranas neurofibrilares.

Estos hallazgos proporcionan una comprension mas profunda de los mecanismos
subyacentes a la patologia de la proteina tau en la enfermedad de Alzheimer. Ademas,
destacan la importancia del marcador Alz-50 para identificar los cambios conformacionales
tempranos de tau y su asociacion con la ubiquitinacién, lo que puede abrir nuevas vias de
investigacion para el desarrollo de terapias dirigidas a la modulacién de este proceso en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras patologias neurodegenerativas
relacionadas.

Por otro lado, se examind la posible correlacién entre la ubiquitinaciéon en la
patologia fibrilar y diversos factores como la edad, el sexo, la neuropatologia, el grado de
demenciay las comorbilidades. Lo que se observd es que podria haber una correlacién entre
el diagndstico de la enfermedad y el grado de ubiquitinacién, lo que sugiere que la
ubiquitinacién de tau podria ser un marcador util para evaluar la severidad de la

enfermedad y su progresion.



Abstract

In this study, the relationship between tau protein ubiquitination and
conformational changes detected by Alz-50 and Tau-66 antibodies in neurofibrillary tangles
and the neuritic compartment was investigated. The tau protein is known to be involved in
Alzheimer's disease and its aggregation and post-translational modifications have been
shown to be associated with the progression of this disease.

Using immunohistochemistry techniques, brain tissue samples were analyzed to
identify and quantify tau protein ubiquitination, as well as conformational changes.

The results of the study revealed that tau protein ubiquitination was predominantly
associated with the early conformational change detected by the Alz-50 antibody. This
suggests that ubiquitination may play a crucial role in the early stages of tau aggregation
and in the formation of neurofibrillary tangles.

These findings provide a deeper understanding of the mechanisms underlying tau
protein pathology in Alzheimer's disease. In addition, they highlight the importance of the
Alz-50 marker to identify early tau conformational changes and their association with
ubiquitination, which may open new avenues of research for the development of therapies
aimed at modulating this process in the treatment of Alzheimer's disease and other related
neurodegenerative pathologies.

On the other hand, the possible correlation between ubiquitination in fibrillar
pathology and various factors such as age, sex, neuropathology, degree of dementia, and
comorbidities was examined. What was observed is that there could be a correlation
between the diagnosis of the disease and the degree of ubiquitination, which suggests that
tau ubiquitination could be a useful marker to assess the severity of the disease and its

progression.

10



1 Introduccién

1.1 Demencia

La demencia es una condicién o conjunto de signos que se distingue por la
disminucion gradual de la capacidad cognitiva, que abarca la memoria, el razonamiento, la
orientacién, la habilidad de adquirir conocimientos, el lenguaje, la concentracién vy la
capacidad de tomar decisiones adecuadas [1, 2].

La pérdida de neuronas es la causa fundamental detras del desarrollo de la
demencia. Sin embargo, debido a que esta pérdida no ocurre de manera uniforme en todo
el cerebro, la progresion de los sintomas varia en cada tipo de demencia, aunque en etapas
avanzadas los sintomas se vuelven mas similares entre si en la mayoria de ellas [2].

Existen diversos tipos de demencia, que comparten una sintomatologia similar, pero
son causados por diferentes factores. El grupo mdas amplio estd conformado por las
demencias seniles, y dentro de este grupo se distinguen tres tipos principales: la demencia

tipo Alzheimer, la demencia multiinfarto y la demencia mixta [3].

1.1.1 Demencia tipo Alzheimer

La demencia tipo Alzheimer es la forma mads prevalente de demencia y constituye
aproximadamente el 60-80% de los casos diagnosticados [3, 4]. Se distingue por la presencia
de degeneracidon neurofibrilar y la formacion de placas seniles, que consisten en la
acumulacién de material amiloide principalmente en la corteza cerebral. Estos procesos
conducen a la degeneracion y muerte de las células nerviosas, lo que caracteriza esta

enfermedad [5].

1.1.2 Demencia multiinfarto
La demencia multiinfarto (MID - Multi-Infarct Dementia) es una forma de demencia
vascular que se desarrolla debido a la presencia de multiples infartos cerebrales. Los

infartos cerebrales son interrupciones del flujo sanguineo en el cerebro que pueden ser

11



causados por bloqueos en los vasos sanguineos o por hemorragias. Estos infartos o
accidentes cerebrovasculares pueden dafar areas importantes del cerebro y provocar la
aparicidn de sintomas de demencia [1, 2].

En la MID, los infartos cerebrales ocurren de manera repetida y afectan diferentes
areas cerebrales. A medida que los infartos se acumulan, se produce un dafio progresivo en
las células neuronales, lo que lleva a una disminuciéon de la funcién cognitiva. Los sintomas
pueden variar segun las dreas del cerebro afectadas por los infartos [2].

El tratamiento se basa en la prevencién de nuevos infartos cerebrales y en el control
de los factores de riesgo vascular, como la hipertensiéon arterial, la diabetes y las

enfermedades cardiacas [2].

1.1.3 Demencia mixta
El término demencia mixta se utiliza para describir la presencia simultdanea de dos o
mas tipos diferentes de demencia en una persona. Comunmente, se refiere a la

combinacién de demencia tipo Alzheimer y demencia vascular [1].

1.2 Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad crénica y progresiva que afecta
al sistema nervioso central y se manifiesta como un deterioro gradual de la memoria, el
pensamiento y el comportamiento de una persona [2]. Es la forma mdas comun de demencia
y se caracteriza por la degeneracién progresiva de la corteza cerebral, lo que resulta en una
pérdida gradual y continua de las funciones cognitivas, mientras que la capacidad motora

se mantiene relativamente preservada [5].

1.2.1 Generalidades de la Enfermedad de Alzheimer

1.2.1.1 Prevalencia
La EA es frecuente en individuos de edad avanzada, y el riesgo de desarrollarla

aumenta a medida que se envejece. Segun datos a nivel mundial, hasta el afno 2020 mas de
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50 millones de personas vivian con demencia, y se estima que entre el 60% y el 80% de los
casos de demencia son atribuibles a la EA [4].

Segln el portal de la Secretaria de Salud de México, se estima que en la actualidad
alrededor de un millén 300 mil personas mayores de 65 afios padecen EA, cifra que
representa entre 60 y 70 por ciento de los diagndsticos de demencia. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que estas cifras pueden subestimar la verdadera prevalencia,

ya gue muchos casos pueden no haber sido diagnosticados.

1.2.1.2 Incidencia

La frecuencia de la EA también se incrementa con la edad. Se ha observado que la
tasa de incidencia se duplica aproximadamente cada cinco anos después de los 65 afios. No
obstante, también se han documentado casos de inicio temprano en individuos menores
de 65 afios, aunque son menos comunes [3, 5].

1.2.1.3 Etiologia

Aunque no se conoce con certeza su origen, se han descubierto cuatro loci genéticos
en los cromosomas 21, 14, 1y 19 que estan relacionadas con la EA. Estos genes desempefian
un papel en la produccidén de la proteina precursora amiloide (APP - Amyloid-beta Precursor
Protein), las presenilinas 1 y 2, y el genotipo de la apolipoproteina E (APO-E),
respectivamente [6].

1.2.1.4 Factores de riesgo

La edad representa el factor de riesgo primordial en el desarrollo de la EA. Existen
otros factores de riesgo que incluyen antecedentes familiares de la enfermedad, presencia
del gen APO-E €4, baja actividad mental y fisica, tabaquismo, hipertensién arterial, diabetes
tipo 2, obesidad y lesiones cerebrales traumaticas [5, 7].

1.2.1.5 Disparidades de géneroy raza

Se ha observado que las mujeres tienen un mayor riesgo de desarrollar la EA en
comparacion con los hombres. Ademas, se han encontrado disparidades raciales en la
enfermedad, con una mayor prevalencia entre las poblaciones afroamericanas e hispanas

en comparacion con las poblaciones caucasicas [4, 7].
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1.2.1.6 Diagnéstico

El diagndstico definitivo de la EA se realiza mediante el examen neuropatolégico
postmortem del cerebro. Sin embargo, en la practica clinica, se utilizan criterios clinicos y
pruebas de neuroimagen para realizar un diagndstico probable de la EA durante la vida de
una persona [3, 8].

1.2.1.7 Impacto global

La EA tiene un impacto considerable tanto en la salud publica como en los sistemas
de atencidon médica. Con el aumento de la esperanza de vida en muchas regiones del
mundo, se prevé un incremento en el nUmero de personas afectadas por esta enfermedad,

lo que plantea un desafio para los sistemas de atencién médica y la sociedad en general [4].

1.2.2 Neuropatologia de la Enfermedad de Alzheimer
La EA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por cambios

macroscopicos y microscdpicos en el cerebro.

1.2.2.1 Caracteristicas macroscopicas

Atrofia cerebral: En |la EA, se observa una reduccion del tamafio del cerebro debido
a la pérdida de células neuronales y conexiones sindpticas. La atrofia cerebral es
especialmente evidente en regiones clave para la memoria y el pensamiento, como el
hipocampo y la corteza cerebral [5, 9].

Reduccidn del peso cerebral: El cerebro de las personas con EA suele tener un peso
reducido en comparacidn con un cerebro sano de la misma edad [1].

Surcos y circunvoluciones: A medida que el cerebro se atrofia, los surcos y las

circunvoluciones cerebrales pueden aparecer mas prominentes o irregulares [1].

1.2.2.2 Caracteristicas microscopicas

A nivel microscoépico, la caracteristica distintiva de la EA es la presencia de dos tipos
de lesiones neuropatolégicas en el parénquima cerebral.

Placas amiloides: Son depdsitos extracelulares cuyo componente principal es el

péptido beta-amiloide (AB), el cual es generado a partir de la proteina precursora del
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amiloide (APP) a través de vias endoproteoliticas catalizadas por una serie de complejos
enzimaticos llamados secretasas [5].

Maraiias neurofibrilares (MNFs): Son agregados insolubles que se forman dentro
de las células nerviosas y estdn compuestas de una proteina llamada tau, que desempefia
un papel crucial en la estabilizaciéon de los microtubulos en las neuronas [9, 10].

Ademas de la presencia de placas amiloides y MNFs, la EA implica una degeneracion
y muerte progresiva de las células nerviosas en areas clave del cerebro, especialmente en
el hipocampo y la corteza cerebral [10]. Esta pérdida neuronal contribuye con los sintomas
cognitivos y el deterioro de la funcién cerebral.

También se ha observado una respuesta inflamatoria en el cerebro de personas con
EA. Esta inflamacidn involucra la activacién de células de respuesta inmune, como la
microglia, el aumento de la produccién de citocinas proinflamatorias y el dafno neuronal
secundario [11].

Otro elemento caracteristico de la enfermedad es el componente neuritico, el cual
también estd compuesto principalmente de la proteina tau y que serd descrito mas

adelante.

1.2.3 Marafias neurofibrilares

Las MNFs fueron identificadas inicialmente como "neurofibrillas", las cuales
formaban agregados en el citoplasma de las neuronas [12]. Estas fibrillas anormales son
polimeros conocidos como filamentos helicoidales apareados (FHA). Los FHA reciben su
nombre debido a que estan compuestos por dos filamentos enrollados en forma helicoidal
uno alrededor del otro, y pueden ser observado mediante técnicas de microscopia
electrdnica. Entre las intersecciones de estos filamentos, existe un espacio longitudinal de
aproximadamente 65-80 nm, mientras que el ancho varia, siendo de 27-34 nm en la parte
mas ancha y de 10-15 nm en la parte mas estrecha. A medida que se acumulan, los FHA se
agrupan y dan origen a agregados mas grandes, que finalmente conforman las MNFs [13-

15].
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Ademas de los FHA, durante el desarrollo de la EA se pueden observar en el interior
de las neuronas otro tipo de estructuras filamentosas llamadas filamentos rectos (SF -
Straight Filaments). Estos SF presentan una menor periodicidad en comparacién con los FHA
[16].

La acumulacion de las MNFs en areas especificas del cerebro correlaciona con el
grado de demencia de la persona. Asi, a mayor nimero de MNFs, mayor grado de demencia.

El principal constituyente de los FHA y los SF es la proteina tau [9, 12].

1.2.4 Componente neuritico

El componente neuritico en la EA se refiere a las alteraciones que ocurren en las
prolongaciones neurales en el cerebro de personas afectadas por esta enfermedad. Algunas
prolongaciones acumulan también agregados de la proteina tau y dependiendo de donde
aparezcan, estas acumulaciones pueden clasificarse como neuritas distréficas e hilillos del
neuropilo.

1.2.4.1 Neuritas distrdficas

Las neuritas distréficas son estructuras anormales consideradas marcadores
neuropatoldgicos de la enfermedad y se asocian con la degeneracidon neuronal y la
formacién de placas neuriticas. Estas estructuras consisten en fragmentos de dendritas o
axones que presentan cambios morfoldgicos y acumulaciones anormales de la proteina tau,
muchas de ellas sin que presenten FHA [16].

1.2.4.2 Hilillos del neuropilo

Los hilillos del neuropilo, son agregados anormales de tau a lo largo de toda la
extensidn de axones o dendritas, apareciendo discontinuamente y por lo general esta
proteina se acumula en forma de FHA. Tanto los FHA como los SF se encuentran en estas
estructuras y estos agregados contribuyen a la disfuncion neuronal y la pérdida de sinapsis

en el cerebro [16].
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1.2.5 Proteinatau

La proteina tau, descubierta por Weingarten y colaboradores (cols.) (1975), es una
proteina termoestable que pertenece al grupo de las proteinas asociadas a los microtubulos
(MAP - Microtubule Associated Proteins) [17]. Su funcién principal es estabilizar los
microtubulos de las prolongaciones axonales al interactuar con la tubulina, con lo que
participa en la regulacion de la estabilidad dindmica de estas estructuras, manteniendo asi
la forma celular [12, 18].

En cuanto a su estructura, se ha observado que la proteina tau es intrinsecamente
desordenada, es decir, se encuentra en un estado desplegado en su forma nativa. Su cadena
polipeptidica es altamente flexible y presenta poca estructura secundaria definida. La
proteina tau consta de tres dominios principales: en el extremo amino (N-) terminal se
encuentra el dominio de proyeccién, involucrado en la interaccién con la membrana
plasmatica neuronal; una regidn rica en prolinas (PRD — Proline-Rich Domain), que contiene
sitios especificos de fosforilacion; y un dominio de unién a microtubulos (MBD - Microtubule
Binding Domain) compuesto por tres (3R) o cuatro (4R) repeticiones de 31 0 32 aminodcidos

(aa.) ubicados en la parte carboxilo (C-) terminal de la molécula [17, 18].

1.2.6 Modificaciones post-traduccionales de la proteina tau

En la EA, la proteina tau experimenta una serie de cambios posteriores a su sintesis
gue provocan la pérdida de su afinidad por los microtubulos y, ademas, adquiere la
capacidad de agregarse en el citoplasma, formando los FHA que eventualmente se
convierten en las MNFs [19]. Estas modificaciones post-traduccionales (MPT) incluyen
procesos como la fosforilacidn, acetilacidn, glicosilacién, truncacion, ubiquitinacién, entre

otras.

1.2.6.1 Fosforilacion

Una de las MPT mas investigada de la proteina tau es la fosforilacion. La union de la
proteina tau a los microtubulos estd regulada por ciclos de fosforilacion y desfosforilacion.
En la isoforma mas larga de la proteina tau, existen 80 sitios potenciales de fosforilacién.

Algunos residuos de Treonina (Thr) o Serina (Ser) son particularmente relevantes, ya que
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actuan como blancos para varias cinasas y se ha observado una fosforilacion anormal de
estos residuos en multiples enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA [20, 21].

Se ha descrito que una fosforilacién secuencial de diversos residuos relevantes como
son Thr231, Ser235, Ser262 y Ser396/404, conllevan a que la proteina tau pierda su afinidad
hacia el microtubulo y se redistribuya en el citoplasma con una nueva capacidad para
agregarse [22].

