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Resumen

La hemorragia intracerebral (HIC) se define como la extravasacidon de sangre al parénquima
encefdlico. Aunque la HIC presenta una elevada tasa de mortalidad y discapacidad, muchos de
los mecanismos moleculares implicados en esta patologia alin se desconocen. Su diagndstico y
prondstico se basa en las pruebas de neuroimagen, siendo en ocasiones poco accesibles y
especificas. Por ello, el objetivo principal de esta tesis se centra en la identificacién de
moléculas implicadas en la patologia de la HIC que pudieran emplearse en mejorar las

aproximaciones diagndsticas y terapéuticas de esta enfermedad.

Por ello, la primera parte de la tesis se basd en encontrar biomarcadores de etiologia de HIC
primaria (arteriosclerosis hipertensiva y/o angiopatia amiloide cerebral (AAC), mediante el
analisis transcriptémico de células sanguineas. A pesar de que no fuimos capaces de identificar
ningun biomarcador que diferenciara ambas etiologias, encontramos que la expresion del gen
GOLGASBA (Golgin A8 Family, Member A), asi como los niveles de la proteina en sangre,
estaban incrementados en pacientes con HIC respecto a controles. En segundo lugar, nos
centramos en identificar moléculas implicadas en una de las causas de HIC secundaria, como
es la transformacién hemorragica (TH) en el ictus isquémico tras el tratamiento trombolitico. A
pesar de la eficacia del Activador Tisular del Plasmindgeno recombinante (r-tPA), el uso de esta
terapia en el ictus isquémico agudo sigue limitado en parte por la estrecha ventana terapéutica
y la presencia ocasional de hemorragias sintomaticas. Por ello, nuestro estudio in vitro se
centré en la identificacidn masiva de transcritos expresados por el tratamiento con r-tPA en
condiciones de privacidn de oxigeno y glucosa (POG) a nivel endotelial. Identificamos el factor
de transcripcién nuclear NURR1 (NR4A2, del inglés Nuclear receptor subfamily 4 groupA
member 2) como molécula implicada en la muerte celular y la inflamacion. Ademas, pudimos
establecer una asociacion entre los niveles basales de NURR1 séricos y la posterior aparicion
de TH sintomatica en pacientes con ictus isquémico que habian recibido r-tPA. Por altimo, en
un tercer estudio, evaluamos como las apolipoproteinas ApolJ y ApoAl recombinantes
humanas modulaban el transporte del péptido B—amiloide (1-40) a través de un modelo in

vitro de barrera hematoencefalica, como posible aproximacién terapéutica para la AAC.

En resumen, consideramos que esta tesis doctoral contribuye a definir mejor la fisiopatologia
de la HIC, al desarrollo de posibles aplicaciones de diagndstico y prondstico de los pacientes
que sufren hemorragias cerebrales, asi como a proponer nuevas aproximaciones terapéuticas

para diferentes subtipos de HIC.






Abstract

Intracerebral hemorrhage (ICH) is a focal bleeding from a blood vessel in the brain
parenchyma. Despite the high ratio of ICH severity and mortality, the molecular mechanisms
involved in this disease are still unknown. Therefore, the main objective of this thesis is
focused on the identification of molecules involved in the pathology of the ICH that might be

candidates for a better diagnosis, treatment and prognosis of the disease.

Primary ICH is caused by hypertensive arteriosclerosis and/or cerebral amyloid angiopathy
(CAA). The diagnosis and prognosis is based on neuroimaging criteria, but these techniques
remain inaccessible and not enough specific. Therefore, our first study was based on the
search of biomarkers of primary ICH etiology through the transcriptome analysis of blood cells
using microarray technology. Although we were unable to identify biomarkers to differentiate
between CAA associated-ICH and hypertensive associated-ICH, we found that GOLGASA
(Golgin A8 Family, Member A) gene expression and the corresponding plasma protein levels
were increased in patients with ICH in comparison to controls. Secondly, we aimed to identify
molecules involved in a cause of secondary ICH, such as the hemorrhagic transformation (HT)
in the ischemic stroke after the thrombolytic therapy. Despite the effectiveness of
recombinant tissue plasminogen activator (r-tPA), its therapeutic window remains limited,
mainly by occasional vascular deleterious effects. Thus, we focused our study on the discovery
of molecules altered by the combination of r-tPA and ischemic conditions in endothelial cells
in vitro. We identified the nuclear transcription factor NURR1 (NR4A2, Nuclear receptor
subfamily 4 groupA member 2) as a candidate molecule involved in cell death and
inflammation. In addition, we established an association between baseline serum levels of
NURR1 and the subsequent development of symptomatic HT in patients with ischemic stroke
who received r-tPA. Finally, in a third study, we planned to determine the modulationof B-
amyloid (ABjrafficking by the chaperones apolipoproteins ApoAl and Apol across the BBB. In
this regard, we confirmed that both recombinant human ApoA1l and ApoJ proteins influenced
the AB(#0) clearance through different mechanisms in a mouse in vitro BBB model. Our
results suggest that the modulation of the balance of these apolipoproteins between the

periphery and the brain may be a future strategy to develop an effective therapy for CAA.

In summary, we consider that our studies contribute to the understanding of some mechanism
involved in the ICH pathology and propose new preclinical and therapeutic approaches for

different ICH subtypes.
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Capitulol. La hemorragia intracerebral [T

Capitulo 1. La hemorragia intracerebral

1.1. El ictus

El ictus se define como un trastorno en una zona del parénquima encefélico causado por una
alteracion en el flujo sanguineo. Como consecuencia, pueden aparecer una serie de sintomas
neurolégicos tales como: afasia (trastorno del lenguaje), hemiparesia (afectacién de la
capacidad motora de un lado del cuerpo), hemihipoestesia (alteracién de la sensibilidad de un
lado del cuerpo), pérdida de conciencia, vértigo o pérdida de visién, entre otros. Podemos
distinguir dos tipos de ictus; el ictus isquémico, resultado de la obstruccion de un vaso
interrumpiendo el flujo sanguineo, o bien, el ictus hemorragico, como consecuencia de la

rotura de un vaso del interior de la cavidad craneal.