1.2.6.2 Truncacioén en Glutamico 391

Wischik y cols. (1988) describieron que la proteina tau asociada a los FHA insolubles
y resistentes a la pronasa presentaba un corte especifico en la posicién Acido Glutamico
(Glu) 391, lo que resultaba en la pérdida del extremo C-terminal de la proteina. Este
fendmeno de truncamiento fue identificado mediante el uso del anticuerpo monoclonal
(AcM) MN423 [23]. Investigaciones posteriores lograron identificar una subunidad
mayoritaria en estos filamentos, la cual consistia en un fragmento de tau de
aproximadamente 90-92 aa. de longitud y con un peso molecular de 12.5 kilodaltons (kDa)
[24].

Se observé que la sobre expresién de este fragmento de la proteina tau en cultivos
celulares llevaba a la muerte celular por apoptosis, lo que evidencio su alta toxicidad [25].
Es importante destacar que hasta el momento se desconoce la identidad de la proteasa

responsable de esta truncacién.

1.2.6.3 Truncacion en Aspdrtico 421

Binder y cols. (2003), demostraron un segundo truncamiento de la proteina tau
asociada a los FHA. Este corte se localizé especificamente en el residuo Acido Aspdrtico
(Asp) 421 del extremo C-terminal de la molécula de tau. La presencia de esta truncacién en
la proteina tau es detectada por el AcM TauC-3. Estudios realizados in vitro descubrieron
gue la caspasa-3, una enzima involucrada en la via apoptética, es la responsable de este
corte [26, 27].

Ademads, se observd que la tau truncada en Asp421 presenta una tasa de
polimerizacién mds alta que la tau de longitud completa, lo que significa que tiene una

mayor facilidad para agregarse [27]. Utilizando modelos celulares, se encontré que la sobre
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expresion de la tau truncada en Asp421 en células de neuroblastoma conlleva a
anormalidades en la estructuracion del citoesqueleto y finalmente induce la muerte celular

por apoptosis [25].

1.2.7 Cambios conformacionales de la proteina tau

Las MPT de la proteina tau como el truncamiento junto con la fosforilacion anormal
son importantes porque pueden inducir cambios conformacionales locales dependientes
de fosforilaciones especificas [28], asi como cambios estructurales, los cuales implican el
plegamiento de la porcion N terminal sobre el tercer dominio repetido. De ellos se conocen
dos principales:

1.2.7.1 Cambio conformacional reconocido por el anticuerpo Alz-50

Uno de los cambios conformacionales mds tempranos y anormales descritos para
tau fue detectado por el anticuerpo conformacional Alz-50, una inmunoglobulina (Ig) M
pentamérica que reconoce los primeros aa. del extremo N-terminal (5-15) cuando se
pliegan sobre un grupo de aa. (312—-322) que abarcan el tercer dominio repetido de la
molécula. Cuando se mapeod el sitio de reconocimiento, se descubrié que el epitope de Alz-
50 era discontinuo a lo largo de la molécula de tau, y la Unica forma en que el anticuerpo
podria haber sido reactivo, seria cuando ambos epitopes se encuentran cerca uno del otro;
es decir, en una molécula que presenta un plegamiento [29, 30].

En una caracterizacidn histopatoldgica por inmunofluorescencia multiple en el
cerebro de pacientes con la EA, se encontrd que la molécula de tau que experimenta el
cambio conformacional reconocido por Alz-50 colocalizé con marcadores tempranos de la
progresion de la enfermedad, entre ellos la truncacién de tau en el Asp421, por lo que se le
denomind cambio conformacional temprano [31].

1.2.7.2 Cambio conformacional reconocido por el anticuerpo Tau-66

Posteriormente, se generd otro anticuerpo conformacional mediante inmunizacion
de ratones con filamentos de tau ensamblados in vitro, al cual se le denomind Tau-66 [32].
Cuando se probd el AcM Tau-66 de tipo IgM en tejido cerebral, se observaron distintas

poblaciones de MNFs, reconociendo estructuras en una etapa mas avanzada del
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procesamiento proteolitico de tau, por lo que este anticuerpo se categorizé como detector
de un cambio conformacional tardio en la molécula de tau. Al realizar el mapeo del sitio de
reconocimiento de este anticuerpo, se encontrd que su epitope se localizd en la zona rica
en prolinas (aa. 155-244) y, coincidentemente con el anticuerpo Alz-50, el segundo epitope
discontinuo estaba ubicado en el tercer dominio repetido (aa. 305-314). Por lo que se
concluyd que este anticuerpo también reconoce un cambio conformacional de la molécula

gue se encuentra plegada en su extremo N-terminal [32, 33].

1.2.8 Ubiquitinacion de la proteina tau

La ubiquitinacién es una MPT que modula multiples vias celulares, incluido el
mantenimiento en la homeostasis de proteinas celulares [34, 35]. Consiste en la adicidn de
una pequeiia proteina (de 76 aa. de longitud) llamada ubiquitina a una proteina blanco
especifica. Esta modificacién proteica es realizada por una maquinaria enzimatica
compuesta por tres tipos de enzimas: la enzima de activacion (E1), la enzima de conjugacion

(E2) y la enzima de ligacion (E3).

El proceso de ubiquitinacién sigue una serie de pasos que implican la activacién de

la ubiquitina, su transferencia a la E2 y finalmente su unidn a la proteina blanco [34, 36, 37].

Los pasos del mecanismo de ubiquitinacion son los siguientes:

1. Activacién de la ubiquitina: La ubiquitina es activada por la E1. En este paso, la E1 se une
a una molécula de ubiquitina y consume una molécula de ATP para formar una
conjugacidn tioéster entre el grupo C-terminal de la ubiquitina y un residuo de cisteina
en la E1. Este proceso genera una forma activada de ubiquitina-E1.

2. Transferencia de la ubiquitina a la enzima E2: La ubiquitina-E1 activada se transfiere a
la enzima E2. La E2 se une a la E1 mediante una interaccion similar a la formacion de
union tioéster, donde el residuo de cisteina de la E2 se une al grupo C-terminal de la
ubiquitina activada. Esto genera una forma activada de ubiquitina-E2.

3. Transferencia de la ubiquitina de E2 a la proteina blanco: La ubiquitina unida a la E2 es
transferida a la proteina objetivo por la ligasa E3. La E3 interactua tanto con la E2 como

con la proteina blanco y facilita |la transferencia de la ubiquitina desde la E2 a un residuo
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de Lisina (Lys) en la proteina en cuestidon. Esta transferencia de ubiquitina se realiza
mediante la formacién de un enlace isopeptidico entre el grupo C-terminal de la
ubiquitina y el residuo de Lys de la proteina blanco.

4. Poliubiquitinacidn: En algunos casos, la ubiquitinacién puede implicar la adicién de
multiples moléculas de ubiquitina a la proteina blanco, formando asi una cadena de
ubiquitina. Estas cadenas de ubiquitina pueden tener diferentes topologias, como la
monoubiquitina (una sola molécula de ubiquitina), la poliubiquitina en cadena lineal
(ubiquitinas unidas en serie) o la poliubiquitina en cadena ramificada. La formacion de
estas cadenas de ubiquitina es mediada por diferentes ligasas E3.

5. Reconocimiento y degradacién: La ubiquitina unida a la proteina blanco sirve como
sefial de reconocimiento para las proteinas del sistema proteasomal, una maquinaria

de degradacioén intracelular.

En cerebros humanos diagnosticados con EA, es comun encontrar agregados de tau
que han sido modificados con ubiquitina [38-41]. Aunque el sistema ubiquitina-proteasoma
(UPS —Ubiquitin-Proteasome System) y el sistema autofagia-lisosoma (ALS — Autophagy-
Lysosome System) normalmente regulan la eliminacién de agregados de proteinas mal
plegadas para mantener la proteostasis, en la EA se observa un deterioro clave en el
funcionamiento del UPS [42]. Esto conlleva a la acumulacién de niveles elevados de
proteinas tau ubiquitinadas que no son degradadas. La evidencia respalda la idea de que la
tau ubiquitinada es un componente de las lesiones patoldgicas en los cerebros con EA [40].
Estos agregados de tau pueden inducir estrés proteotéxico y agravar la pérdida neuronal y
el deterioro cognitivo [43].

Se han identificado varios sitios de ubiquitinacion en la proteina tau. Un analisis
protedmico pionero senalé tres residuos de Lys en tau como posibles sitios de
ubiquitinacién, estos son Lys254, Lys311 y Lys353 [44]. Recientemente, utilizando
espectrometria de masas se identificaron un total de 28 sitios de ubiquitinacion en la

molécula de tau en muestras de cerebro humano con EA, la mayoria de estos sitios se
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encuentran en el PRD y en el MBD [45]. La ubiquitinacion en estos sitios especificos podria
tener un impacto en la funcién y la estabilidad de la proteina tau.

Con el fin de comprender y caracterizar mejor la ubiquitinacién de tau junto con la
evolucién de la EA, en un estudio previo realizado en este laboratorio, se investigd si la
ubiquitinacion de tau se asociaba a otras modificaciones de la molécula que se relacionan
a etapas particulares en la maduracién de las MNFs en el hipocampo de individuos con EA.
Mediante la utilizacién de inmunomarcaje con diversos anticuerpos dirigidos a diferentes
MPT de tau, se descubrié que alrededor del 30% del total de las MNFs estaba asociada a
ubiquitina [46]. Estos hallazgos se interpretaron como un intento fallido de la ubiquitinacion
de tau para ser procesada por el UPS.

En este estudio se corrobord que la presencia de ubiquitina se relacionaba con
marcadores especificos de tau fosforilada. Por otro lado, también se establecié una fuerte
conexidén entre la ubiquitina y el evento de truncamiento conocido en la posicion de Asp421.
Estos resultados sugirieron que la proteina tau en las MNFs puede estar sometida tanto a
procesos apoptdticos como proteosomales. Contrariamente, la inmunorreactividad de la
ubiquitina presentd una conexién débil con el truncamiento de tau en el Glu391, lo que
indica que este evento de protedlisis podria ser independiente de la actividad proteosomal
[46]. En consecuencia, se podria concluir que la ubiquitinacidén especifica de la proteina tau

tiene lugar en las MNFs en las etapas tempranas e intermedias de su desarrollo.
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2 Justificacion

La ubiquitina es uno de los principales marcadores de degradacion de proteinas en
las células y se ha observado que se asocia covalentemente con el material neurofibrilar
insoluble en la patologia de la EA. Previamente, en un trabajo realizado por Garcia-Sierra 'y
cols. (2012) se estudid la asociacion de la ubiquitina con la proteina tau modificada por
hiperfosforilacion y truncacién en la patologia neurofibrilar de la EA. La fosforilacion y la
truncacién de tau conducen a que la proteina pierda su conformacién nativa y forme uno
de dos plegamientos conocidos, el cambio conformacional temprano reconocido por el
anticuerpo Alz-50 y el cambio conformacional tardio reconocido por el anticuerpo Tau-66.
Por esta razén, en el presente estudio se pretendié evaluar la relacién entre la
ubiquitinacion de tau y el desarrollo de sus cambios conformacionales durante la progresién

de la enfermedad.
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3 Hipdtesis

La ubiquitinacién en la EA es una MPT que sufre la proteina tau en las etapas iniciales
de la progresién de la enfermedad, por lo que se debe asociar a otras modificaciones

tempranas, como seria el cambio conformacional reconocido por el anticuerpo Alz-50.
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4 Obijetivo General

Determinar la relaciéon que existe entre la ubiquitinacidon de la proteina tau y sus

cambios conformacionales que se presentan en la EA.

4.1 Objetivos Particulares

1. Determinar la expresién de los cambios conformacionales reconocidos por los
anticuerpos Alz-50 y Tau-66, y los patrones de asociacién con ubiquitina durante la

maduracion de las MNFs.

2. Evaluar la progresiéon de los cambios conformacionales reconocidos por los
anticuerpos Alz-50 y Tau-66 en la EA, y su co-existencia con ubiquitina en el
componente neuritico del tejido cerebral.

3. Analizar la distribucién de la ubiquitina en los elementos neuropatoldgicos y su

contribucién en la EA.
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5 Métodos

5.1 Tejido Cerebral

Se utilizaron secciones de hipocampo de 30 um de grosor de cerebros obtenidos
postmortem de sujetos que padecieron de EA y de demencia mixta. Las secciones se
obtuvieron por criotomia y en flotacidn, se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en
Buffer Salino de Fosfatos (PBS) y se mantuvierona 4 ° C.

El tejido se adquirié del Hospital Psiquidtrico Bohnice, en la Republica Checa, el cual
fue obtenido y manejado de acuerdo a los sefialado por la Declaracién de Helsinki y su uso
para la investigacién fue aprobada formalmente por el comité de ética local del Centro
Psiquiatrico de Praga, Republica Checa, de acuerdo con las Leyes 129-2003 y 130-2003 [47].

Las caracteristicas de los casos se presentan en la tabla 1.

5.2 Inmunohistoquimica

Las secciones de hipocampo de 30 um de espesor se lavaron 3 veces con PBS por 5
minutos para eliminar el fijador. Se pre-trataron con Buffer Salino de Citratos (SSC) en bafio
Maria en ebullicién por 15 minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente, con la
finalidad de inducir la exposicion de sitios antigénicos presentes en el tejido y se lavaron
nuevamente con PBS. Posteriormente, se realizé un tratamiento con Sudan Black B al 0.1%
en etanol al 70% por 10 minutos para bloquear la autofluorescencia basal del tejido. En este
tratamiento se realizaron lavados con etanol al 70% por 10 minutos, antes y después de la
exposicidn a la solucidon de Sudan. Para el bloqueo de sitios inespecificos, las muestras se
incubaron en una solucién de leche descremada al 1% y suero de caballo al 3% en Buffer
Salino de Tris (TBS) con Tritdn (Tx) al 0.2% por 20 minutos a temperatura ambiente. Se dio
un lavado de 5 minutos con TBS-tritdn al 0.2% y se realizé la inmunotincion sencilla, doble
o triple, segun el caso. Los anticuerpos primarios, diluidos en TBS-triton al 0.2%, se
incubaron durante toda la noche a 4 °C. Las caracteristicas y diluciones de los diferentes

anticuerpos utilizados se enlistan en la tabla 2.
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Tabla 1. Caracteristicas de los casos utilizados en el estudio

Caso Género Edad Neuropatologia Epikrisis

10
11
12
50
58
60
82
99
102
109
115
117
121
136
137
140
179
180
192
198
199
201
205
212
229

F: Femenino
M: Masculino

F

M MZnamnmamnmnmntnmTnTdnTdmTmZI NI N 222117

87
91
64
83
78
78
88
99
77
85
80
81
88
94
84
77
82
81
82
77
86
82
87
95
75

MID: Multi-Infarct Dementia
ICB: Insuficiencia Cardiaca Bilateral
BN: Bronconeumonia
A: Aterosclerosis universal grado llI

H: Hipertension arterial
O: Obesidad proporcional
D: Diabetes mellitus no-insulinodependiente

C

C

AD

AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD

AD

AD + MID
AD + MID
AD

AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD

AD

AD

AD

AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD + MID
AD

H O OH OH H OH OH O OH OH OB R

HOH H OHF OH OH O OH R

H OH OH B H O OH OB OH

H OB H B H
H*H OB OH

H OB B H

H

H*

0
0

Muerte
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
BN
ICB
ICB
BN
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
BN
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB
ICB

Comorbilidades
A

A H

A, H,O,D
A H

A

A H

A H

A H O

A

A

A0

A

A, H, D
A, H,D

A, H,D
A H
A H

AH
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Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos utilizados en el estudio

Anticuerpo Epitope Especie Dilucion Referencia
Anti- Mono y Poli-ubiquitina Conejo- 1:200 Millipore Corp.
ubiquitina Policlonal
Alz-50 Cambio conformacional de Ratén IgM 1:5000 Carmel, 1996
tau (5-15; 312-322) [29]

Tau-66 Cambio conformacional de Ratén IgM 1:10000 Ghoshal, 2001
tau (155-244; 305-314) [32]

PHF-1 Fosforilacién de tau (396, Ratdn IgG 1:10000 Otvos, 1994
404) (48]

Tau-13 Extremo N terminal de tau Ratdn IgG 1:5000  Garcia-Sierra,
(9-18) 2003 [31]

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con TBS-Tx al 0.2% y después
con PBS- Tx al 0.2%. En seguida, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios
anti-lIgG o anti-IgM acoplados a FITC, TRITC o Cy5 durante 120 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad a una concentracion de 1:100 en PBS- Tx al 0.2%. Por ultimo, las
muestras se lavaron varias veces con PBS- Tx al 0.2% y se montaron con medio Vectashield.

En algunos experimentos, las tinciones sencillas compuestas por proteina ubiquitina
o tau se contratifieron con Rojo de Tiazina (TR) al 0.001% para corroborar la naturaleza

fibrilar de las proteinas agregadas.

5.3 Andlisis de Microscopia Confocal y Epifluorescencia

Los cortes de tejido procesados fueron analizados por epifluorescencia a través de
una lente 20X (Apertura Numérica [NA]: 0.5) y una lente Planor-Fluor 40X (NA: 0.75) de un
microscopio Nikon Eclipse-80i (NikonCorp., Tokio, Japdn). Las imagenes se registraron con
una camara Nikon digital sight-DG-Ril controlada con el software Nikon NIS-Elements AR-
3.0-SP7 incluido en el sistema (Nikon). Para el marcaje multiple, seccionamiento dptico,
colocalizacién y el andlisis critico de estructuras inmunomarcadas, se utilizé un microscopio
de laser confocal Leica-TCP-SP8 con una lente 63X (NA: 1.4) OIL PH3 CS2 HC PL APO (Leica

Microsystems, Heidelberg, Alemania). Las longitudes de onda de excitacion y emisién
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fueron: FITC (488 y 525 nm), TRITC (540 y 570 nm) y Cy5 (673 y 707 nm). Las imdagenes
resultantes se obtuvieron y analizaron utilizando el software Leica Confocal-LAS-AF Lite

version 2.x.

5.4 Cuantificacién en MNFs

Se determind cuantitativamente el nimero de estructuras inmunomarcadas
contando directamente los objetos en un drea de muestreo que cubre 86 mm2 en el
hipocampo. El nimero de estructuras se expresé como la media y el error estandar en 5
sub-dareas muestreadas. La cuantificacion de la colocalizacion se expresé como la
proporcién de MNFs doblemente marcados (positivos a ubiquitina y anticuerpos

dependientes de la conformacion tau) con respecto al numero total de MNFs.

5.5 Cuantificacion en Neuritas

Para la determinacién de la patologia neuritica, las imagenes registradas de la misma
area se procesaron digitalmente con el software Imagel para calcular la proporcién de
neuritas inmunomarcadas y el programa Nikon NIS-Elements AR-3.0-SP7 para el anadlisis de
las colocalizaciones. Los patrones de colocalizacion se analizaron y expresaron como el
porcentaje de neuritas doblemente marcadas con respecto al drea total ocupada por las

estructuras fluorescentes (con marca simple o doble).

5.6 Analisis Estadistico

Para las comparaciones de parametros entre 2 grupos, se utilizd la prueba
paramétrica de "t” de Student. Las diferencias entre varios grupos se analizaron mediante
ANOVA de una via y una posterior prueba de Tukey. El analisis estadistico se realizd con el

software GraphPad Prism v3.0.
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6 Resultados

6.1 Analisis Inmunohistoquimico de Marafias Neurofibrilares

Para realizar este trabajo, se utilizo el tejido cerebral proveniente del antiguo Centro
Psiquidtrico de Praga, el cual corresponde a una poblacién de 25 individuos que
desarrollaron la EA y casos de demencia mixta (Tabla 1). El tejido cerebral de esta poblacion
de sujetos fue utilizado previamente en estudios de nuestro grupo de trabajo [46]. En el
presente trabajo se evalué la asociacidon de diversos marcadores neuropatoldgicos en el
tejido cerebral, a través del analisis de los patrones de colocalizacion entre una bateria
diversa de anticuerpos dirigidos contra antigenos asociados con diferentes porciones de la
molécula tau y contra ubiquitina (Tabla 2).

El estudio se enfocd en el analisis anatdmico de la formacion del hipocampo, debido
a que esta regidon es una de las que primordialmente son mas afectadas en la EA y
particularmente en el area CA1l se ha encontrado que pueden existir MNFs con diferente
grado de maduracidn, con lo cual se favorece el analisis de la progresién de los cambios que

sufre la proteina tau durante su agregacidon en la forma de MNF [49].

6.1.1 La ubiquitina es un componente conspicuo que se presenta en las MNFs del tejido

cerebral de sujetos con la EA

En el cerebro de los pacientes con EA se ha descrito que la tau anormalmente
agregada se encuentra ubiquitinada, y se ha evidenciado que esta modificacién se puede
encontrar en diversas estructuras fibrilares que conforman la patologia neurofibrilar de la
enfermedad. Con el fin de comprender y caracterizar mejor la ubiquitinacion de tau durante
la evolucién de la EA, se realiz6 un inmunomarcaje con el anticuerpo policlonal anti-
ubiquitina (Tabla 2) que detecta tanto a la ubiquitina en forma monomérica, como a
cadenas de poli-ubiquitina. En el panel A de la Figura R1, podemos observar una imagen
panoramica representativa del tejido cerebral de un caso que padecié la EA, obtenida por

inmunofluorescencia y microscopia confocal, la cual corresponde al area CA1l del
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hipocampo donde se muestra una cantidad considerable de estructuras neurofibrilares,
principalmente MNF, reconocidas por el anticuerpo anti-ubiquitina. A mayor amplificacién
(Figura R1, paneles B y C), se aprecia la apariencia compacta y fibrilar de una MNF dentro
de la célula, con la tipica silueta en forma de flama que dibuja la morfologia de las neuronas
piramidales del hipocampo. En el panel C, se puede apreciar una MNF (flecha) que muestra
haces fibrilares menos compactos de FHA que ocupan el area del soma neuronal. En el panel
D, se puede identificar claramente el espacio ocupado por el nlucleo neuronal rodeado por
los haces de la MNF. De estas imdagenes se confirma que la ubiquitina estd presente en un
numero considerable de MNFs intracelulares, como previamente se ha descrito por otros

autores [38, 46].

6.1.2 El cambio conformacional temprano de tau reconocido por el anticuerpo Alz-50 esta
ampliamente presente en las MNFs del hipocampo de pacientes con EA

Durante la progresion de la EA, la proteina tau sufre de cambios en su estructura
molecular que implican plegamientos de la proteina sobre si misma. Esta particularidad de
tau se evidencié al generarse anticuerpos que reconocieron epitopes discontinuos vy
alejados uno del otro, como el anticuerpo Alz-50 [29], que demostré un cambio
conformacional de la proteina tau, el cual involucra el acercamiento del extremo N-terminal
sobre el tercer dominio repetido. Este plegamiento patoldgico se asocid con las etapas
iniciales de la EA [31].

Para corroborar la presencia de este cambio conformacional de tau en la patologia
neurofibrilar de estos casos, similarmente se analizd el tejido cerebral por
inmunofluorescencia y microscopia confocal, utilizando el AcM Alz-50 (Tabla 2). El andlisis
reveld que en el area CA1 del hipocampo existe una gran cantidad de MNFs, asi como otras
estructuras neurofibrilares (neuritas distréficas e hilos de neuropilo), compuestas de la
proteina tau, presentando el cambio conformacional temprano en su molécula (imagen
panoramica de un caso representativo en el panel A de la Figura R2). En el panel B se
muestran MNFs que exhiben la distintiva forma de flama, y a mayor aumento (panel C) se

puede apreciar la proyeccién apical de la neurona (flecha) y algunos agregados fibrilares
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distribuidos de forma perinuclear. Estos ultimos, son caracteristicos de las etapas iniciales
de la formacion de las marafias (panel D, cabeza de flecha). Debido a su apariencia fibrilar

compacta, estas MNFs decoradas por Alz-50 son de tipo intracelular.

Figura R1. MNFs asociadas a ubiquitina presentes en el hipocampo de individuos con EA. Imagenes de
microscopia confocal que muestran inmunomarcaje sencillo con el anticuerpo policlonal anti-ubiquitina. A)
Imagen panoramica representativa de MNFs ubiquitinadas en el area CA1l del hipocampo. B) MNFs
intracelulares que presentan la tipica forma de flama. C) La flecha sefiala los haces de FHA en el soma de una
neurona. D) MNF donde se puede identificar el espacio ocupado por el ntcleo neuronal. Barras: A) 58 um, B)
23 um, C) 24 umy D) 12 pm.
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Figura R2. MNFs compuestas de tau con cambio conformacional reconocido por el AcM Alz-50 presentes en
el hipocampo de individuos con EA. A) Imagen de microscopia confocal panoramica representativa de MNFs
en el drea CA1 del hipocampo que presenta inmunomarcaje sencillo con el AcM Alz-50. B) MNFs intracelulares
que presentan la tipica forma de flama. C) MNF donde se puede apreciar la proyeccion apical de la neurona
(flecha). D) MNF donde se puede identificar algunos agregados fibrilares distribuidos de forma perinuclear
(cabeza de flecha). Barras: A) 65 um, B) 22 um, C) y D) 15 um.
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6.1.3 El cambio conformacional tardio de tau reconocido por el anticuerpo Tau-66 se
presenta en menos MNFs del hipocampo de individuos con EA

Existe un segundo cambio conformacional de la proteina tau que no depende de sus
extremos N- y C-terminal, el cual se encuentra asociado con MNFs presentes en etapas
intermedias y avanzadas de la enfermedad [31]. En este cambio conformacional la zona rica
de prolinas se asocia al tercer dominio repetido [50]. Para conocer el patrén de agregacion
y distribucién de esta molécula conformacionalmente alterada, se realizaron
inmunotinciones con el AcM Tau-66 (Tabla 2) y se analizaron por microscopia confocal.

En la imagen panoramica de la Figura R3 se aprecia la inmunoreactividad de Tau-66
en el area CA1 del hipocampo de un caso representativo con EA, la cual se observa en MNFs
y en un material mas amorfo y de forma punteada sobre el espacio citopldsmico. Para
analizar este patrdon de agregacion, se realizd una contratincion con el colorante rojo de
tiazina (TR - Tiazin Red), un colorante que se une a agregados fibrilares de las proteinas (tau
y amiloide-B), desarrollando una conformacion B-plegada. Con esta estrategia se pudo
corroborar la presencia de tau conformacionalmente alterada (positiva a la deteccién con
Tau-66) en MNFs. Ademas, en este procedimiento se introdujo como tercer marcador al
AcM PHF-1 (Tabla 2), para identificar a la proteina tau hiperfosforilada; puesto que, como
se ha demostrado previamente, este sitio de fosforilaciéon se presenta en moléculas de tau
asociada a MNFs en diferente grado de maduracién corroborandose por su deteccidon
diferencial con TR. Con esta estrategia metodoldgica pudimos discernir entre dos tipos de
agregados de tau reconocidas por el anticuerpo Tau-66: 1) agregados citoplasmicos de tau
de tipo granular-amorfo, y 2) estructuras fibrilares y compactas que presentaron una
conformacion B-plegada al ser positivas al TR (MNF), como se muestran en las Figuras R3 y
R4. Con este marcaje multiple fue mas facil discernir entre estructuras fibrilares y agregados

amorfos de tau positivos a Tau-66.
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Figura R3. MNFs compuestas de tau con cambio conformacional reconocido por el AcM Tau-66 presentes
en el tejido cerebral de individuos con EA. En la imagen panoramica se aprecia la inmunoreactividad de Tau-
66 en el area CA1 del hipocampo de un caso representativo con EA, contratefiido con el colorante TR que
reconoce estructuras con conformacion B-plegada y marcadas con el AcM PHF-1 que reconoce tau fosforilada.
En la imagen se observan MNFs y un material amorfo y granular en el espacio citopldasmico de neuronas.
Barras: A) 65 um, B) 30 um, C) 12 um.
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Figura R4. MNFs compuestas de tau con cambio conformacional reconocido por el AcM Tau-66 presentes
en el tejido cerebral de individuos con EA. Imagenes de microscopia confocal donde se aprecia la
inmunoreactividad de Tau-66 en el drea CA1 del hipocampo de un caso representativo con EA. Barras: A) y B)
12 pm.

6.1.4 El cambio conformacional tardio de tau detectado por el anticuerpo Tau-66 se

presenta con baja frecuencia en MNFs

Para dar representatividad a las observaciones por inmunomarcaje, se cuantificaron
las poblaciones de MNFs y se compararon entre su condicidn de ser reconocidas por cada
uno de los anticuerpos utilizados. En la Figura R5, se presenta el analisis grafico de la
cuantificacion de MNFs expresada en un drea de 0.086 mm?2. No se presentd diferencia
significativa entre el nimero de MNFs compuestas de tau fosforilada (positivas a PHF-1) y
aquellas con tau presentando el cambio conformacional temprano (positivas a Alz-50). El
numero de MNFs ubiquitinadas es significantemente menor a las que presentaron las
modificaciones previas de la proteina tau (P < 0.001).

La diferencia mas significativa, sin embargo, se observd en el nimero de MNFs
compuestas por tau con cambio conformacional tardio (positivas a Tau-66), siendo mucho
menor que los grupos con anticuerpos a-ubiquitina, PHF-1 y Alz-50 (P < 0.001). Este

resultado corrobora que ésta modificacion se presenta con menor frecuencia.
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Figura R5. Cuantificacion de MNFs que presentan diferentes modificaciones de la proteina tau. Las MNFs
inmunorreactivas se contaron en la region CA1 del hipocampo y se expresaron como el nimero de estructuras
en un area de 0.086 mm?Z. En el eje x tenemos a los diferentes anticuerpos utilizados y en el eje y las medias
de cada parametro con su error estandar. Las diferencias significativas se evaluaron mediante un analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey para determinar diferencias especificas entre
todos los anticuerpos. (P <0.001).

6.1.5 Ubiquitina se asocia al cambio conformacional temprano de tau detectado por el
anticuerpo Alz-50 en mayor grado que al cambio conformacional tardio reconocido por
el anticuerpo Tau-66
Para definir mejor la naturaleza de las estructuras neurofibrilares (MNFs) en el tejido

cerebral de los individuos con EA que forman parte de este estudio, se evalud la asociacién

entre ubiquitina y las MPT de tau, para lo cual las secciones de tejido se procesaron para
doble marcaje inmunofluorescente. En la Figura R6, observamos la asociacidn de los
eventos de ubiquitinacién (canal verde) y fosforilacion de tau (canal rojo) de tipicas maranas
intracelulares en forma de flama, en las cuales predominé la asociacién de estos dos
marcadores en todas ellas (amarillo en canal de colocalizacién), como previamente se

describio [46].

En el caso del cambio conformacional temprano reconocido por el anticuerpo Alz-

50 (canal rojo) y su asociacién con ubiquitina (canal verde), observamos que las estructuras

reconocidas son predominantemente MNFs intracelulares y los patrones de asociaciéon
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fueron mas variables dentro de estas estructuras. Como se muestra en la Figura R7,
encontramos MNFs que exhiben una sola MPT (cabeza de flecha), o MNFs con expresion de
estos dos marcadores (amarillo) a intensidades variables. También encontramos
estructuras donde la colocalizacién se da de manera parcial (flecha), es decir, ambos
marcadores coexisten en la misma MNF, sin estar presentes en la misma molécula de tau.

Por otro lado, en el caso de la asociacién de ubiquitina (canal verde) y el cambio
conformacional tardio detectado por el anticuerpo Tau-66 (canal rojo), se presenté una baja
colocalizacidon de estos marcadores (Figura R8, panel A) y las MNFs se presentaron como
poblaciones independientes. No obstante, en algunos casos en la misma célula se observé
que coexistian MNFs compuestas de ubiquitina colocalizando solo parcialmente con tau
presentando el cambio conformacional tardio (Figura R8, panel B).

Estas observaciones apoyan la hipdtesis de la asociacion de ubiquitina con
marcadores tempranos de la progresion de la EA [46].