El ictus es la segunda causa de muerte y la causa mds comun de invalidez en adultos en todo el
mundo (Diaz-Guzman et al., 2012). Los datos de incidencia de ictus en la sociedad espafiola
son alarmantes desde el punto de vista sociosanitario y econdmico. La incidencia del ictus en
nuestra sociedad es de 187 casos por cada 100.000 habitantes, donde en el 92% de los casos
se requiere de la hospitalizacion del paciente y la mortalidad intrahospitalaria se produce en
un 12% (Diaz-Guzman et al., 2012). De todos ellos, el 67% de los ictus que se producen son
isquémicos, 15% hemorragicos y el resto ataques isquémicos transitorios (AIT) o de causa
indeterminada. Independientemente del sexo (47% mujeres), el ratio de incidencia del ictus
incrementa con la edad en ambos casos (Diaz-Guzman et al., 2012). Aunque la gravedad y el
porcentaje de mortalidad del ictus hemorragico son mayores que en el ictus isquémico, este
tipo de ictus es el menos estudiado y los mecanismos moleculares que intervienen en su
fisiopatologia aun no se conocen bien (Montaner, 2005; Wang, 2010; Zhou et al., 2014). En
este sentido, parte de la presente tesis se centrara en la busqueda de moléculas implicadas en
los mecanismos subyacentes a la fisiopatologia de la hemorragia intracerebral (HIC) primaria y

de la HIC secundaria asociada al tratamiento trombolitico en el ictus isquémico.
1.2. Ictus hemorragico

1.2.1. La hemorragia intracerebral

El ictus hemorrdgico puede dividirse en 5 categorias en funcion de la localizacion del sangrado:
hemorragia intracerebral (HIC), hemorragia subaracnoidea, hemorragia intraventricular, y
hematomas subdural y extradural. La HIC ocurre cuando se rompe un vaso sanguineo

debilitado y como consecuencia se produce la extravasacidon espontdnea de sangre en el
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parénquima cerebral. La HIC es la causante del 15-20% de todos los ictus y afecta a unos 12-14

casos por cada 100.000 habitantes a nivel mundial (Godoy et al., 2012).

Como veremos mas adelante, la HIC puede clasificarse en dos tipos segun su origen, primaria
o secundaria. La HIC primaria es causada por la ruptura espontanea de los vasos danados por
arteriosclerosis hipertensiva (hipertensién arterial (HTA) o por angiopatia amiloide cerebral
(AAC). La HIC secundaria se produce generalmente por otras causas, como malformaciones

vasculares, neoplasias, traumatismos o coagulopatia.

Independientemente del origen, la extravasacién de sangre al parénquima produce una
compresion del tejido cerebral adyacente, provocando asi un incremento de la presidn
intracraneal. Los factores de riesgo que se han asociado a la HIC, ademas de la HTA y AAC, son
la edad avanzada, uso de anticoagulantes, leucaraiosis, precedentes de ictus, patologias
hematoldgicas, enfermedad renal croénica, traumatismo, aneurisma, malformaciones
vasculares, consumo de alcohol y drogas y niveles bajos de colesterol, entre otros (Aguilar y

Brott, 2011).

1.2.2. Diagnéstico de la HIC

Para la realizacidn del diagndstico del ictus, por un lado, se debera incluir los antecedentes
médicos personales y familiares. Por otro lado, se deberd hacer una exploracién fisica para
descartar enfermedades sistémicas y pruebas de laboratorio (hemograma, perfil de
coagulacién), junto con las exploraciones de neuroimagen. Las técnicas radioldgicas de
neuroimagen mas empleadas para el diagndstico de la HIC son: la tomografia computarizada
craneal (TC), la resonancia magnética (RM), la ecografia transcraneal y la angiografia. La TC
permite conocer la localizacion de la lesion, el célculo del volumen del hematoma y aporta
informacidn sobre el efecto de masa que ejerce el hematoma en el resto de la estructura
cerebral. Por otro lado, la RM permite detectar de una manera mas fiable la HIC aguda, asi
como HIC pequefias, microsangrados y otros hematomas crénicos (lesion residual). La
Angiografia por Tomografia computarizada craneal (Angio-TC) permite ver el estado de la
vascularizaciéon cerebral, aportando una imagen sobre la patologia vascular estructural

cerebral (Becker et al., 1999).
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Hoy en dia, los marcadores radiolégicos son la Unica herramienta que nos permite identificar la
etiologia de la HIC. Es de vital importancia poder diagnosticar la etiologia de la HIC para poder
tratarla correctamente y prevenir recurrencias y otras complicaciones. En los casos de HIC
secundaria, es muy importante el historial clinico (coagulopatias, tratamientos anticoagulantes
o tromboliticos, eventos isquémicos) y la neuroimagen para descartar vasculopatias o
malformaciones, asi como tumores. En los casos de la HIC primaria, podemos distinguir su
origen por la localizacién del sangrado por TC y RM, debido a que su patrén varia segln la
enfermedad que predispone el evento hemorrdgico e historia clinica del paciente. Como se
explicard mds adelante, mientras

que el sangrado en la HIC asociada

a la hipertension arterial ocurre en

L S AR A
regiones profundas de arterias k - -
Lobares: 11-3(;312;
perforantes (sobre todo putamen 1020 A
y tdlamo) en pacientes hipertensos
(Mohr et al, 1978), los /
hematomas en los casos AAC se N Y
-
. Cerebelo:
localizan a nivel lobar (Yamada, P;':f;:;/':' _ 10%
HTA HTA
2000) (Figura 1). /|
Tronco
encefalico:
1.2.3. Pronéstico de la HIC o

En referencia al estado

Figura 1. Principales areas, prevalencia de sangrado y etiologia en la
HIC primaria espontanea. AAC: angiopatia amiloide cerebral; HTA:
hipertension arterial (Adaptado de Godoy et al., 2015)

neurolégico del paciente, las
escalas de valoraciéon neurolégica
nos permiten cuantificar de forma
bastante fiable la gravedad del ictus, su progresién y desenlace. Se deben aplicar de forma
sistematica al ingreso y en intervalos establecidos. La Escala del Ictus del Instituto Nacional de
Salud (NIHSS, National institute of Health Stroke Scale) es la escala mas empleada para la
valoracion de funciones neurolégicas basicas en la fase aguda del ictus isquémico vy
hemorragico, tanto al inicio como durante su evolucion (Brot et al., 1989). Nos permite
detectar facilmente mejoria o empeoramiento neurolégico (aumento de al menos 4 puntos
respecto al estado basal) (Montaner, 2006). Por otro lado, una escala muy utilizada para
evaluar la discapacidad es la escala funcional del Rankin modificada (mRS), que valora el grado

de dependencia a largo plazo (Swieten, et al 1988).