El analisis cuantitativo de la asociacion de ubiquitina con las diferentes
modificaciones de tau se muestra en la gréfica A de la Figura R9, donde se obtuvo el
porcentaje de MNFs compuestas por tau conformacionalmente alterada y que presentaron
ubiquitinacién. Los resultados nos indican que existié una proporcion similar de MNFs
ubiquitinadas que presentaron a tau fosforilada (positivas a PHF1) y a tau
conformacionalmente alterada reconocida por el anticuerpo Alz-50 (58.3% y 58.2%,
respectivamente). Contrariamente, se encontrd una poblacidn significativamente menor de
MNFs ubiquitinadas que estuvieran compuestas estructuralmente por filamentos de tau
presentando el cambio conformacional tardio reconocido por Tau-66 (15.8%). El analisis de
varianza utilizando la prueba de comparacién multiple de Tukey mostré que las diferencias

tienen una significancia de: P<0.001.
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Figura R6. La ubiquitina se asocia a la tau fosforilada en las MNFs. Inmunofluorescencias de doble marcaje
analizadas mediante microscopia confocal utilizando la combinacién de los anticuerpos anti-ubiquitina y el
marcador de tau fosforilada PHF-1. Barras: A) 24 umy B) 16 um.
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Figura R7. Asociacion de la ubiquitinacidn con el cambio conformacional de tau detectado por el anticuerpo
Alz-50 en MNFs. Inmunofluorescencias de doble marcaje analizadas mediante microscopia confocal utilizando
la combinacién de los anticuerpos anti-ubiquitina y el AcM Alz-50. Barras: A) 29 umy B) 12 um.
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Figura R8. Asociacidn de la ubiquitinacidn con el cambio conformacional de tau detectado por el anticuerpo
Tau-66 en MNFs. Inmunofluorescencias de doble marcaje analizadas mediante microscopia confocal
utilizando la combinacién de los anticuerpos anti-ubiquitina y el AcM Tau-66. Barras: A) 23 umy B) 12 um.
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Figura R9. Andlisis cuantitativo de las asociaciones de ubiquitina con las distintas modificaciones de tau. A)
En todos los casos dementes se determind el porcentaje de colocalizacion de los pares de anticuerpos. La
cantidad de MNFs que presentaron colocalizacion de los anticuerpos Ubiquitina-Tau66 fue significativamente
menor con respecto a las otras combinaciones (p < 0.001). B) La poblacidn de casos se separd en casos con EA
y demencia mixta y se observd el mismo patrén (p < 0.001). Las diferencias significativas se calcularon
mediante un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey.
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Estas observaciones se obtuvieron tomando como universo la totalidad de los casos
evaluados. Sin embargo, recordemos que el conjunto de casos no es homogéneo, por lo
que el grupo de pacientes con demencia se dividié en casos con EA y casos con demencia
mixta. En ambos grupos, comparativamente se analizaron los patrones de asociacién
descritos previamente. En la grafica B de la Figura R9 nuevamente observamos que, para
ambos grupos de casos, hay una reduccidn significativa de la asociacion entre ubiquitina 'y
tau con cambio conformacional tardio (Ub-Tau66) (P<0.001). Estos resultados corroboran
que la ubiquitinacion de tau se asocia mas especificamente a su cambio conformacional
temprano (Alz-50).

De manera especifica, en el grupo de pacientes que se diagnosticaron sélo con EA,
el patron de colocalizacion fue Ub-PHF1>Ub-Alz50>Ub-Tau66, con porcentajes de
colocalizacidn de: 59.9%, 49.6% y 16.6%, respectivamente. Mientras que, para el grupo
diagnosticado con demencia mixta, se observé un aumento en la cantidad de MNFs que
presentaron asociacion entre la conformacion temprana de tau y ubiquitina, cambiando el
patrén a Ub-Alz50>Ub-PHF1>Ub-Tau66, con porcentajes de colocalizacion de: 62.1%, 55.7%
y 14.6%, correspondientemente. Al realizar un analisis inferencial con la prueba "t” de
Student para comparar dos grupos, solo en la poblacion Ub-Alz50 se presenté una
diferencia significativa entre ambos grupos (P<0.05).

Estos resultados parecen indicar que la densidad de MNFs compuestas de tau con
cambio conformacional temprano y que ademas presentaron ubiquitinacién, aumentaron
cuando la demencia estaba compuesta de dos factores causales como sucede en la

demencia mixta.
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6.1.6 La ubiquitinacion de tau se presenta con mas incidencia en MNFs compuestas de tau
fosforilada presentando el cambio conformacional temprano detectado por el
anticuerpo Alz-50
Debido a que la fosforilacién de la proteina tau se ha considerado parte del

mecanismo clave para el plegamiento de la molécula, resultd interesante conocer si esta

conformacion fosfo-dependiente facilitaba la ubiquitinacidn de tau. Para ello, se realizaron
experimentos de triple marcaje incluyendo PHF-1 para establecer de una mejor manera la
asociacion entre ubiquitina, los cambios conformacionales y la fosforilacién.

De manera técnica, la colocalizacion maxima de los fluoréforos verde (para
ubiquitina), rojo (para cambio conformacional) y azul (para fosforilacion) en este sistema,
se traduce en un pseudocolor blanco cuando se fusionan las imagenes. La variedad en la
paleta de colores se produce cuando coexisten dos o tres etiquetas, dependiendo de la
proporcién relativa de las diferentes marcas.

Tal como podemos visualizar en la imagen panoramica (panel A) de la Figura R10,
existe diversidad en los niveles de asociacién entre estos tres marcadores, desplegando una
gran variedad de colores en las MNFs. En el canal de colocalizacién observamos una triple
asociacién en MNFs positivas a Alz-50 y compuestas de ubiquitina y tau fosforilada. Pero
también encontramos maranas negativas a ubiquitina y que sdlo se componen de tau
fosforilada con el cambio conformacional temprano (color morado). En el panel B de mayor
aumento, podemos observar como una misma marafa se compone de diversas moléculas
de tau con diferentes modificaciones.

Por otro lado, en la Figura R11 se muestra el andlisis comparativo, ahora con el
cambio conformacional tardio de la molécula de Tau (reconocido por Tau-66). En este caso
se observé que hay menor diversidad de combinacién de colores, lo cual indica una menor
tasa de colocalizacion. No obstante, aunque mas baja, si existieron casos de MNFs

presentando todos los marcadores en conjunto.
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Figura R10. Asociacion de la ubiquitinacion con el cambio conformacional de tau detectado por el
anticuerpo Alz-50 y el marcador fosforilacion en MNFs. Inmunofluorescencias de triple marcaje analizadas
mediante microscopia confocal utilizando la combinacion de los anticuerpos anti-ubiquitina, el AcM Alz-50 y

PHF-1 donde se observa diversidad en los niveles de asociacion entre los tres marcadores. Barras: A) 23 umy
B) 12 um.
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Figura R11. Asociacion de la ubiquitinacion con el cambio conformacional de tau detectado por el
anticuerpo Tau-66 y el marcador fosforilacion en MNFs. Inmunofluorescencias de triple marcaje analizadas
mediante microscopia confocal utilizando la combinacion de los anticuerpos anti-ubiquitina, el AcM Alz-50 y

PHF-1 donde se observa escasa cantidad de MNFs que presentan asociacién entre los tres marcadores. Barras:
A)35umyB) 12 um.
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En la gréfica de la Figura R12, se muestra la cuantificacion del triple marcaje de
MNFs, donde se evalué la asociacién de ubiquitina con los cambios conformacionales y la
forforilacidn de tau. Como se observa claramente en la gréfica, la poblacion de MNFs que
presenta la asociacidn entre ubiquitina y forforilacién de tau con el cambio conformacional
temprano (Ub-Alz50-PHF1), con un 49.1% de colocalizacion, es significativamente mayor
gue la asociaciéon de estos dos marcadores con el cambio conformacional tardio (Ub-Tau66-
PHF1), que correspondid a un 6.8%. El andlisis estadistico utilizando la prueba "t” de Student
tuvo una diferencia significativa de: P<0.0001.

Estos resultados sugieren que la ubiquitinacién de la proteina tau podria estar mas

asociada con las primeras etapas de agregacion y progresion de tau en la enfermedad.
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Figura R12. Cuantificacion de la asociacion de la ubiquitinacidn con los cambios conformacionales de tau y
el marcador de fosforilacion en MNFs. Se determind el porcentaje de colocalizacién de los tripletes de
anticuerpos. La cantidad de MNFs que presentaron colocalizacién de los anticuerpos Ub/Alz-50/PHF-1 fue
significativamente mayor con respecto a la combinacién Ub/Tau-66/PHF-1 (p < 0.001). Las diferencias
significativas se calcularon mediante la prueba t de Student.
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6.1.7 La molécula de la proteina tau que exhibe el cambio conformacional temprano
revelado por el anticuerpo Alz-50, conserva su extremo amino intacto.

En un estudio previo, donde se evalué el perfil molecular de tau durante la evolucién
de las MNFs, se demostré que cuando la proteina presentaba el cambio conformacional
temprano, la molécula de tau conservaba sus extremos N- y C-terminal, mientras que la
conformacion tardia carecia de estas terminaciones [31]. Tomando en cuenta lo anterior y
para confirmar la estrecha asociacidn entre ubiquitina y la inmunorreactividad de Alz-50 en
las lesiones neurofibrilares, se realizaron experimentos de triple marcaje incluyendo ahora
el anticuerpo Tau-13, que reconoce los primeros aa. del extremo N- de tau.

Como se muestra en la Figura R13, donde observamos una imagen panordmica del
area CA1 del hipocampo (panel A), el color purpura muestra la asociacién entre el cambio
conformacional temprano de tau, detectado por Alz-50 (rojo), y la molécula de tau que
conserva su extremo N- intacto, detectado por Tau-13 (azul). A su vez, podemos ver
ejemplos de MNFs donde predomina la ubiquitinacién (verde) y otras donde la asociacién
de los tres marcadores es evidente (blanco), como se observa en la amplificacién mostrada
en el panel B de la Figura R13.

Por otro lado, es interesante notar la ausencia de pseudocolor morado en las
imagenes de la Figura R14, donde se evalud si la molécula de tau que presenta el cambio
conformacional reconocido por Tau-66, contiene su extremo N- intacto (Tau-13) y si se
encuentra ubiquitinada. En general, en la mayoria de las MNFs no se presentan los tres
marcadores en cuestion, sin embargo, hubo algunos ejemplos escasos de triple marcaje
como se observa en la amplificacidén presentada en el panel B de la Figura R14. Estos
resultados confirman lo antes publicado acerca de la naturaleza del epitope de Alz-50 que

mantiene su extremo N- intacto y su estrecha asociacién con ubiquitina.
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Figura R13. Asociacion de la ubiquitinacion con el cambio conformacional de tau detectado por el
anticuerpo Alz-50 y un marcador del extremo N-terminal de la molécula de tau en MNFs.
Inmunofluorescencias de triple marcaje analizadas mediante microscopia confocal utilizando la combinacion
de los anticuerpos anti-ubiquitina, Alz-50 y Tau-13 donde se observa colocalizacién entre los tres marcadores.
Barras: A) 29 umy B) 12 um.

49



Figura R14. Asociacion de la ubiquitinacion con el cambio conformacional de tau detectado por el
anticuerpo Tau-66 y un marcador del extremo N-terminal de la molécula de tau en MNFs.
Inmunofluorescencias de triple marcaje analizadas mediante microscopia confocal utilizando la combinacion
de los anticuerpos anti-ubiquitina, Tau-66 y Tau-13 donde se la colocalizacidon se da principalmente entre
ubiquitina y el marcador del extremo N- de tau. Barras: A) 29 umy B) 12 um.
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6.2 Caracterizacidn de la expresion de ubiquitina en la patologia neuritica de

tau en el hipocampo de sujetos con la EA

Las neuritas distréficas también forman parte de la degeneracion fibrilar de las
células neuronales en la EA. Estas se forman por acumulacién fibrilar y no fibrilar de Ia
proteina tau en las terminaciones de los procesos neuronales como los axones y dendritas.
A lo largo de estas prolongaciones y con distribucién azarosa, tau también se puede
acumular anormalmente y formando los llamados hilillos de neuropilo. Dado que se ha
descrito acumulacién de tau y ubiquitina en la patologia neuritica de los cerebros con EA
[38], en el presente estudio se investigd si la relacion entre la ubiquitinacién y los cambios
conformacionales de tau observados en las MNFs también se conservan en el
compartimento neuritico.

Con este fin, se analizé el componente neuritico y los elementos distréficos en la
misma zona del hipocampo y en los mismos cortes de tejido, tal y como se realizé para las
MNFs, evaluandose la coexpresién de las diferentes MPT de tau. Para este analisis, las
imagenes se procesaron digitalmente utilizando el software Imagel (descrito en la seccién
de métodos), con el que se obtuvo el porcentaje de area de tincidon correspondiente al

inmunomarcaje de neuritas.

6.2.1 En el componente neuritico, el patrén de expresidn de ubiquitina y su asociacién con

las modificaciones de la proteina tau es similar al presentado en las MNFs

Para caracterizar la presencia y distribucién de los marcadores de tau en el
compartimiento neuritico del tejido cerebral, se utilizaron las mismas tinciones sencillas que
se usaron para el estudio en marafias.

En la Figura R15, observamos varias MNFs reconocidas por los diversos anticuerpos
hacia tau y ubiquitina, sin embargo, es facil de detectar la gran cantidad de patologia

neuritica que se encuentra en todo el neuropilo.
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Figura R15. Inmunorreactividad de las diferentes modificaciones de tau en el componente neuritico del
tejido cerebral de individuos con EA. Se analizd el componente neuritico y los elementos distréficos en la
zona CA1 del hipocampo y se detectd una gran cantidad de patologia neuritica en el neuropilo. Barras: A), C),
E)y G) =65 um; B), D), F) y H) =30 um.
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De manera similar, se encontré una gran cantidad de neuritas conformadas por tau
fosforilada, asi como elementos fibrilares mas finos distribuidos en el neuropilo, como se
muestra en la imagen panordmica del panel C de la figura R15. Como se observa en la
amplificacién del panel D, mientras algunas de estas neuritas aparecian intactas, la mayoria
parecia ser distréfica, es decir, estaban segmentadas y dispersadas de forma variable.

Por otro lado, la caracterizacion del anticuerpo Alz-50 en el componente neuritico
mostré abundante cantidad de neuritas conformadas de tau con cambio conformacional
temprano. Esta tincidn fibrilar fina hizo que las placas neuriticas (asterisco) fueran mas
visibles y la mayoria de las neuritas distréficas localizadas en la vecindad de la placa parecian
comparables en forma y distribucién a las conformadas por tau fosforilada, aunque de
manera mas numerosa, como se observa en la imagen panordmica del panel E de la Figura
R15. En la imagen aumentada del panel F se visualiza mejor la morfologia de las estructuras
etiquetadas por Alz-50.

De igual forma, se analizé la expresion del cambio conformacional tardio detectado
por el anticuerpo Tau-66 en el compartimento neuritico (paneles G y H de la Figura R15). A
diferencia de los otros marcadores, el anticuerpo Tau-66 no reconocié muchos procesos
neuriticos en el neuropilo. Incluso estos elementos irregulares eran raros en la periferia de
la placa y, como resultado, las placas generalmente eran inaparentes en las preparaciones

de Tau-66.

6.2.2 El cambio conformacional temprano de tau detectado por el anticuerpo Alz-50 es el
marcador que se presenta con mayor frecuencia en la patologia neuritica de la EA

Se cuantificd la patologia neuritica de acuerdo a lo descrito en métodos y se
compard estadisticamente entre los diversos marcadores.

Como podemos observar en la Figura R16, el cambio conformacional temprano de
la proteina tau (positivo a Alz-50) se presenta con mayor significancia en el componente
neuritico exhibiendo un 50% de contribucién en la marca total por area ocupada por este
componente (P < 0.001). No se encontrd diferencia significativa entre la deteccion de

ubiquitina y tau fosforilada (positiva a PHF-1). En cambio, el porcentaje de tincién del
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cambio conformacional tardio (Tau-66) fue significantemente menor que los demas

anticuerpos (P < 0.001).

Neuritas Inmunoreactivas
Eﬂ' I 1 1

404

20+

Porcentaje de area (%)

v/

- - T T
Ubiquitina PHF1 Alz50 Taues
Anticuerpos

Figura R16. Cuantificacidn de las estructuras neuriticas que presentan las diferentes modificaciones de la
proteina tau. Las neuritas inmunorreactivas se cuantificaron en la regiédn CA1 del hipocampo y se expresaron
como el porcentaje de area de tincion. En el eje x tenemos a los diferentes anticuerpos utilizados y en el eje y
las medias de cada pardmetro con su error estandar. Las diferencias significativas se evaluaron mediante un
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey para determinar diferencias
especificas entre todos los anticuerpos. (P <0.001).

6.2.3 Ubiquitina se asocia al cambio conformacional temprano de tau en mayor grado que
al cambio conformacional tardio en el componente neuritico del tejido cerebral
Para corroborar la posible asociacién de ubiquitina con los cambios
conformacionales en el componente neuritico, se analizé6 el doble marcaje fluorescente
para ubiquitina con los anticuerpos Al-50 y Tau-66 de forma independiente. Se encontré
una mayor asociacion entre ubiquitina y el cambio conformacional temprano (Ub-Alz50), la
cual fue significativamente mas grande con respecto a su asociacion con el cambio

conformacional tardio (Ub-Tau66). La prueba “t” de Student reveld una P<0.05 (Figura R17).
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Figura R17. Cuantificacion de la asociacion de la ubiquitinacién con los cambios conformacionales de tau en
las Neuritas. Se determind el porcentaje de colocalizacion de los pares de anticuerpos. La carga de neuritas
que presentaron colocalizacién de los anticuerpos Ub/Alz-50 fue significativamente mayor con respecto a la
combinacién Ub/Tau-66 (p < 0.05). Las diferencias significativas se calcularon mediante la prueba t de Student.

Para examinar la contribucién de tau fosforilada en esta asociacidn, se realizé triple
marcaje fluorescente incluyendo al anticuerpo PHF-1. En la imagen panoramica de la Figura
R18 se puede apreciar que la interaccidon entre ubiquitina (verde), tau con el cambio
conformacional temprano (rojo) y tau fosforilada (azul) es variable al observar una gran
variedad de pseudocolores, que nos indica diferente contribucidon de cada marcador y por
lo tanto diverso grado de madurez, entendiéndose como procesamiento postraduccional
de la proteina tau. Aunque existen neuritas que exhiben un solo marcador, la asociacién
mds comun que se encontré fue de tau con cambio conformacional temprano y su
fosforilacién, al predominar en la imagen los colores magenta y purpura.

Sin embargo, en la Figura R19 se demuestra menos asociacién entre ubiquitina
(sefial verde), tau con cambio conformacional tardio (sefial en rojo) y fosforilacién en sus
residuos Ser396/404 (sefial azul) en los elementos neuriticos del neuropilo. Aqui se
encontrd poca inmunorreactividad con el anticuerpo Tau-66 en las estructuras distroficas y
la colocalizacién fue mas predominante entre tau ubiquitinada y fosforilada, como se

observan en las placas neuriticas decoradas en color cian.
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Con todos estos resultados se puede concluir que tanto en MNFs como en el
componente neuritico, ubiquitina se asocia con marcadores tempranos de la enfermedad
como la fosforilacién y el cambio conformacional temprano de tau detectado por el

anticuerpo Alz-50.

Figura R18. Asociacién de la ubiquitinaciéon con el cambio conformacional de tau detectado por el

anticuerpo Alz-50 y el marcador fosforilacion en el componente neuritico. Inmunofluorescencias de triple
marcaje analizadas mediante microscopia confocal utilizando la combinacién de los anticuerpos anti-
ubiquitina, el AcM Alz-50 y PHF-1 donde se observa diversidad en los niveles de asociacién entre los tres
marcadores. Barras: 35 um.
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Figura R19. Asociacion de la ubiquitinacion con el cambio conformacional de tau detectado por el
anticuerpo Tau-66 y el marcador fosforilacion en el componente neuritico. Inmunofluorescencias de triple
marcaje analizadas mediante microscopia confocal utilizando la combinaciéon de los anticuerpos anti-
ubiquitina, Tau-66 y PHF-1 donde se observa que la mayor asociacion se da entre la ubiquitina y la fosforilacion
de tau. Barras: 50 um.
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6.3 Analisis de Correlacion entre el Diagndstico Clinico y la Ubiquitina en la

Patologia Fibrilar

Como se demostré en los apartados anteriores, la ubiquitina es una molécula
notablemente presente en las MNFs y el compartimento neuritico del tejido cerebral de
sujetos que padecieron EA. Realizar un estudio que correlacione el diagndstico clinico con
la cantidad de estructuras asociadas a ubiquitina en la EA es de gran relevancia, ya que esto
podria ofrecer informacion valiosa para un diagndstico temprano y comprender la
evolucidn de la enfermedad. Ademas, la ubiquitina podria ser utilizada como un potencial
biomarcador para esta condicion.

Para realizar esta correlacidn, se utilizaron los datos obtenidos a partir del analisis
inmunohistoquimico tanto de las MNFs como del compartimento neuritico, que incluyo

cuantificaciones de las estructuras ubiquitinadas.

6.3.1 En la demencia mixta se incrementa la expresion de ubiquitina en las MNFs y el
componente neuritico

La neuropatologia desempefia un papel crucial en el estudio y comprension de la
enfermedad de la EA. Ademas, es fundamental para el diagndstico definitivo de la
enfermedad, debido a que el examen postmortem del cerebro de individuos con EA revela
la presencia y distribucion de las lesiones neuropatoldgicas caracteristicas.

Como mencionamos antes, el grupo de casos con los que contamos se pueden dividir
en casos diagnosticados con EA y casos con demencia mixta. Cuando una persona presenta
tanto la EA como la demencia vascular, los sintomas y el curso de la enfermedad pueden
ser mas complejos.

Con base en eso, se determind si la asociacion de la ubiquitina en las estructuras
neurofibrilares depende del diagnéstico clinico y neuropatoldgico de la demencia. Como se
muestra en las graficas de la Figura R20, la poblacién total de los casos se dividié de acuerdo
a su diagnéstico postmortem en EA y demencia mixta y se incluyeron casos control no

dementes. Como lo podiamos esperar, en la demencia mixta se presento la mayor densidad
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de estructuras neurofibrilares, siendo significativamente superior para el niumero de
marafas (P<0.01) y para la carga del componente neuritico (P<0.05).

Por lo que podemos inferir que el componente vascular y la presencia de accidentes
cerebrovasculares confiere un ambiente favorable en el parénquima cerebral para que se

presente una mayor ubiquitinacién en las células neuronales.

6.3.2 El género masculino presenta una mayor cantidad de ubiquitinacion en las MNFs y en

el componente neuritico

Aunque la EA afecta tanto a hombres como a mujeres, el género juega un papel
importante ya que existen diferencias significativas en términos de prevalencia, riesgo,
manifestacion clinica y respuesta al tratamiento. Por tal motivo se evalud la diferencia en la
densidad de MNFs y neuritas distréficas conteniendo ubiquitina entre ambos géneros.

De un total de 25 casos que se analizaron, el 64% correspondid al género femenino
(16 casos) y el 36% al género masculino (9 casos). En las gréficas de la Figura R21, se
presenta el andlisis cuantitativo del marcaje de ubiquitina en MNFs y neuritas distréficas.
Se observé que, en ambos casos, aunque mds evidente en las MNFs, la cantidad de
ubiquitina asociada a la neuropatologia fibrilar fue significativamente mas predominante

en hombres. Por la prueba “t” de Student se encontré una significancia de P<0.0001.

6.3.3 El contenido de ubiquitina en MNFs y en el componente neuritico no depende de la

edad

La edad es el factor de riesgo mas relevante para desarrollar la EA, y la prevalencia
con la que se presenta esta, aumenta considerablemente con el envejecimiento. Por lo
tanto, se analizd la densidad de la patologia neurofibrilar (MNFs y neuritas distréficas)
conteniendo ubiquitina en funcién de la edad. Los 25 casos con los que contamos tuvieron
un rango de edad que oscilé entre 64 y 99 afos, con una media de 83 afios y una mediana
de 82 afios. Cabe mencionar que para este estudio se contd con 2 casos control no
dementes, uno de 87 afos y el otro de 91, y los datos obtenidos de estos casos se incluyeron

en la gréfica.
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Como podemos observar en la gréfica de la Figura R22 correspondiente a las MNFs
ubiquitinadas, la poblaciéon de 70 a 79 afios fue la que presenté una mayor densidad de
éstas, la cual fue significativamente mayor a las demds poblaciones (P<0.001) aplicando la
prueba de Tukey. En cuanto a la expresidn de ubiquitina en el componente neuritico, no se
encontré diferencias significativas entre las poblaciones de diversas edades. Por lo tanto,
podemos decir que la cantidad de ubiquitina presente en las lesiones neurofibrilares del

soma de las neuronas no depende de la edad del individuo.

6.3.4 La expresion de ubiquitina en las MNFs es directamente proporcional a la epicrisis de
los casos con dememcia

La epicrisis es un diagnéstico clinico-patoldgico mas integral que en la EA puede
incluir informacion relevante sobre el diagndstico, la progresion, los sintomas presentados
por el paciente, los tratamientos utilizados y su efectividad, asi como las recomendaciones
futuras para el manejo de la enfermedad. También puede contener informacién sobre las
evaluaciones cognitivas realizadas, los resultados de las pruebas de imagen cerebral y otros
estudios complementarios.

Al contar con la informaciéon del grado de epicrisis que se diagnosticé para el
conjunto de los casos evaluados, analizamos la relacién con la expresién de ubiquitina en la
patologia neurofibrilar. Los resultados del andlisis cuantitativo se presentan en las graficas
de la Figura R23. Los datos obtenidos indicaron que en el caso de las MNFs existe un
aumento progresivo entre el numero de éstas y el grado de demencia o sintomatologia,
siendo significativamente diferente para todos los parametros (P<0.05), excepto entre el
nivel | y Il. En el componente neuritico hay una ligera tendencia creciente, pero sin

diferencia significativa.
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Figura R20. Ubiquitinacion de las estructuras neuropatologicas de la EA dependiente de la Neuropatologia.
Gréficas comparativas del nUmero de MNFs y neuritas conteniendo ubiquitina en casos control, EA y demencia
mixta. Los datos obtenidos indicaron que la cantidad de ubiquitina presente en las lesiones neurofibrilares fue
mayor en la poblacidn con demencia mixta, observandose en MNFs una diferencia significativa entre todas
las poblaciones (p < 0.01), mientras que en el componente neuritico la diferencia sélo se presentd para la
poblacién con demencia mixta (p < 0.05). Las diferencias significativas se calcularon mediante un analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey.
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Figura R21. Ubiquitinacion de las estructuras neuropatoldgicas de la EA dependiente del Género. Grificas
comparativas del nimero de MNFs y neuritas conteniendo ubiquitina entre hombres y mujeres. Los datos
obtenidos indicaron que la cantidad de ubiquitina presente en las lesiones neurofibrilares fue mayor en la
poblacidon masculina, tanto en MNFs como en el componente neuritico. El andlisis de varianza con la prueba t
de Student mostré una P<0.0001 para ambos grupos.
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Figura R22. Ubiquitinacion de las estructuras neuropatoldgicas de la EA dependiente de la Edad. Graficas
comparativas del nimero de MNFs y neuritas conteniendo ubiquitina en varios grupos de edades. Los datos
obtenidos indicaron que la cantidad de ubiquitina presente en las lesiones neurofibrilares del soma de las
neuronas no depende de la edad del individuo. En el caso de las MNFs existe una diferencia significativa entre

el grupo de edad de 70-79 afios y los demas grupos (P<0.001), mientra que en el componente neuritico no se
encontré diferencias entre los grupos.
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Figura R23. Ubiquitinacidn de las estructuras neuropatoldgicas de la EA dependiente del Diagndstico Clinico-
Patolégico. Graficas comparativas del nimero de MNFs y neuritas conteniendo ubiquitina donde se presentan
cuatro grados de epicrisis. Los datos obtenidos indicaron que en el caso de las MNFs existe una correlacion
entre el nimero de éstas y el grado de demencia. El andlisis de varianza con la prueba de Tukey arrojé una
P<0.05, excepto entre el nivel | y Il. En el componente neuritico existe una ligera tendencia creciente, pero sin
diferencia significativa.
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6.3.5 La hipertension afecta de manera notable la expresion de la ubiquitina en las MNFs y
el componente neuritico

Las comorbilidades, como la diabetes, obesidad, aterosclerosis e hipertensién, son
condiciones médicas adicionales que una persona puede tener junto con una enfermedad
primaria, y pueden influir en el desarrollo y la progresion de la EA, aumentando el riesgo,
empeorar los sintomas, complicar el diagndstico, o afectar la respuesta al tratamiento de
llevarse a cabo.

Por esta razon se evalud la influencia que pudieran tener estas condiciones en la
expresion de la ubiquitina en la patologia neurofibrilar ya descrita. En la Figura R24, se
muestra comparativamente el nimero de MNFs conteniendo ubiquitina en diversos grupos
de riesgo clasificados como: Diabetes/obesidad, Arteroesclerosis, e Hipertension. Al realizar
el andlisis de varianza con la prueba de Tukey, se encontrd que en el grupo de pacientes con
hipertensidon se presentd un numero significativamente mayor de MNFs y carga de

componente neuritico con respecto a los otros grupos (P<0.05 para ambos).
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Figura R24. Ubiquitinacion de las estructuras neuropatoldgicas de la EA dependiente de Morbilidades
Asociadas. Graficas comparativas del nimero de MNFs y neuritas conteniendo ubiquitina en diversos grupos
de riesgo clasificados como: Diabetes/obesidad, Arteroesclerosis, e Hipertension. Se encontré que en el grupo
de pacientes con hipertensién se presentd un numero significativamente mayor de MNFs y de carga de
componente neuritico con respecto a los otros grupos. El andlisis de varianza con la prueba de Tukey arrojé
una P<0.05 para ambos.
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7 Discusion

La homeostasis de proteinas es fundamental para mantener todas las funciones
celulares. Multiples mecanismos estan interconectados para preservar el equilibrio de las
proteinas, comenzando con su sintesis, siguiendo con el desempefo de sus diversas
funciones y terminando con su degradacion. Cuando uno o mds de esos mecanismos fallan,
la capacidad funcional de la célula se ve afectada, dando lugar a diversas patologias.

Existe un fuerte vinculo entre las enfermedades neurodegenerativas y el desequilibrio
de la proteostasis, ya que la formacion de agregados proteicos es el origen de muchas de
ellas, como es el caso de la EA [34, 51]. El mecanismo de agregacién de Tau sigue siendo
una interrogante y se ha propuesto la contribucion de diversas modificaciones post-
traduccionales aberrantes y pro-agregativas como la fosforilacidon y la protedlisis, que
promueven el ensamblaje de tau soluble, primero en forma de FHA y posteriormente en
MNF [19, 52].

La fosforilacion secuencial en diferentes residuos de Ser/Thr, puede inducir cambios
conformacionales locales [28] y estructurales en la molécula de tau, que implican un
plegamiento del extremo N-terminal, incluso en estructuras aparentemente inertes como
las MNFs [31, 53, 54]. Una vez que esta molécula cambia su conformacidn, puede exponer
epitopes que inicialmente no eran accesibles y se convierte en un blanco potencial para la
accién de distintas proteasas que a su vez pueden continuar con el proceso proteolitico e
inducir otro reordenamiento estructural de la molécula. Tal es el caso de las
conformaciones secuenciales detectadas por los anticuerpos Alz-50 y Tau-66 durante la
formacién y maduracién de las MNFs [31, 33].

Los cambios en la conformacidon nativa de una proteina pueden estar sujetos a
degradacion por diferentes sistemas proteoliticos, incluidos el proteosomal, lisosomal y el
asociado a la apoptosis, en un intento de eliminar estas moléculas anormales y citotdxicas
para la célula [36, 55, 56]. Otro grupo de procesos involucrados en la degradacién y el

reciclaje de proteinas mal plegadas esta conformado por el ALS [42, 57].
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La proteina tau es una molécula sujeta a ser procesada por el UPS y se han encontrado
alteraciones de este sistema en los cerebros de pacientes con EA [40, 41]. Sin embargo, no
existe suficiente evidencia para explicar mejor cuando y cémo los cambios estructurales de
tau promueven su ubiquitinacién y degradacion en la EA, o si, por el contrario, la gran
cantidad de ubiquitina asociada a tau, es el resultado de la degradacidon fallida de los
agregados de tau por el complejo proteosomal [51, 58].