La tasa de mortalidad después de un sangrado cerebral es mas del 50% en los 30 primeros

dias, sobre todo durante la fase aguda (Godoy et al., 2015). El mal pronéstico y ratio de
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mortalidad al aflo depende de la localizacién y origen del sangrado, siendo del 51% en las HIC
en talamo y putamen, el 41% lobares, 42% en cerebelo y 67% en el tronco encefdlico (Godoy
et al.,, 2015). Ademds, un porcentaje alto de pacientes que sobreviven muestran una
discapacidad funcional a largo plazo. De hecho, la recuperaciéon de la independencia funcional

solo abarca el 20% de los pacientes que han sufrido una HIC (Counsell et al., 1995).

Varios factores, radiolédgicos y variables hemodindmicas se han relacionado con mal pronéstico
después de HIC. Entre los factores radioldgicos, el crecimiento del hematoma ha demostrado
ser un determinante independiente de muerte y discapacidad (Davis et al., 2006; Godoy et al.,
2015). En cuanto a los parametros de hemodinamica, la presion arterial (PA) alta se ha
sugerido como factor prondstico de empeoramiento y podria contribuir a la expansion del
hematoma (Morgenstern et al., 2010; Rodriguez-Luna et al., 2013), y su manejo como terapia
para mejorar el prondstico se ha puesto de manifiesto en diferentes estudios clinicos como el
INTERACT, ATACH y ADAPT (Anderson et al., 2008; Qureshi et al., 2007; Butcher et al., 2013).
Se ha observado que el control de la temperatura podria estar asociado a una mejoria ya que
la hipertermia contribuye a los dafios secundarios del hematoma, induciendo varios efectos
deletéreos (incrementa el estado inflamatorio, dafo a nivel de la barrera hematoencefalica
(BHE) y aumenta la presion intracraneal) (Godoy et al., 2015). La edad avanzada ha sido un
factor predictivo de mortalidad y discapacidad, no existiendo resultados concluyentes sobre la
influencia del sexo en el prondstico (Diaz-Guzman et al., 2012). La leucocitosis al ingreso y el
nivel de fibrindgeno se han relacionado con un aumento de la mortalidad y peor prondstico
funcional (Bodereick et al., 2007; Rincon y Mayer, 2008). Por ultimo, la hiperglucemia se
asociaria también a un mal prondstico (alta prevalencia de mortalidad al mes), tanto en

pacientes diabéticos como no diabéticos (Fogelholm et al., 2005; Godoy et al., 2015).

1.2.4. Tratamiento de la HIC

Hoy en dia no existe un tratamiento efectivo y adecuado para la HIC. A pesar de los estudios
llevados a cabo para entender la fisiopatologia de esta enfermedad y encontrar tratamientos
efectivos, las opciones actuales son limitadas. Las terapias médicas para la HIC se limitan a
manejar y reducir la PA, el seguimiento de la presién intracraneal, la osmoterapia, el control de
la fiebre y de la glucemia, y la profilaxis de convulsiones (Mayer y Rincon, 2005). La atencién y
practica clinica en las unidades de ictus por parte de los neurdlogos es el factor determinante

sobre la morbilidad y mortalidad en la HIC hasta la fecha.

Los niveles de PA elevada durante la fase aguda de la HIC es un fendmeno comun. En este

sentido, existen diversos argumentos clinicos para reducir los niveles de PA tras la HIC que se
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basan en que la hipertensién se asocia con resultados funcionales poco favorables (Zhang et
al., 2008) y puede causar la expansion del hematoma (Rodriguez-Luna et al., 2013). Por ello,
diferentes estudios han analizado la importancia de un buen control de la PA y el prondstico de
los pacientes. En los estudios INTEACT e INTERACT-II los pacientes aleatorizados con control de
la PA sistélica de 140 mmHg vs 180 mmHg (la PA recomendada por la guia clinicas
tradicionales) mostraron una tendencia a la reduccién del crecimiento del hematoma sin
efectos adversos (Anderson et al., 2008) y una pequefia reduccidn en el mal prondstico a los 90
dias (Anderson et al., 2013). El ensayo clinico ATACH I y Il (actualmente se estd llevando a cabo
en fase Ill) sugieren que la reduccién de la PA mediante la nicardipina entre las 3-4.5h del inicio
de los sintomas reduce la expansion del hematoma, asi como las tasas de mortalidad y
discapacidad (Qureshi et al., 2007; Qureshi et al., 2012). Por el contrario, ADAPT no mostré

cambios clinicos debidos al control de la PA (Butcher et al., 2013).

Por otro lado, algunos ensayos clinicos han demostrado ciertos beneficios a largo plazo del
Factor VIl activado recombinante (rFVlla), que podria evitar la expansiéon del hematoma en
pacientes jévenes que no presenten sangrado abundante si se administra dentro de las 2.5
horas desde el inicio de los sintomas, pero no hay evidencias claras de que la intervencidn

reduzca la tasa de mortalidad (Morgenstern et al., 2010).

1.2.5. Inflamacidn y respuesta celular tras la HIC

La HIC puede causar un dafio cerebral primario y secundario. Mientras que el efecto inmediato
de la HIC, como la expansidn del hematoma, el incremento de la presidn intracraneal y la
necrosis del tejido dan lugar a dafios primarios (Zhou et al., 2014), efectos subsecuentes como
la inflamacién, la disrupcion de la BHE (responsable de mantener la homeostasis del
parénquima cerebral, como se describird mas adelante) y la formacién de edema vasogénico,

contribuyen a los dafios secundarios en el tejido circundante (Chen et al., 2015).

La HIC permite que de manera directa ocurra una infiltracién de componentes de la sangre en
el sitio de la rotura del vaso cerebral. La respuesta inflamatoria que sigue a esta infiltracion da
lugar a la liberacién de mediadores inflamatorios, activacidon de proteasas, activacion de la
microglia y astrocitos, la rotura del tejido cerebral y la activacion de procesos de
reparacién/remodelacidn de la BHE (Wang y Doré, 2007; Wang y Tsirka, 2005). Varios estudios
llevados a cabo mediante la tecnologia de microarrays han observado un incremento en la
regulaciéon de genes tanto pro- y anti-inflamatorios (como citoquinas y quimioquinas,

metaloproteinasas de matriz (MMP), moléculas de adhesién de células del sistema inmune) en
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la zona del perihematoma, tanto en tejido cerebral humano (Carmichael et al., 2008; Rosell et

al., 2011), como en modelos animales (Lu et al., 2006).