En un trabajo previo [46], se demostrd que la ubiquitinacidén de tau es un proceso que
ocurre en las etapas tempranas e intermedias de la EA, pero no parece ocurrir en las etapas
mas avanzadas de progresidon de este padecimiento, aun cuando tau conserva la regién de
los dominios repetidos con sitios potenciales de ubiquitinacién. En el presente trabajo
buscamos dilucidar una posible relacién entre ubiquitinacién, fosforilacién y los cambios
conformacionales de Tau durante la maduracidn de las MNFs. Esto debido a que los cambios
conformacionales de tau podrian representar una sefial inductora para la ubiquitinacion y
la activacion del UPS.

Lo que encontramos es que cuando tau desarrolla el cambio conformacional
temprano reconocido por Alz-50, la molécula también experimenta un mayor nivel de
fosforilaciéon y ubiquitinacion, claramente demostrado por una alta colocalizacidon
observada entre estas modificaciones en la misma MNF. Esto se puede explicar en el sentido
de que una molécula de tau completa podria exponer todos sus sitios de ubiquitinacion
putativos y al adoptar la conformacion con el extremo N-terminal plegado, probablemente
promovida por fosforilacion anormal, puede inducir ubiquitinacién y estar comprometida a
la degradacidn por proteasoma. Una situacidn opuesta se observa con el cambio
conformacional tardio de tau, debido a una reduccién muy significativa en la sefial de
colocalizacién entre ubiquitina y Tau -66.

Como hemos mencionado anteriormente, la conformacion Tau-66 adoptada por tau
estd estrechamente asociada con la pérdida de los extremos N- y C-terminal [31], lo cual se
demostré en este trabajo cuando no se presenté colocalizacion entre Tau-66 y Tau-13 (un
marcador de los primeros aminoacidos del extremo N-terminal) en la misma MNF (Figura

R14).
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La escasa colocalizacidon entre Tau-66 y ubiquitina en las MNFs (Figura R9) también se
corroboré cuando la poblacion completa de casos se dividié entre sujetos diagnosticados
con EAy otros casos con demencia mixta (EA + demencia vascular). Esta observacion implica
que la patologia agregativa de tau se puede desarrollar a través de un procesamiento
comun, independientemente de factores externos, como podria ser el componente
vascular anormal con todas las vias de estrés asociadas a esta anomalia.

Al analizar la molécula de tau y tratar de elucidar por qué no se presenta una
asociacion entre ubiquitina y tau desarrollando el cambio conformacional tardio, nos
podemos apoyar en la informacidn obtenida en un trabajo reciente donde se realizé un
anadlisis cuantitativo del ubiquitiloma cerebral en casos de EA, en donde se obtuvo la
caracterizacion actualizada de 28 sitios de ubiquitinacién, en los que se describieron 15
nuevos residuos de Lys [45].

Cuando tau desarrolla la conformacién temprana detectada por Alz-50 se encontré el
nivel mas alto de ubiquitinacién en MNFs (Figura R9), lo cual se puede explicar por la
disponibilidad total de residuos propensos a la ubiquitinacién en una molécula de tau de
longitud completa. Sin embargo, esta situacion no es la misma para la molécula de tau que
adopta la conformacion Tau-66 porque 7 de los 15 nuevos residuos de ubiquitinacion
abarcan la regidn rica en prolina (Lys163, Lys180, Lys190, Lys224, Lys228, Lys234, Lys240)
[45], y curiosamente, el epitope discontinuo de Tau-66 ubicado en la regidn rica en prolina
(aa. 155—-244) hace contacto con su epitopo complementario, ubicado en el tercer dominio
repetido, para desarrollar la conformacion plegada de esta molécula [32]. Por este cambio,
se puede suponer que estos sitios de ubiquitinacién son de menor accesibilidad para que
se produzca esta modificacidén en la conformacidn de tau que reconoce el anticuerpo Tau-
66.

Por otro lado, también analizamos el componente neuritico y las neuritas distroficas
en la misma area del hipocampo que presenté a las MNFs. Se pretendié analizar si la
proteina que se acumula en estas estructuras patoldgicas cursa por los mismos procesos de
modificacidn que se observan en el compartimento somdtico de las neuronas [59, 60].

Algunas modificaciones como la hiperfosforilacion de tau, cambios conformacionales, e
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incluso ubiquitinacién han sido reportadas previamente, pero no la secuencia, asociacién y
temporalidad de aparicién de estas modificaciones en esta molécula anormalmente
agregada. Por lo tanto, hasta antes de este estudio, no habia evidencia clara sobre
asociaciones especificas entre cambios conformacionales, ubiquitinacién, fosforilacion y
truncamiento de tau agregada en estos elementos neuriticos.

Lo que se encontrd en el presente estudio fue que una cantidad importante de
patologia neuritica presentd mayor reconocimiento por el anticuerpo Alz-50 en
comparacion a una mas reducida cantidad de estos elementos reconocidos por el
anticuerpo Tau-66 (Figura R16). Esto parece indicar que al igual a como ocurrid en las MNFs,
el cambio conformacional predominante de tau en las estructuras neuriticas anormales
preserva sus extremos N- y C-terminal intactos. Ademads, no solo se redujo la cantidad de
neuritas positivas para Tau-66, sino que también su ubiquitinacion fue significativamente
menor que la de las estructuras inmunoreactivas a Alz-50 (Figura R17). Por lo tanto, se
puede concluir que los patrones de asociacidon entre ubiquitinacion y modificaciones
estructurales de tau en el componente neuritico probablemente reflejan lo observado en
las primeras etapas de la formacién y maduracion de MNFs.

La ubiquitinacidn en el componente neuritico es limitada en cantidad [61] y esta
relacionada con modificaciones tempranas e intermedias de la molécula de tau [46],
probablemente porque en este compartimento no se desarrollan tan activamente los
mecanismos de transformacion y procesamiento de las moléculas, en comparacién al
ambiente que se presenta en el soma de las células.

Para las interpretaciones, también es importante considerar que en el compartimento
neuritico y en las terminales distroficass, se han encontrado otras proteinas distintas de tau,
como los neurofilamentos de densidades variables y otras moléculas, que también podrian
estar sujetas a la ubiquitinacién [62]. De hecho, algunos elementos de la patologia neuritica
fueron inmunoreactivos a los anticuerpos hacia ubiquitina, pero no a los que reconocen a
tau.

Finalmente, como se muestra en la figura D1, podemos concluir que la molécula de

tau sufre importantes cambios conformacionales durante su proceso de agregacion, y esas

70



alteraciones podrian verse influenciadas por multiples procesos de protedlisis de proteinas
mal plegadas. En este modelo que describe hallazgos previos, ahora incorporamos y
precisamos el momento en que se presenta la ubiquitinacion de tau como parte de un
proceso secuencial de cambios conformacionales que contribuyen con la insolubilidad y

agregacion de esta molécula en la EA.
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Figura D1. La marca de ubiquitina se asocia con el cambio conformacional temprano de la proteina tau
durante la maduracion de las MNFs en la EA. En las primeras etapas de formacién de las MNFs, tau es
fosforilada y ubiquitinada en los residuos disponibles que no se encuentran ocultos cuando tau adopta la
conformacidn reconocida por Alz-50 y se asocia a la truncacién en el Asp-421 del extremo C-terminal en las
etapas intermedias de la EA. A medida que maduran las MNFs, tau sufre un segundo plegamiento del extremo
N-terminal, en el que la region rica en prolina se pone en contacto con el tercer dominio repetido, lo que hace
que el acceso de esta region sea mas dificil para la ubiquitina. Eventos posteriores de protedlisis eliminan los
extremos N-y C-terminal de tau, produciéndose un truncamiento en Glu-391, un marcador de procesamiento
avanzado de tau en las ultimas etapas de maduracidn de las MNFs.
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Por otro lado, para este estudio se conté con la informacién del historial clinico de los
casos evaluados, de donde pudimos obtener algunas variables como género, edad,
neuropatologia, epicrisis y morbilidades asociadas, las cuales se analizaron con respecto a
la expresidon de ubiquitina en la patologia neurofibrilar. Al correlacionar estas variables
clinicas y patoldgicas se buscé identificar patrones, asociaciones o tendencias significativas
que puedan ayudar a comprender mejor la enfermedad, determinar su prondstico y guiar
la toma de decisiones clinicas.

Ciertas enfermedades pueden tener una mayor incidencia en hombres que en
mujeres, o pueden presentarse con mayor frecuencia en determinados grupos de edad. Tal
es el caso de la EA, donde las estadisticas muestran que las mujeres tienen una mayor
prevalencia de la enfermedad en comparacion con los hombres y el riesgo de desarrollar la
enfermedad aumenta significativamente con la edad [4, 63].

Los hallazgos que obtuvimos en el analisis de estas variables fueron interesantes, ya
gue contrario a lo esperado, tanto en las marafias como en el compartimento neuritico,
observamos una mayor expresion en hombres que en mujeres (Figura R21), a pesar de
haber contado con un mayor nimero de casos femeninos. Probablemente factores
hormonales y genéticos podrian estar involucrados en esta disparidad. A su vez, la edad no
fue un factor determinante para la expresidon de ubiquitina en la patologia neurofibrilar
(Figura R22).

En el caso de la neuropatologia, donde contamos con una poblacién diagnosticada
con EA y una poblaciéon con demencia mixta, observamos que el componente vascular tuvo
mayor incidencia en la expresiéon de ubiquitina tanto en MNFs como en neuritas (Figura
R20). La interaccidn entre las lesiones neuropatoldgicas de ambas condiciones puede llevar
a una aceleracion del deterioro cognitivo y a una mayor disfuncién en los mecanismos
moleculares de las células neuronales en comparacion con cada tipo de demencia por
separado [64].

Dentro de la informacién que pudimos obtener del historial clinico de los casos, se
contd con un diagndstico clinico-patoldgico que se dividia en cuatro grados de epicrisis.

Cuando se analizd la gradualidad de la sintomatologia con respecto a la cantidad de lesiones
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ubiquitinadas en el tejido cerebral, se encontré que en las MNFs habia una correlacién
directamente proporcional entre el nimero de éstas y el grado de demencia (Figura R23).
Estos hallazgos pueden tener implicaciones importantes en el diagndstico, prondstico y
tratamiento de una enfermedad, asi como en la comprensién de los mecanismos
subyacentes de la enfermedad.

Otra variable que se evalué fue la presencia de comorbilidades en el diagndstico de
la enfermedad. Las morbilidades asociadas que se presentaron fueron diabetes/obesidad,
aterosclerosis e hipertensién, donde la hipertension parece afectar de manera notable la
expresion de ubiquitina (Figura R24). Esto podria deberse a que la hipertensién arterial
puede daiar los vasos sanguineos y afectar el flujo sanguineo hacia el cerebro [64], lo que
conduce a una condicién parecida a la demencia mixta, ya que la hipertensién crénica es un
factor de riesgo para desarrollar MID.

Es importante destacar que estas comorbilidades no causan directamente la EA, pero
pueden aumentar el riesgo de desarrollarla y afectar la progresion de la enfermedad [65].
Mantener un estilo de vida saludable, controlar adecuadamente estas condiciones médicas
y recibir atencion médica regular son medidas importantes para reducir el riesgo y manejar
la EA de manera efectiva.

Todos estos descubrimientos pueden contribuir al avance del conocimiento basico de
la enfermedad y ayudar a desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas y

personalizadas.
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8 Conclusiones

La ubiquitinacion esta mayormente asociada a la molécula de tau que presenta el
cambio conformacional temprano.

La ubiquitinacién puede ser un marcador que determine etapas tempranas-intermedias
de la Enfermedad de Alzheimer.

La ubiquitinacién puede ser un marcador que ayude a diferenciar entre Enfermedad de
Alzheimer y Demencia vascular.

La ubiquitinacién puede ser un marcador que contribuya al diagndstico clinico-

patoldgico.
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HIGHLIGHTS

® In the NFTs of AD, tau undergoes abnormal conformational changes and ubiquitination.
® Early Alz-50-recognized conformation of tau is more susceptible to ubiquitination.

® Ubiquitination is scarce in Tau-66-recognized conformation in tau-composed NFTs.

® The occurrence of these modifications may predict the maturation of tau pathologies.

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In Alzheimer’s disease, tau protein undergoes post-translational modifications including hyperphosphorylation
Tau conformational changes and truncation, which promotes two major conformational changes associated with progressive N-terminal
Ubiquitination folding. Along with the development of the disease, tau ubiquitination was previously shown to emerge in the

Neurofibrillary tangles
Alzheimer’s disease
Neuritic pathology

early and intermediate stages of the disease, which is closely associated with early tau truncation at aspartic acid
421, but not with a subsequently truncated tau molecule at glutamic acid 391. In the same group of cases, using
multiple immunolabeling and confocal microscopy, a possible relationship between the ubiquitin-targeting of
tau and the progression of conformational changes adopted by the N-terminus of this molecule was further
studied. A comparable number of neurofibrillary tangles was found displaying ubiquitin, an early conformation
recognized by the Alz-50 antibody, and a phosphorylation. However, a more reduced number of neurofibrillary
tangles were immunoreactive to Tau-66 antibody, a late tau conformational change marker. When double-
labeling profiles of neurofibrillary tangles were assessed, ubiquitination was clearly demonstrated in tau mo-
lecules undergoing early N-terminal folding, but was barely observed in late conformational changes of the N-
terminus adopted by tau. The same pattern of colocalization was visualized in neuritic pathology. Overall, these
results indicate that a more intact conformation of the N-terminus of tau may facilitate tau ubiquitination, but
this modification may not occur in a late truncated and more compressed folding of the N-terminus of the tau
molecule.

1. Introduction

In Alzheimer's disease (AD), the tau protein is the fundamental
component of paired helical filaments (PHFs) that pathologically ac-
cumulate in the cytoplasmic space of hippocampal neurons and the
cerebral cortex (Delacourte and Defossez, 1986; Goedert et al., 1988;
Grundke-Igbal et al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et al., 1986). It is

well known that tau undergoes several post-translational modifications
that facilitate its loss of function and promote its abnormal self-ag-
gregation (Binder et al., 2005; Grundke-Igbal et al., 1986; Martin et al.,
2011; Mondragon-Rodriguez et al., 2009; Novak et al., 1993). Spanning
along the molecule, several Ser/Thr residues are susceptible to being
abnormally phosphorylated (Fig. 1) and, if this occurs, tau will not only
detach from the microtubules, but will also begin to pathologically self-
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aggregate (Alonso et al., 1996; Gustke et al., 1992; Khatoon et al.,
1994). Endogenous proteolysis of the carboxyl (C)-terminus of tau is
another alternative modification with abnormal properties that sub-
stantially increases aggregation and toxicity. In this regard, two clea-
vage sites have already been reported, which occur at the C-terminal
end: one is generated at the position of aspartic acid 421 (Asp-421) by
the action of caspase-3 (Gamblin et al., 2003) and the other is processed
by an unknown enzyme, which occurs in glutamic acid 391 (Glu-391)
(Novak et al., 1993; Wischik et al., 1988) (Fig. 1).

Tau truncation is important because it, together with abnormal
phosphorylation, may induce both local (Luna-Munoz et al., 2005) and
structural conformational changes in the tau molecule, involving a
large and complex misfolding of the N-terminus (Binder et al., 2005;
Carmel et al., 1996; Garcia-Sierra et al., 2008).

One of the earliest abnormal conformational changes described for
tau was detected by the conformation-dependent antibody Alz-50,
which is a pentameric IgM that recognizes the first amino acids of the
N-terminus (5-15) when they fold over a group of amino acids spanning
the third repeat domain (312-322) (Binder et al., 2005; Carmel et al.,
1996; Jicha et al., 1997). When mapped, the Alz-50 epitope was found
to be discontinuous along the tau molecule, and the only way the an-
tibody could have been reactive was to arise when both epitopes are
closely approximated (Carmel et al., 1996) (Fig. 1). Several years later,
another conformation-dependent antibody, referred to as Tau-66, was
generated by immunization of mice with in vitro-assembled tau fila-
ments (Ghoshal et al., 2001). In a comparative characterization be-
tween the conformation-dependent antibodies Alz-50 and Tau-66 by
multiple immunofluorescence, it was found that the tau molecule un-
dergoing the conformational change recognized by Alz-50 preserved
both the N- and C-termini intact in most of the early neurofibrillary
pathologies observed in AD brain tissue (Garcia-Sierra et al., 2003).
When the IgM-type monoclonal antibody Tau-66 was tested in brain
tissue, distinct populations of neurofibrillary tangles (NFTs) were ob-
served, which decorated structures at a more advanced stage of pro-
teolytic processing of tau (Garcia-Sierra et al., 2003; Ghoshal et al.,
2001; Ghoshal et al., 2002). Although the conformation-dependent
antibody Tau-66 recognizes an N-folded conformational change, its
discontinuous epitope located at the third repeat domain (305-312)
almost overlaps with that of Alz-50; however, the remaining epitope is
located in the proline-rich zone (155-244) (Ghoshal et al., 2001).
Under the same multilabeling analysis, the tau molecule exhibiting the
conformational change recognized by Tau-66 was found to be free of
both the N- and C-termini in large amounts of NFTs (Fig. 1). From all
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Fig. 1. Diagrammatic representation of conforma-
tional changes adopted by tau during NFTs formation
and maturation. Native tau in an extended random
coil conformation may undergo abnormal phosphor-
ylation produced by unbalanced activity of kinases
and phosphatases, as well as proteolytic cleavage in
the C-terminus. The basic structure of tau undergoing
these modifications may turn into complex con-
formations involving the bending of the N- terminus
over the third repeated domain of the molecule
creating the Alz-50 epitope. Once the intact molecule
of tau formed this early conformation, proteolysis
occurring in both extremes of the molecule, very
likely produced by caspases, may drive the con-
formation of tau to change into a more compact or-
@ ganization by approaching the proline-rich region to
the third repeated domain. This conformation is re-
cognized by Tau-66 antibody and succeeds the Alz-
50-recognized change. Tau-66-adopted conformation
by tau is prevalent in intermediate and late-stage
NFTs, where Asp**'- and Glu®*' truncations are
commonly observed.

Tau-66 epitope

this information, a model of structural changes and processing of tau
along the evolution of the disease emerged, and it was concluded that
the N-terminus experienced successive conformational changes asso-
ciated with the C-terminus proteolysis, which was initially generated by
caspase-3 (Basurto-Islas et al., 2008; Garcia-Sierra et al., 2003;
Guillozet-Bongaarts et al., 2005).

On the other hand, it has been demonstrated in the brains of AD
patients that abnormally aggregated tau is also ubiquitinated, and
several potential ubiquitination sites along the molecule have been
identified (Abreha et al., 2018; Cripps et al., 2006; Lehman, 2009;
Manetto et al., 1988; Perry et al., 1987; Perry et al., 1989).

To better understand and characterize the ubiquitination of tau
along with the evolution of AD in patients' brains, we previously found
that this modification occurs at intermediate stages of the disease, in
close association with either full-length intact- or caspase-3-truncated
tau. Barely any association was found in the advanced stages of tau
processing when tau has lost its N- and C-termini, although the repeat
domains were still preserved in the final PHF core (Garcia-Sierra et al.,
2012).

In the current investigation, we sought morphological evidence that
ubiquitination is associated with an early and intermediate conforma-
tional change in the N-terminus of tau, in which susceptible residues of
ubiquitin-conjugated enzymes may be available. However, once this
conformation is lost due to a refolding of the N-terminus in the inter-
mediate and advanced stages of the disease, ubiquitination is no longer
detected. Overall, the timing of tau ubiquitination along its proteolytic
processing and conformational changes is a reliable marker, which
contributes to better describe the evolution and maturation of neuro-
fibrillary pathology in AD.

2. Results

In a previous study, some colocalization patterns were determined
between ubiquitin-targeted and truncated-tau composed NFTs in the
hippocampus of AD and mixed dementia cases (Garcia-Sierra et al.,
2012). In the present study, the same group of cases was used to further
analyze the relationship between ubiquitination of NFTs and the pre-
sence of conformational changes in the molecule of tau involving N-
terminus folding.
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2.1. Ubiquitin and conformationally altered tau immunoreactivity in the
hippocampus of AD and mixed dementia cases

Single immunofluorescence with antibodies that recognize the
conformational changes of tau in the hippocampal CAl region of AD
and mixed dementia cases is shown in Fig. 2A. The intracellular profile
of NFTs, as compacted double-leaf shaped structures, was observed in
ubiquitin-targeted (panel a), Alz-50 immunoreactive (panel ¢), and
PHF1 decorated (panel d) NFTs (arrows). Most of these NFTs display a
fibrillary pattern of staining; however, the NFTs recognized by the
conformation-dependent antibody Tau-66 (panel b) are decorated with
a more amorphous and punctate staining of these structures.

When the total number of NFTs recognized by the previous set of
antibodies was determined in the hippocampus (Fig. 2B), the con-
formation-dependent antibody Alz-50 and Phospho-Ser396,404-Tau
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Fig. 2. Profile and counts of NFTs recognized in the
hippocampus of AD cases. A. Single-labeling im-
munofluorescence and confocal microscopy using (a)
anti-ubiquitin, (b) Tau-66, (c) Alz-50, and (d) PHF1
antibodies. Arrows in (a), (c)-(d) indicate in-
tracellular double-leaf shaped NFTs. Bars: (a) 29 um,
(b) 30 pum, (¢) 22 pum, and (d) 34 um. B.
Immunoreactive NFTs were counted in the CA1 re-
gion of the hippocampus and expressed as the
number of structures in 0.086 mm?. Significant dif-
ferences were evaluated using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey’s test to de-
termine specific differences between all antibodies.
**(p < 0.01), ***(p < 0.001).

immunoreactive PHF1 antibody show the highest number of recognized
structures, which were not significantly different from those counted
for ubiquitin-targeted NFTs. Nevertheless, Tau-66 antibody detected a
significant and reduced number of NFTs compared to the ubiquitin
(p < 0.01), Alz50 (p < 0.001) and PHF-1 (p < 0.001) im-
munoreactive structures.

2.2. Ubiquitin-targeted NFTs being preferentially associated with early
conformational changes of tau

To evaluate whether ubiquitination in NFTs is related to tau-specific
conformational changes involving folding of the N-terminus, double
immunolabeling was performed by combining an ubiquitin polyclonal
antibody with either Alz-50 or Tau-66 monoclonal antibodies. As
shown in Fig. 3, ubiquitination is closely associated with
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Fig. 3. Ubiquitination of tau is preferentially observed in the Alz-50-recognized conformation adopted by Tau in NFTs. Ubiquitin-targeted NFTs were analyzed by
double-labeling immunofluorescence in pairwise combination of antibodies: (a) Ubiquitin-PHF1, (b) Ubiquitin-Alz-50, and (c¢) Ubiquitin-Tau-66. Arrows indicate the
most obvious double-labeled NFTs. Colocalization per NFT is more evident between Ubiquitin and PHF1. Tau-66 immunoreactive NFTs display a more amorphous

shape. Bars: (a) 25 um, (b) 16 um, and (c) 25 pum.

phosphorylation of NFTs composed of tau, and colocalization between
these structures was commonly observed (arrows in panel a). When
ubiquitin-targeted NFTs were visualized to expose the conformational
change recognized by Alz-50, colocalization was also observed in these
structures (arrows in panel b, Fig. 3). However, this was not the case for
ubiquitin-targeted NFTs, which displayed the conformation recognized
by Tau-66 with reduced colocalization (arrows in panel ¢, Fig. 3).

To further confirm the close association between ubiquitin-targeted
NFTs and Alz-50 immunoreactivity, triple labeling experiments were
performed, including the Tau-13 antibody, which recognizes the first
amino acids of the N-terminus of tau (Table 2). As shown in Fig. 4,
examples of triple labeled NFTs were clearly seen in the merge channel
(arrows). On the other hand, the tau conformation recognized by the
Tau-66 antibody is also associated with the N-terminus of tau, but in a
different array in which the proline region makes contact with the third
repeat domain, and the N-terminal amino acids are lost (Garcia-Sierra
et al., 2003). When Tau-13 was also assessed in combination with Tau-
66 and the anti-ubiquitin antibodies, no triple labeling was detected in
the merge channels, indicating a lack of ubiquitination in the Tau-66-
recognized conformation adopted by tau in NFTs (Fig. 5, arrows in-
dicate no colocalization of Tau-66-positive NFTs).

The quantitative determination of double-labeled NFTs in each
pairwise combination is shown in Fig. 6A. The ubiquitin-targeted and
phosphorylated tau colocalizing NFTs (Ub-PHF1) as well as the ubi-
quitin-targeted colocalization with the Alz-50-dependent conformation

Table 1
Demographic information of Psychiatric Hospital Bohnice cases.

Case number  Gender/age  Pathological diagnosis* ~ CDR¥  Cause of death
12 F/64 AD 11T BCI
82 M/88 AD 11T BCI
99 F/99 AD 11 BCI
140 F/77 AD 111 BCI
179 F/82 AD I BCI
192 F/82 AD 111 BN
229 F/75 AD I ICB
50 M/83 AD + MID 111 ICB
60 M/78 AD + MID 111 ICB
102 M/77 AD + MID 111 BN
109 F/85 AD + MID 111 ICB
117 F/81 AD + MID 111 BN
136 F/94 AD + MID I ICB
205 M/87 AD + MID I ICB
212 M/95 AD + MID 111 ICB

* According to Mirra et al. 1991; ¥Clinical Dementia Rating; AD: Alzheimer's
disease; AD + MID: AD plus Multi-Infarct Dementia; BHF: Bilateral Heart
Failure; BN: Bronchopneumonia; F. Famale; M: Male.

of tau in NFTs (Ub-Alz-50) were significantly higher than those for
ubiquitin-positive NFTs carrying the Tau-66-adopted tau conformation
(Ub-Tau-66) (p < 0.001).

To further dissect and attest this pattern of colocalization, the total
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Table 2

Summary of antibodies employed.
Antibody Epitope Host-class Dilution Reference
Alz-50 Tau conformational change (5-15; 312-322%) mouse-IgM 1:5000 (Carmel et al., 1996)
Tau-66 Tau conformational change (155-244; 305-314*) mouse-IgM 1:10,000 (Ghoshal et al., 2001)
PHF1 Phospho-Tau (Ser396, 404*) mouse-IgG 1:10,000 (Otvos et al., 1994)
Tau-13 N-terminus (9-18%) mouse-IgG 1:5000 (Garcia-Sierra et al., 2003)
Anti-ubiquitin Ubiquitin-protein conjugates rabbit-polyclonal 1gG 1:200 Millipore Corp.

*Residues based on the longest human Tau isoform (2N4R).

Fig. 4. Triple-labeling immunofluorescence corroborates ubiquitination in
early intact and folded N-terminus of Tau. In (a) and (b), very similar NFT-
staining patterns were observed using Alz-50 and Tau-13 antibodies. These
NFTs were also colocalized with ubiquitin to various degrees (arrows in the
merge channels). Bars: (a) 42 pm and (b) 33 pm.

Fig. 5. Tau-66-recognized conformation adopted by tau in mature NFTs is not
associated with ubiquitination. Besides the lack of colocalization of the late
Tau-66-recognized conformation of tau with either anti-ubiquitin or Tau-13
antibodies, these NFTs display punctate labeling and irregular shape (arrows in
a and b). Bars: (a) 39 um and (b) 26 pm.
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Fig. 6. Quantitative analysis of colocalization between ubiquitin and tau im-
munoreactive NFTs. (A) In all demented cases, significantly reduced numbers of
double-labeled Ubiquitin (Ub)-Tau-66 immunoreactive NFTs were determined
relative to the amount of NFTs double-labeled with Ub and either PHF1 or Alz-
50 antibodies (p < 0.001); (B) The case population was separated into AD and
mixed dementia cases, and the same number of double-labeled NFTs with anti-
Ub and Tau-66 was significantly reduced relative to the rest of double-labeled
NFTs in either AD (**p < 0.01) or mixed dementia cases (***p < 0.001).
Significant differences were calculated using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s test.

population of cases was then separated into cases of AD and mixed
dementia, and quantitative colocalization was analyzed. As shown in
Fig. 6B, the same colocalization patterns were observed in both groups,
with a significantly reduced number of pairwise NFTs positive to ubi-
quitin and Tau-66 antibodies with respect to either ubiquitin-PHF1-
positive NFTs or ubiquitin-Alz50-positive NFTs in cases of AD
(p < 0.01) and Mixed dementia (p < 0.001).

2.3. Ubiquitin-targeted and conformationally altered tau in the neuritic
component

Since the accumulation of abnormally processed tau and ubiquitin
labeling in the neuritic pathology of AD brains has been described
(Morishima-Kawashima et al., 1993; Perry et al., 1987), in the present
study we investigated whether the relationship between ubiquitination
and conformational changes of tau observed in NFTs was also preserved
in another compartment, excluding the neuronal soma. To this end,
areas with neuritic pathology were collected in the same multi-labeled
slices and analyzed for epitope co-expression. As depicted in Fig. 7 in
neuritic elements, a close colocalization was found between ubiquitin,
the Alz-50-dependent conformation adopted by tau and phosphorylated
tau (PHF1 immunoreactivity) (panel a). However, little decoration was
found in these elements with the conformation-dependent antibody
Tau-66 (red channel in panel b, Fig. 7). Colocalization in neuritic ele-
ments was more predominant for ubiquitinated and phosphorylated tau
(asterisks in panel b, Fig. 7).

In order to quantitatively corroborate these observations, the
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Fig. 7. Ubiquitin immunoreactive neuritic pathology in the hippocampus of AD
cases. Extensive neuritic pathology was double- and triple-labeled with anti-
ubiquitin, Alz-50, and PHF1 antibodies. Note the multiple combined patterns
observed in these neuritic elements as a result of changes in individual con-
tribution (merge channel in a). However, this is not the case for the Tau-66
antibody (b), which was unable to either recognize neuritic elements in sig-
nificant amount or colocalize with other antibodies. Asterisks only denote co-
localization between Ubiquitin and PHF1. Bars: (a) 35 um and (b) 50 um.

neuritic areas and colocalization patterns were determined between
pairwise antibodies. As shown in Fig. 8, the values for ubiquitin and
Tau-66-recognized conformation adopted by tau were significantly re-
duced compared to those shown by ubiquitin-Alz-50 (p < 0.05).

3. Discussion

Conformational changes and truncation of tau are considered to be
molecular markers that sequentially define the progression and ma-
turation of NFTs in AD (Basurto-Islas et al., 2008; Binder et al., 2005;
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Fig. 8. Quantitative analysis of neuritic load immunoreactive to ubiquitin and
tau antibodies. The double-labeled neuritic load is expressed as a normalized
area showing colocalization relative to the total immunolabeled area
(red + green occupied area). The colocalization between ubiquitin and Alz-50
(Ub-Alz50) was significantly higher than that observed for ubiquitin and Tau-
66 (Ub-Tau66) double-labeled structures (*p < 0.05). p values were obtained
using Student’s t-test.

Garcia-Sierra et al., 2003; Hyman et al., 2005; Kolarova et al., 2012).
These modifications are associated with the dynamic changes experi-
enced by tau even in apparently inert structures, such as NFTs. We have
already proposed that during the aggregation of this molecule to form
NFTs in AD brains, it displays an N-terminal folding, which may be the
result of specific phosphorylations in several Ser/Thr residues related to
truncation of the C-terminus (Binder et al., 2005; Garcia-Sierra et al.,
2003; Jarero-Basulto et al., 2013; Mondragon-Rodriguez et al., 2008).
Once this molecule changes its conformation, it may expose epitopes
that were initially inaccessible and become a potential target for the
action of distinct proteases, which in turn can continue the proteolytic
process and induce another structural rearrangement of the molecule.
Such is the case of the sequential conformations detected by the Alz-50
and Tau-66 antibodies during the formation and maturation of NFTs in
AD (Binder et al., 2005; Garcia-Sierra et al., 2003; Ghoshal et al., 2001;
Ghoshal et al., 2002).