En este sentido la microglia juega un papel importante como regulador de la respuesta
inflamatoria. Tras la HIC, la microglia es rdpidamente activada en minutos promoviendo su
actividad fagocitica para eliminar el hematoma y preservar la supervivencia de las células de la
unidad neurovascular. Pero si este proceso perdura en el tiempo, durante la fase subaguda se
inicia la cascada inflamatoria y la microglia libera moléculas proinflamatorias como IL-1B y IL-6,
MMP9 o TNF-a via nuclear factor-k-B (NF-k-B) (Chen et al., 2015). Durante esta segunda
respuesta, la permeabilidad de la BHE aumenta, provocando una aumento de la extravasacion
de proteinas plasmaticas al cerebro, neutréfilos y una retencién neta de agua en el

parénquima (Wangy Doré, 2007; Joice et al., 2009).

Las principales células inflamatorias que se activan y penetran en el cerebro, tanto en el ictus
isquémico como en la HIC, son derivados leucocitarios de la sangre. Estudios clinicos y
preclinicos han confirmado la toxicidad de los leucocitos en la HIC. Estos estudios observaron
la presencia de leucocitos infiltrados en la zona del hematoma y perihematoma en el tejido
cerebral en la fase aguda de la HIC (MacKenzie y Clayton, 1999; Wang y Doré, 2007; Zhao et al.,
2006). En particular, los neutréfilos tienen un papel importante en los primeros estadios de la
fase aguda de la inflamacién. El estado inflamatorio provoca la activacién cerebral de las
células endoteliales, que conduce a un incremento de la adhesién y la transmigracion de
neutrdéfilos a través de la barrera endotelial al tejido cerebral, lo que provoca un incremento
en la permeabilidad de la BHE. Ademas, los neutréfilos pueden infiltrarse directamente en el
cerebro después de una hemorragia en fase aguda, sin haberse sometido antes a la
transmigracién (Joice et al.,, 2009). Algunas evidencias sugieren que la acumulacion de
neutrofilos mediarian la formacion del edema (Wang y Doré, 2007). El edema es clinicamente
perjudicial y se relaciona con un mal prondstico, ya que contribuye a la mortalidad y al dafo
inicial causado por la HIC. El edema cerebral, causado por la desestabilizaciéon de la BHE, es

dificil de tratar y su patogenia estd poco descrita (Qureshi, et al., 2003).

Como mediadores inflamatorios cabe destacar la familia de las MMPs, ya que algunas de ellas
se han propuesto como biomarcadores de HIC. Las MMPs son un conjunto de endopeptidasas
zinc-dependientes que estan involucradas en la remodelacidn extracelular y respuesta
neuroinflamatoria. Bajo condiciones patoldgicas, su expresidn se ve incrementada y son
activadas por diferentes proteasas como plasmina, activador del plasmindgeno tisular (tPA) u

otras MMPs (Wang y Doré, 2007; Xue et al., 2009). Entre las MMPs, cabe destacar la asociacion
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de la MMP-9 con la degradacién de la ldmina basal, disrupcion de la BHE y dafios secundarios
asociados a la HIC. Algunos estudios clinicos han demostrado el incremento plasmatico de
MMP-9 en la fase aguda y subaguda de la HIC (Abilleira et al., 2003; Alvarez-Sabin et al., 2004;
Castellazzi et al., 2010; Silva et al., 2005), y ese incremento se ha relacionado con el
crecimiento del hematoma (Silva et al., 2005), formacién de edema y empeoramiento de la

funcién neuroldgica de estos pacientes (Abilleira et al., 2003).

Por ello identificar y entender los mecanismos subyacentes a la hemorragia inicial y la
disfuncidon de BHE durante el dafio secundario asociado a la HIC es vital para el desarrollo de

técnicas para la prevencion, diagndstico, prondstico y tratamiento (Keep et al., 2014).

1.2.6. La HIC primaria

1.2.6.1. Definicién y etiologia

La HIC espontanea primaria representa un 15-30% de todos los ictus y afecta a mds de 2
millones de personas en todo el mundo (Qureshi et al., 2009; Ribo y Grotta, 2006). Es la HIC
mds comun y representa al menos el 80-85% de todos los casos de HIC. Segun la localizacion
del sangrado y el origen que causa la rotura del vaso, existen dos etiologias de la HIC primaria,

asociada a la hipertension o de origen amiloide:

1.2.6.1.1. Hipertensiva (HIC-HTA)

La HTA es la causa mds frecuente de HIC, y se estima que es la etiologia causante en el 70-90%
de los casos de ictus hemorragico. Se considera que un paciente es hipertenso cuando tiene
una historia de uso de farmacos antihipertensivos o una PA alta (sistélica 2140 o diastdlica 290
mm Hg). La mayoria de las HIC-HTA se producen en los ganglios basales, el tdlamo, cerebelo y
la sustancia blanca subcortical - estructuras irrigadas profundas, principalmente arterias
perforantes (Mohr et al., 1978). Aunque en menor incidencia, la angiopatia hipertensiva
puede ser también la causa de HIC de localizacién lobar, (Broderick et al., 1993), afectacion
mas caracteristica de la AAC como se vera mas adelante. La hipertensién crénica induce un
estrés mecanico constante en las arteriolas cerebrales, que lleva a la hiperplasia de las células
del musculo liso induciendo su degeneracion, siendo mas susceptibles las zonas de bifurcacion
(Godoy et al., 2015). La patogenia HTA implica la degeneracion de la pared de pequefias
arterias y arteriolas, con necrosis fibrinoide, formacién de microaneurismas y lipohialinosis
(oclusion de arterias profundas), provocando asi una disfuncion vascular y la rotura del vaso

(Fisher, 1973; Araki et al., 1978).
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1.2.6.1.2. Angiopatia amiloide cerebral (HIC-AAC)

La AAC es una enfermedad que se define como la deposicidn de proteina amiloide, en la
mayoria de casos péptido beta-amiloide (AB), en la pared de vasos corticales cerebrales y
leptomeningeos, arteriolas, capilares, y raramente en venas (Vinters, 1987). La forma mas
grave de AAC se asocia con cambios vasculopatogénicos, rotura de los vasos y hemorragia
cerebral (Vinters, 1987). Aunque en el capitulo 3 de la presente tesis se hablard mas
extensamente sobre la sintesis y metabolismo del la proteina mas comdnmente acumulada
(péptidos AP procedentes del procesamiento de la proteina APP (amyloid precursor protein),
cabe decir que existen otras formas de AAC que se producen por el depdsito de proteinas
como ABri (amyloid-Bristish protein), PrP (Prion Protein), cistatina C, gelsolina o transtiretina, y
que pueden ser formas familiares de esta enfermedad dando lugar a eventos hemorragicos en
edad temprana (Yamada, 2000). De hecho, a pesar de que la AAC puede ser hereditaria como
un trastorno autosémico dominante, la forma mds comun es la forma esporadica asociada a la
edad (Woo et al, 2005; Yamada, 2004). En la Figura 4 (capitulo 3), se muestran las mutaciones
en el segmento AP de la secuencia del gen APP que se ha descrito que también pueden dar

lugar a formas de AAC hereditarias.

Entre el 10-20% de las HIC primarias en ancianos son debidas a AAC. La localizacion del
sangrado se presenta, en la mayoria de los casos, en el cdrtex, unidén cortico-subcortical o
sustancia blanca subcortical (lobar). Las hemorragias pueden ser grandes y sintomaticas o
pueden ser pequefas, en forma de microsangrados asintomaticos (Greenberg et al., 1998).
Los pacientes de HIC-AAC presentan dafios importantes en la sustancia blanca asociada con
una mayor incidencia de deterioro cognitivo, eventos isquémicos, siderosis superficial cortical,
multiples microhemorragias (Figura 2) y una mayor recurrencia hemorragica con tasas de

hasta un 23% por afio (Yamada, 2000; Greenberg et al, 2004; Hanger et al., 2007).

Por desgracia, el diagndstico definitivo de AAC sdlo puede ser realizado por la necropsia del
cerebro o biopsia cortical, a pesar de que las manifestaciones clinicas permiten la estimacion
de un diagnéstico como AAC probable o posible de acuerdo con los criterios de Boston
(Knudsen et al., 2003). En personas mayores de 55 afios, el diagndstico de probable HIC de
causa AAC se define como la presencia de multiples y exclusivas hemorragias lobares,
corticales o cortico-subcorticales; mientras que, el diagndstico de posible AAC se establece
como una Unica hemorragia lobar, sin otra causa que explique la HIC. Por ultimo, los
microsangrados, la siderosis superficial y los espacios perivasculares dilatados observados en
RM son otros marcadores importantes en el diagndstico de la AAC que podrian redefinir los

criterios de Boston en un futuro préximo (Linn et al., 2010; Charidimiou et al., 2014).
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A parte de las técnicas radioldgicas, los depdsitos de AB vascular se pueden detectar

actualmente por tomografia de emisién de positrones (PET) con el radioligando [*'C]-

Pittsburgh Compound B (PiB) (Ly et al., 2010). Por desgracia, es un método que requiere
instalaciones altamente especializadas y un coste muy elevado en la produccion del
radioligando. Debido a que los neurdlogos principalmente disponen de las técnicas de

neuroimagen, es de vital importancia encontrar biomarcadores que agilicen y complementen

el diagndstico de manera no invasiva.
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Figura 2. Patofisiologia de los desdrdenes inducidos por la AAC en la unidad neurovascular. A) Representacion de
la estructura de una arteria en condiciones fisiolégicas o tras la acumulacion amiloide; A1) Imagen de la
degeneracién de las células del musculo liso cerebrovascular por los depdsitos de fibras amiloides.A2)
Microaneurisma (flecha) y necrosis fibrinoide (*). A3) Engrosamiento de la tunica intima (flecha) y aspecto de doble
vaso (“double barreling”) de la pared vascular (punta de flecha negra). B) Esquema representativo de los efectos
cognitivos y patoldgicos del depdsito de AB en cerebro. SMC=células del musculo liso; El= evento isquémico; EH=
evento hemorragico (Adaptado de Yamada, 2015).
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1.2.6.2. Biomarcadores de la HIC primaria

En el afio 2001, se publicd la definicién oficial de marcador biolégico o biomarcador, como
aquella sustancia caracteristica que puede ser medida de forma objetiva y evaluada como un
indicador de procesos biolégicos normales, procesos patoldgicos o respuestas farmacolégicas a

una intervencién terapéutica (Biomarkers Definition Working group, 2001).

Existen moléculas plasmaticas que participan en vias como la coagulaciéon, inflamacién vy
apoptosis que se ha demostrado que cambian sus niveles durante la HIC en fase aguda en
comparacién a controles. Algunas de estas moléculas son la MMP-9 (Abilleira et al., 2003),
osteopontina (Acar et al., 2012), la copeptina (Zhang et al., 2012), la leptina (Dong et al., 2010),
la proteina Gla de matriz (Acar et al., 2012), el s-Fas (Delgado et al., 2008), la fetuina-A (Acar et
al., 2012) o la actividad oxidasa de la proteina de adhesién vascular 1 (VAP1/SSAO;Vascular
Adhesion Protein-1/Semicarbazide-Sensitive Amine Oxidase) (Hernandez-Guillamon, et al.
2012a). Por otro lado, otros estudios han propuesto biomarcadores para diferenciar el tipo de
ictus, isquémico o hemorragico, como son la proteina acidica fibrilar glial (GFAP, glial fibrillary
acidic protein) (Dvorak et al., 2008; Undén et al., 2009), la proteina glial S100 de unidn al calcio
(5100B, S100 calcium binding protein B (Montaner et al., 2012) y el receptor de productos
finales de glicacion avanzada (RAGE,Receptorfor Advanced Glycation Endproducts)(Montaner
et al., 2012), la proteina de union al renitol (RBP4, Retinol binding protein 4) (Llombart et al.,
2015) o los niveles de proteina C reactiva (hs-CRP, high-sensitivity C reactive protein)

(Roudbary et al., 2011).