Abnormal proteolytic processing of proteins has been widely re-
ported to occur in the brains of AD patients, along with an increased
level of proteases such as cathepsin, calpain and caspases (Chai et al.,
2019; Ferreira and Bigio, 2011; Gamblin et al., 2003; Johnson et al.,
1989; Sun et al., 2011; Wang et al., 2009), although not always in as-
sociation with neurofibrillary pathology. Another group of processes
involved in the degradation and recycling of misfolded proteins is in
conformity with the UPS system, autophagy, and chaperon targeting
(Blair et al., 2014; Kizilarslanoglu and Ulger, 2015; McKinnon and
Tabrizi, 2014; Tai and Schuman, 2008; Zhang et al., 2017). Cells con-
tain an efficient system of protein turnover and degradation involving
proteasome, in which selective substrates are targeted by ubiquitination
and processed through this pathway (Schwartz and Ciechanover, 2009).

Tau is a selective target to be processed by the UPS system, and
disturbance or increased markers of this system have been found in the
brains of patients with AD (Bancher et al., 1989; Lehman, 2009;
Manetto et al., 1988; Manetto et al., 1989; Morishima-Kawashima et al.,
1993; Perry et al., 1987; Perry et al., 1989). However, there is a lack of
evidence to better explain when and how the structural signatures of
tau promote its ubiquitination and degradation in AD, or conversely,
whether the increased amount of this modification in tau is the result of
unsuccessful degradation of tau-aggregates by the proteasomal complex
(Keck et al., 2003; Keller et al., 2000).

Previously, the ubiquitination of tau has been demonstrated as a
process that occurs in the early and intermediate stages of the disease
during the formation of NFTs, and this ubiquitinated-molecule is
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somehow prone to the truncation of its C-terminus, primarily by cas-
pase-3 (Garcia-Sierra et al., 2012). As a result, tau continues to adopt
more structural rearrangements, and ubiquitination does not seem to
occur in more advanced stages of AD progression when the tau mole-
cule has lost both the N- and C-termini (truncation in Glu-391). Re-
markably, although tau still contains the repeat domain region with
potential ubiquitination sites in the remaining PHF-core (Wischik et al.,
1988), ubiquitination was no longer observed (Garcia-Sierra et al.,
2012).

Since the conformational changes of tau, predominantly adopted by
the N- terminus (Binder et al., 2005; Carmel et al., 1996; Cripps et al.,
2006; Ghoshal et al., 2001), could represent an induced signal for the
ubiquitination and activation of the UPS, in the present work, we seek
to elucidate a possible morphological relationship between ubiquiti-
nation and conformational changes of tau during the maturation of
NFTs and neuritic pathology in AD.

Interestingly, we found that when tau develops the early con-
formational change recognized by Alz-50, the molecule also undergoes
an increased level of phosphorylation and ubiquitination, which is
clearly demonstrated by a high colocalization observed between these
modifications in the same NFTs (Fig. 3 and Fig. 6A). This could be
reasonable in the sense that an intact tau molecule could expose all of
its putative ubiquitination sites, and the folded conformation adopted
by the N-terminus, probably promoted by abnormal phosphorylation, is
an inducible signature for being ubiquitin-targeted and engaged for
proteasome degradation (Abreha et al., 2018; Cripps et al., 2006). This
Alz-50-dependent conformational change has no limitation on ubi-
quitin-targeting, and an opposite relationship was observed in the more
advanced N-terminus conformational change in tau due to a very sig-
nificant reduction in the colocalization signal between ubiquitination
and Tau-66 immunoreactivity being noticed in the same population of
NFTs (Fig. 3 and Fig. 6A).

As previously mentioned, the Tau-66-recognized conformation
adopted by tau is closely associated with the loss of the N- and C- ter-
mini (Garcia-Sierra et al., 2003; Guillozet-Bongaarts et al., 2005),
which is further demonstrated in this work: when the lack of colocali-
zation between an N- distal terminus marker (Tau-13 antibody)
(Ghoshal et al., 2002) and Tau-66 was observed (Fig. 5). The absence of
colocalization between Tau-66 and ubiquitin in NFTs was also corro-
borated when the entire population of cases was divided into pure AD
and mixed dementia (Fig. 6B), which may imply that tau pathology
develops common processing, regardless of additional insults in AD
brains, as previously reported (Basurto-Islas et al., 2008; Basurto-Islas
et al.,, 2009; Garcia-Sierra et al., 2012; Mondragon-Rodriguez et al.,
2008).

Moreover, the characteristic profile of NFTs recognized by Tau-66
antibody is unique because it is morphologically different from others,
including those undergoing ubiquitin-targeting. Although we found in
this study that these NFTs coexist in the same CAl subfield in the
hippocampus, the Tau-66 positive NFTs are more irregular and less
compact, showing a punctate staining pattern. Altogether, we can
conclude that these Tau-66 immunoreactive NFTs probably correspond
to a late stage structure in which the degradation and processing of tau
have modified the molecular structure of PHFs.

If the tau molecule is analyzed, then traditional ubiquitination sites
will be reported to occur in residues Lys®>*, Lys®!!, and Lys®*® in as-
sociation with a conformationally altered and phosphorylated tau mo-
lecule (Cripps et al., 2006). More recently, a quantitative analysis of
brain ubiquitylome in AD cases has been performed, and updated
characterization has mapped 28 ubiquitinated sites, including 15 new
Lys residues (Abreha et al., 2018).

When tau developed the early Alz-50-detected conformation, the
highest level of ubiquitination was found in NFTs (Fig. 6A), which is in
line with the total availability of residues prone to ubiquitination in a
full-length tau molecule. Nevertheless, this situation is not the same for
the tau molecule that adopts the Tau-66-recognized conformation,
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because 7 of the 15 new ubiquitin-targeted residues in this molecule are
distributed along the proline-rich region (Lys'®®, Lys'®°, Lys®°, Lys®24,
Lyszzs, Ly5234, Ly524°) (Abreha et al., 2018).

Coincidentally, the discontinuous epitope of Tau-66 located in this
proline region (a.a. 155-244) makes contact with its complementary
epitope positioned in the third repeat domain to develop the N-folded
conformation (Ghoshal et al., 2001). For this reason, we assumed that
these ubiquitination sites are masked and barely accessible for ubiquitin
targeting the conformation recognized by Tau-66.

As a consequence of this condition, the folded tau can escape this
signaling pathway associated with proteasome degradation, but will
eventually be proteolyzed by yet unknown proteases, resulting in
truncation at Glu-391. This truncation is well known to be found in
NFTs also composed of the Tau-66-immunoreactive tau, but later be-
came the main molecular signature of the remaining PHF-core pre-
served in the later stages of the disease (Basurto-Islas et al., 2008).

Another interesting analytical aspect, which we cannot clarify with
our current data, is the type of ubiquitination associated with the mo-
lecular signatures (e.g. conformational changes and truncation) of tau
during its aggregation. Our ubiquitin antibodies are limited to re-
cognizing ubiquitin-protein conjugates, but cannot distinguish between
mono- or poly-ubiquitination. In fact, it would be very prolific to obtain
information on what type of current polyubiquitin linkages (Lys®, Lys'?,
Lys?, Lys®, Lys*®, and Lys®®) and linear ubiquitination (Lys®*-linked
ubiquitin) (Nakayama et al., 2019) would be associated with distinctly
modified tau-composed NFTs, which not only predicts the fate of tau
degradation via proteasomal activity or autophagy, respectively, but
also achieves more accurate neuropathological stratification in the di-
agnosis of AD.

On the other hand, our study also analyzed the neuritic component
and dystrophic elements in the same hippocampal area, in which tau
also accumulates abnormally and undergoes the same posttranslational
modifications already reported for NFTs (Hoover et al., 2010; Schmidt
et al., 1991; Xia et al., 2015). However, so far there is no clear evidence
on specific associations between conformational changes, ubiquitina-
tion, phosphorylation, and truncation of aggregated-tau in these
neuritic elements, which have already been obtained.

Previously, the neuritic pathology in AD brains was also found to be
immunoreactive to Tau-66 antibody (Ghoshal et al., 2001). In fact,
besides NFTs, unique structures called diffuse reticulated plaques were
described, comprising of Tau-66 immunoreactive neurites and de-
generated neuronal processes (Ghoshal et al., 2001). In the current
study, the hippocampal load of Tau-66 immunoreactive neuritic pa-
thology was greatly reduced compared to that detected by the Alz-50
antibody, indicating that the prevailing conformational change of tau in
these structures preserves the N- and C-termini intact. Moreover, not
only did the amount of Tau-66 positive neurites decrease, but their
ubiquitination was also significantly less than that of the Alz-50-im-
munoreactive structures (Fig. 8). The patterns of tau ubiquitination in
the neuritic component may reflect those observed during the early
stages of NFTs formation and maturation. Ubiquitination in the neuritic
component is both limited in amount (Iwatsubo et al., 1992) and re-
lated to specific structural signatures of tau, probably because tau does
not develop intricate structural changes (misfoldings) in a compartment
that is far from the neuronal soma where the mechanisms of transfor-
mation and processing of molecules are more active (Lopez-Gonzalez
et al., 2013). We must also consider that in the neuritic and dystrophic
compartments, the accumulation of proteins other than tau, such as
neurofilaments of varying densities, has been reported, and these mo-
lecules could also be subject to ubiquitin targeting (Perry et al., 1991;
Schmidt et al., 1991). In fact, certain elements of the neuritic pathology
are immunoreactive to ubiquitin, and less to tau (Fig. 7).

As shown in Fig. 9, the study can conclude that the tau molecule
undergoes important conformational changes during its aggregation
process, and these alterations may be influenced by multiple processes
of intracellular proteolysis and degradation of misfolded proteins. In
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this model, the timing of tau ubiquitination in a molecule was updated,
displaying distinct modifications in its N- and C-termini, and showing
how ubiquitination is limited or eliminated when advanced folding of
the molecule and extensive proteolysis occur in the latter stages of the
disease.

4. Experimental procedures
4.1. Brain tissue and basic histological analysis

The study used 30 pm thick sections of the hippocampus from the
brains of demented subjects, which have been used in previous studies
(Garcia-Sierra et al., 2012). Tissue was obtained from the Psychiatric
Hospital Bohnice in the Czech Republic, and the population consisted of
seven pure cases of AD and eight mixed cases (a combination of AD
diagnosed with multi-infarct dementia). Case collection and experi-
ments were conducted following the Declaration of Helsinki, and the
research was formally approved by the local ethics committee of the
Prague Psychiatric Center, Prague, Czech Republic, in accordance with
Laws 129-2003 and 130-2003.

Cases of AD were clinically classified into advanced stages of de-
mentia and were pathologically confirmed in accordance with criteria
used in the work by Mirra et al., (1991). Patients with mixed dementia
presented AD changes and also developed vascular alterations, lacunae
or attenuated brain weight (Table 1).

Free-floating sections of the hippocampus were obtained by
cryotomy, and then fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate-buf-
fered saline (PBS), and kept at 4 °C.

4.2. Immunofluorescence

The procedures performed in this study were described in detail in a
previous study (Garcia-Sierra et al., 2012). Briefly, fixed 30 pm thick
brain slices were washed in 0.01% Triton (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA) in tris buffered saline (TBS-t) and then incubated with
primary antibodies (Table 2).

In double-labeling experiments, an ubiquitin polyclonal antibody
(Millipore Corp., Temecula, CA, USA) diluted at 1:500 was in-
dependently incubated with either PHF1, Alz-50 or Tau-66 antibodies
(Table 2) diluted to (1:5000), (1:5000), and (1:10000), respectively.
Incubations were carried out overnight at 4 °C and washed with TBS-t.
Slices were then incubated with the corresponding secondary anti-
bodies for each pairwise combination, which always contained a
fluorescein-isothiocyanate (FITC)-tagged anti-rabbit polyclonal anti-
body (Jackson Immuno-Research Laboratories, Inc. West Grove, PA,
USA) to detect the aforementioned primary ubiquitin antibody. This
secondary antibody was combined with either a tetramethylrhodamine-
isothiocyanate (TRITC)-tagged anti-mouse “y”-specific chain (Jackson
Immuno-Research Laboratories) or a TRITC-tagged anti-mouse “u”-
specific chain (Jackson Immuno-Research Laboratories), and incubated
in the dark for 2 h at room temperature.

Triple labeling was performed by combining the rabbit polyclonal
ubiquitin antibody with either Alz-50 or Tau-66 mouse monoclonal
IgM-type immunoglobulins. The third primary antibody used was either
the IgG-type mouse monoclonal antibody Tau-13 (Table 2) (1:5000) or
PHF1. After overnight incubation, these mixtures were in turn visua-
lized by incubation for 2 h with the abovementioned FITC-tagged anti-
rabbit antibody, the TRITC-tagged anti-mouse-IgM antibody, and a
Cyanine-5 (Cy5)-tagged anti-mouse “y”-specific chain antibody
(Jackson Immuno-Research Laboratories).

Samples were washed in TBS-t and then mounted in anti-quenching
Vectashield medium (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA).

In some experiments, single-labeled structures composed of either
ubiquitin or tau proteins were double-labeled with 0.001% thiazine red
(Sigma) to corroborate the fibrillary nature of the aggregated proteins
(Mena et al., 1995).
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4.3. Epifluorescence and confocal microscopy acquisition

Immunofluorescent slices were viewed and analyzed by epi-
fluorescence through a 20X (Numerical Aperture [NA]:0.5) and a 40X
(NA:0.75) Plan-Fluor Lens coupled with a Nikon Eclipse-80i Microscope
(NikonCorp., Tokyo, Japan). Images were collected using a Nikon di-
gital sight-DG-Ril camera, which was controlled by the Nikon NIS-
Elements AR-3.0-SP7 software included in the system (Nikon). To
perform multiple labeling, optical sectioning, colocalization and critical
analysis of immunolabeled structures, a Leica-TCP-SP8 confocal laser
scanning microscope was used in conjunction with a 40X (NA:0.75) OIL
PH3 CS2 HC PL APO lens (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany).
The resulting images were obtained and analyzed using Leica Confocal-
LAS-AF Lite version 2.x software.

4.4. Imaging analysis

After acquisition, images were analyzed using ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) software. The quantitative de-
termination of immunolabeled NFTs was obtained by using the Multi-
Point tool to select the objects in a sampling area covering 0.086 mm?.
The number of structures was expressed as the mean and standard error
of five randomly selected fields in the CA1l area of the hippocampus.
Quantification of colocalization was expressed as the ratio of double-
labeled NFTs (positive to ubiquitin and tau conformation-dependent
antibodies) to the total number of single and double-labeled NFTs
(Garcia-Sierra et al., 2012).

For the determination of neuritic pathology, images collected from
the same area were digitally processed with the MCH mode of the
Nikon NIS-Elements AR-3.0-SP7 software to calculate the proportion of
immunolabeled neurites. NFTs and non-neuritic structures were re-
moved from the analysis when threshold parameters were settled.
Colocalization patterns were analyzed and expressed as the percentage
of double-labeled neurites in the total area occupied by single and
double-labeled structures.

4.5. Statistical analysis

For pairwise combinations, the differences between the two groups
were calculated using the parametric Student’s t-test. Multiple group
differences were analyzed using one-way ANOVA and subsequent
Tukey’s test. Statistical analysis was conducted with GraphPad Prism

E=  Proline-rich domain
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Fig. 9. Ubiquitin targeting is associated with early
conformational changes of tau during NFTs matura-
tion in AD. In the early stages of NFT formation, tau
is phosphorylated and ubiquitinated in the available
residues, which are not hidden when tau adopts the
conformation recognized by Alz-50 and partial trun-
cation of the C-terminus (Asp-421) in the inter-
mediate stages of the disease. As NFTs become more
mature, tau undergoes a complex N-terminal folding,
in which the proline-rich region is makes contact
with the third repeat domain, thereby making this
region more difficult for ubiquitin-targeting. Later
events of proteolysis remove the extreme N- and C-
termini of tau (truncation at Glu-391 occurs), but not
the compressed fold of the proline-rich region on the

Aspa21 repeats. The final PHF core is the remaining structure

Tau66 N&
Glu391
MTBR ’

Glu391
- MTBR '

that only shows truncation in Glu-391, as a marker of
advanced processing of tau in the latest stages of
NFTs maturation.

v6.0 statistical software.
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