Aun asi, hasta la fecha no existen biomarcadores propios de AAC o HIC hipertensiva que por su
patréon de expresidon nos permitan diferenciarlas. En este sentido, diferentes grupos han
intentado seguir el A vascular analizando sus niveles en muestras bioldgicas de pacientes con
AAC. De hecho, se han encontrado niveles mas bajos de AB(1-40) y AB(1-42) en liquido
cefalorraquideo (LCR) en pacientes de AAC que en controles sanos o pacientes con EA. En
cambio, se ha detectado que los pacientes con AAC presentan niveles de Tau total y Tau
fosforilada en LCR por debajo de los encontrados en EA, pero por encima de sujetos control
(Verbeek et al. 2009; Renard et al. 2012). En cuanto a marcadores circulantes en plasma, los
resultados encontrados referentes a los niveles de AB(1-40) y AB(1-42), han sido mas dispares
entre estudios (Greenberg et al., 2000; Hernandez-Guillamon et al., 2012b) y no se ha
conseguido encontrar diferencias significativas en plasma de pacientes en fase aguda que han

sufrido una HIC primaria de origen AAC o HTA (Greenberg et al., 2000).
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Por lo tanto, hasta la fecha, no existen buenos biomarcadores que nos permitan diferenciar
entre HIC primarias. La necesidad de encontrar biomarcadores especificos para enfermedades
dificiles de diagnosticar y pronosticar, como es el caso de la HIC de origen amiloide, son de
vital importancia para la prevenciéon y el manejo de la enfermedad, asi como para establecer
su prondstico y en el futuro intentar evitar la elevada recurrencia hemorragica de algunos de
los pacientes que la padecen. El aporte de biomarcadores junto con la neuroimagen podria
ayudar al diagnéstico en etapas tempranas de la enfermedad, y asi encontrar tratamientos
preventivos y mejorar la monitorizacidn de futuras terapias. Ademads, encontrar biomarcadores
de AAC incrementaria la seguridad de los anticoagulantes en pacientes de edad avanzada
(actualmente tratamiento contraindicado en la AAC). Asi pues, el descubrimiento de nuevos
biomarcadores para el diagnéstico y prondstico de HIC primaria va a ser uno de los principales

objetivos de esta tesis.

1.2.7. HIC secundaria

La HIC secundaria representa el 15-20% de los ictus hemorragicos y se asocia principalmente
con sangrados debidos a malformaciones vasculares, uso de anti-coagulantes, traumatismos
craneales, tumores cerebrales e ictus isquémico (Keep et al., 2014). Los mecanismos
implicados en las diferentes etiologias que se asocian a la HIC secundaria estan recogidos en la
Tabla 1. De entre las causas mas comunes de HIC secundaria, debemos mencionar que el
tratamiento trombolitico en el ictus isquémico aumenta considerablemente el riesgo de la
aparicion de eventos hemorragicos (conocidos como transformacién hemorragica, TH) (Hacke

et al., 2008), siendo considerado uno de los principales efectos adversos en este tratamiento.

Tabla 1. Principales causas de HIC primarias y secundarias (Adaptado de Keep et al., 2014)

Tipo HIC Etiologia Mecanismo
Primaria HTA Remodelacién vascular, necrosis fibrinoide y microanuerismas.
Primaria  AaC Dafio vascular por el péptido Beta-amiloide

Secundaria njalformacién vascular  Debilidad de la pared vascular

Secundaria s de anti-coagulantes Pérdida de la respuesta de coagulacién

Secundaria Traymatismo Disrupcion fisica vascular

Secundaria Tymores cerebrales Vasculatura anormal

Dafio vascular por condiciones isquémicas y reperfusion. El
Secundaria |ctys isquémico riesgo de HIC sintomdtica incrementa con el tratamiento
trombolitico r-tPA
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Como se describird en el capitulo 2, en esta tesis nos hemos centrado en los efectos deletéreos
causados por el tratamiento con r-tPA en el ictus isquémico y que podrian estar relacionados

con la aparicién de transformaciones hemorragicas.
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Capitulo 2. Transformacion hemorragica asociado al tratamiento

trombolitico en el ictus isquémico

2.1. Ictus isquémico

Como hemos descrito anteriormente, el ictus isquémico o infarto cerebral es un trastorno
neurolégico producido por la interrupcion del flujo sanguineo de una determinada region
cerebral. Esta alteracion del flujo puede ser transitoria (si se restablece espontaneamente o

mediante acciones terapéuticas) o permanente.

Existen varios criterios para clasificar el ictus isquémico segun la etiologia, duracién de los
sintomas, localizacion de la oclusidn arterial y territorio de cerebro afectado. Los criterios
“TOAST” (Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) (Adams et al. 1993) son los mas
utilizados para clasificar la etiologia del ictus en 5 subgrupos: aterotrombdtico,

cardioembdlico, lacunar, de causa inhabitual o etiologia indeterminada.

En el ictus isquémico en fase aguda, la interrupcién del flujo sanguineo activa diferentes
procesos celulares y moleculares a nivel tisular, que llevan a la rdpida necrosis del core del
infarto. Debido a esto, hay una hiperfusion en el area que rodea al core, definida como zona
de penumbra o peri-infarto, que aun estando metabdlicamente comprometida, mantiene la
integridad morfoldgica pudiendo ser recuperada si la lesion infartada no se extiende (Heiss,
2010). Por ello, el tratamiento agudo del ictus isquémico tiene como objetivo revertir y
frenar los efectos deletéreos en la zona del peri-infarto. Por tanto, la rapidez con la que se

actua es crucial para evitar el crecimiento del core del infarto.
2.2. Farmacos tromboliticos: r-tPA

Los farmacos tromboliticos o fibrinoliticos permiten la degradacion del trombo o émbolo
que ocluye el vaso, para poder restaurar el flujo sanguineo y permitir la entrada de oxigeno
y nutrientes al tejido. Actualmente, el Unico farmaco aprobado por la FDA (Food and Drug
Administration) para el ictus isquémico en la fase aguda es el activador de plasmindgeno

tisular recombinante (r-tPA, del inglés recombinant tissue plasminogen activator).

El tPA es una serin proteasa que se encuentra de manera fisiolégica en sangre y cerebro. A
nivel sistémico, la actividad catalitica del tPA (enddgeno y exdgeno) es rapidamente
inactivada por la unién del inhibidor del activador de plasmindgeno (PAI-1, plasminogen

activator inhibitor 1). El complejo tPA/PAI-1 es eliminado en el higado mediante el receptor
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de lipoproteinas de baja densidad LDL, LRP1 (low-density lipoprotein receptor-related 1)
(Yepes et al., 2003). La rapida eliminacién via LRP1 hace que el tPA tenga un tiempo de
actividad y vida media de 5 a 10 minutos en el torrente sanguineo humano (Gravanis y
Tsirka, 2008). A nivel cerebral, el tPA controla diferentes funciones cerebrales a través de su
actividad proteolitica (Parcq et al., 2012) y se han identificado varios tipos celulares que
expresan tPA, como células endoteliales de pequefios vasos (Levin y del Zoppo, 1994),
neuronas y microglia (Siao et al., 2003). En cerebro, la neuroserpina (inhibidor de serin-
proteasas) regula la actividad del tPA uniéndose a él (Miranda y Lomas, 2006). A nivel de
BHE, el tPA se une al receptor LRP1 de las células endoteliales y se cree que tiene un papel

en la regulacién de la permeabilidad de la BHE (Yepes et al., 2003).

La administracion intravenosa de r-tPA en la fase aguda del ictus isquémico produce
trombolisis local mediante la conversién de plasmindgeno a plasmina, que a su vez degrada
la fibrina, deshaciendo el codgulo y permitiendo asi la recanalizacién del vaso ocluido
(Gravanis y Tsirka, 2008). Ademas de su valor terapéutico, también existen posibles efectos
secundarios del r-tPA, que pueden agravar la lesién cerebral y descompensar los beneficios
proporcionados por la reperfusién de la arteria ocluida (Adibhatla y Hatcher, 2008) (Figura

3).

El r-tPA debe ser administrado antes de las 4.5 h del inicio de los sintomas (Hacke et al.,
2008). Se administra via intravenosa a dosis de 0.9mg/kg; 10% en forma de bolo durante un
minuto y el resto, hasta un maximo de 90mg mediante la perfusidon continua durante una
hora. En el 55% de los casos tratados se consigue la recanalizacion arterial, aunque muchos
de ellos presentan reoclusion tras el tratamiento (Kharitonova, et al., 2009). Ademas, a
pesar de su gran eficacia disolviendo el coagulo, tan sélo un 5 % de estos pacientes pueden
beneficiarse de él debido a su estrecha ventana terapéutica por el riesgo de padecer una

HIC o TH (Hacke et al., 2008), como se explicara en el siguiente apartado.

Ademas de la administracion intravenosa, recientemente se han puesto en practica el
tratamiento endovacular (administracion intraarterial), la extraccién mecanica del trombo o
aplicacion de ultrasonidos en la arteria ocluida junto con la administracién intravenosa
(Tsivgoulis et al., 2010; Pereira et al., 2012). Estas técnicas son altamente prometedoras ya
gue aumentan las tasas de recanalizaciéon hasta el 80% sin incrementar la aparicion de
eventos hemorragicos y son muy utiles en pacientes que no responden al tratamiento
intravenoso (Boderick et al., 2013; Khan et al., 2013). De hecho, a partir de la publicacion de

los resultadosde los principales ensayos clinicos de trombectomia mecdanica (Berkhemer et
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al., 2014; Saven et al., 2015; Jovin et al., 2015; Goyal et al., 2015; Campbell et al., 2015), se
han modificado las guias de practica clinica del ictus y su uso se ha empezado a extender

debido al enorme beneficio clinico que suponen estas técnicas, especialmente en aquellos

ictus con oclusién de gran vaso.

Acciones pleiotropicas del r-tPA

Efectos beneficiosos r-tPA m) Efectos deletéreos
o ) I s y
; s ; Conversionde Destrucci6n de la ECM
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Restauracién del flujo sanguineo, plasminégeno eg;orragla
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Figura 3. Acciones pleiotropicas de la administracion de r-tPA en la fase aguda del ictus isquémico.
ECM=matrix extracelular. PAR-1: receptor activado por proteasas 1 (Adaptado de Adibhatla y Hatcher, 2008)

2.3. Transformacion hemorragica asociada a tratamiento trombolitico

Las TH afectan entre un 10 a un 30% de los pacientes con ictus isquémico (Terruso et al.
2009; Hacke et al., 2008), y se asocian a un incremento en la morbilidad y mortalidad
(Fiorelli et al. 1999).La TH sintomatica es una de las complicaciones mas comunes tras el
tratamiento trombolitico incrementandose su aparicidon hasta 10 veces en comparacion a

pacientes con ictus isquémicos no tratados (2,4-6% vs 0,2-0,6%) (Hacke et al., 1995; Hacke

et al., 2008).

Los factores que predisponen a la TH no estan del todo definidos, pero diferentes variables

clinicas se han asociado con el riesgo e incremento de TH tras la terapia trombolitica. Entre
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ellas, destacan el tiempo desde el inicio de los sintomas, la leucoaraiosis, el valor basal de

NIHSS, la diabetes, la PA sistélica alta, la edad, la hipertensién y la trombocitopenia, entre

otras (Derex y Nighoghossian, 2008; Lansberg et al., 2007; Jickling et al., 2014).

Las complicaciones hemorrdgicas se diagnostican mediante el uso de técnicas radioldgicas
como la TC o RM. Para evaluar el prondstico de los pacientes que sufren una TH, los
neurélogos han clasificado las complicaciones hemorragicas segun la gravedad e imagen
radioldgica en 6 tipos (Tabla 2) (Pessin et al., 1990). La TH sintomatica es la complicacion
mas temida cuando se inicia un tratamiento trombolitico y se define como una TH que
conlleva empeoramiento neuroldgico en las primeras 48 horas tras el inicio de los sintomas.
Principalmente se asocia a las TH de tipo PH2 (Fiorelli et al. 1999), y se estima que ocurre

en el 2-8% de los casos (Hacke te al., 1998; Hacke et al., 2008).

Tabla 2. Clasificacion radioldgica de las transformaciones hemorragicas (Marti-Fabregas et al., 2007).

HI1 (infarto hemorragico tipo 1) Pequefas petequias en la periferia del infarto.

Petequias confluentes en el drea del infarto sin efecto
HI2 (infarto hemorragico tipo 2) masa.

Sangre en < 30% del area de infarto; puede tener ligero
PH1 (hemorragia parenquimatosa tipo 1) efecto de masa

Sangre en > 30% del drea de infarto, efecto de masa
PH2 (hemorragia parenquimatosa tipo 2) evidente

Hemorragia de volumen pequeiio-mediano sin relacién con
RPH1 (hemorragia parenquimatosa remota tipo 1) el infarto; puede tener ligero efecto de masa.

Hemorragia extensa confluente sin relacién con el infarto;
RPH2 (hemorragia parenquimatosa remota tipo 2) efecto de masa evidente.

2.4 Mecanismos moleculares implicados en la toxicidad del r-tPA

A parte de los desajustes en la cascada de coagulacion, el r-tPA activa diferentes vias
moleculares a nivel tisular que dan lugar a efectos deletéreos no relacionados con su
actividad fibrinolitica (Figura 3). Como hemos explicado, este tratamiento tiene una
estrecha ventana terapéutica debida a las complicaciones asociadas a éste, siendo una de
las mds importantes la TH y el dafio neuronal. Como se describird a continuacién, durante
los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que la aparicion de la TH tras el tratamiento
trombolitico podria estar causada, en parte, por los efectos no fibrinoliticos que llevan a la
activacion y reclutamiento de leucocitos y la disrupcion de la BHE (Figura 4) (Jickling et al.,

2014).
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Figura 4 Reorganizacion de la NVU en respuesta a condiciones neuropatolégicas. El cuadro superior muestra la BHE bien
estructurada, mientras que en el cuadro inferior se muestran algunos de los procesos fisiopatoldgicos asociados a la
disrupcion de la BHE tras la administracién de r-tPA en condiciones isquémicas. Entre ellos, la lesién neuronal, activacion
de astrocitos, de microglia, y la estimulacién de la proliferaciéon endotelial y la migracion con la consiguiente interrupcién
de la expresién de las TJ y una mayor permeabilidad de la BHE, con la extravasacion de proteinas plasmaticas y formacién
de edema. La liberacién de metaloproteasas mediante la migracion de las células endoteliales y pericitos conduce a la
degradacion de la de la membrana basal. La secreciéon de mediadores inflamatorios por parte de astrocitos activados y
células endoteliales estimula la expresion de moléculas de adhesién en las células endoteliales y el reclutamiento de
células inflamatorias en el cerebro e inflitracién de neutrdéfilos. Especies reactivas del oxigeno y proteasas liberadas por los
leucocitos y células perivasculares activados causan estrés oxidativo que contribuye a la disrupcion de la BHE.

Se han descrito dos tipos de TH segun el tiempo de aparicién: temprana (si se producen en
las primeras 18-24 horas) y tardia (tras las 24 primeras horas). Los mecanismos implicados
en la disrupcidn de la BHE y la consecuente aparicién de TH son diferentes en cada caso.

Los mecanismos implicados en la TH temprana son principalmente el dafio en los capilares
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por las especies reactivas del oxigeno (eROS), la activacidn e infiltracién de leucocitos al
cerebro vy la liberacién de MMPs secretadas por los neutréfilos. En cambio, los implicados
en la TH tardia se relacionarian con las MMPs liberadas por diferentes tipos celulares de la
unidad neurovascular, la neuroinflamacion (microglia activada y infiltracion de monocitos
gue se convertiran en macrofagos) y mecanismos que se activan durante la remodelacion

vascular (Jickling et al., 2014) (Figura 4).

2.4.1. Disrupcidn de la BHE por r-tPA

Como se mostrara a continuacién, se han estudiado diferentes vias activadas por tPA
(enddgeno y exdgeno) en condiciones isquémicas y que contribuyen al dafo neuronal
(excitotoxicidad) y a la disrupcién de la BHE, la cual se caracteriza por ser una barrera fisico-
guimica y enzimatica que permite el transporte selectivo de sustancias (Figura 4). Ademas
de la BHE, la [dmina basal también previene de la extravasacion de compuestos celulares de
los capilares y arteriolas al parénquima. Tanto la isquemia cerebral como el r-tPA promueve
la expresion y liberacién de MMPs por parte de leucocitos activados por la inflamacidn, asi
como también por los diferentes tipos celulares de la unidad neurovascular tras el estado
de neuroinflamacién (lickling et al.,, 2014). De hecho, hay evidencias claras entre una
elevada concentracién de MMP-9 plasmatica y una subsecuente TH inducida por el r-tPA en
pacientes que han sufrido un ictus isquémico (Castellanos et al., 2003; Castellanos et al.,
2007; Montaner et al., 2001, 2003; Ning et al., 2006).En un modelo animal de isquemia
cerebral basado en la oclusiéon de la arteria cerebral media (MCAQO) también se ha
observado un incremento en la actividad y expresién de MMP9 tanto en plasma como en
tejido cerebral dando lugar a la disrupcion de la BHE vy la degradacién de la lamina basal

(Tsuji et al., 2005; Yepes et al., 2003) (Figura 4).

Muchos de los efectos tdxicos atribuidos al r-tPA se justifican por su entrada al cerebro a
través del receptor LRP1. Un incremento en la transcitosis mediada por la via tPA-LRP1 a
nivel endotelial se ha relacionado con un incremento en la permeabilidad y disrupcion de la
BHE tanto en condiciones isquémicas como fisioldgicas (Yepes et al., 2003; Popavarapu et
al., 2007; Benchenane et al., 2005). Algunos autores han propuesto que si durante la accién
del r-tPA los efectos de la isquemia se revierten rapido, el r-tPA permanece en el espacio
vascular y la BHE permanece intacta. Pero si las condiciones isquémicas se prolongan, y la
accion trombolitica es ineficiente, hay un riesgo de que el r-tPA atraviese la BHE via LRP1y
entre al parénquima encefdlico, incrementando la permeabilidad vascular y dafando la
unidad neurovascular (Adibhatla y Hatcher, 2008; Yepes et al., 2009), dando lugar a

complicaciones hemorragicas (Jickling et al., 2014).Ademas, la interaccion tPA-LRP1 da lugar
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a la activacién de la via NF-kB, lo que genera un incremento de la expresiéon y activacién de

MMPs (Suzuki et al., 2009) y del estrés oxidativo (Zhang et al., 2007).
2.4.2. Excitotoxicidad

Por otro lado, el r-tPA es capaz de activar el receptor N-Metil-D-Aspartato (rNMDA),
receptor de glutamato que es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro. Se ha
observado que a nivel neuronal el tPA puede interaccionar con la subunidad NR1 del
receptor NMDA y con su actividad proteolitica incrementa la excitotoxicidad de esta via
(Nicole et al., 2001). Tanto in vivo como in vitro, el tPA incrementa la entrada de calcio en
neuronas via rNMDA, contribuyendo a la neurotoxicidad en neuronas corticales y
excitotoxicidad en neuronas del hipocampo (Parcqg et al., 2012). Los efectos adversos del
tPA dependen de la forma del tPA (su conformacidn en una o dos cadenas), la dosis el tipo
de receptor que active con su actividad proteolitica, y el tipo neuronal donde actue (Parcq

et al., 2012; Chevilley et al., 2015).

2.4.3. Inflamacion periférica y neuroinflamacion: infiltracion de leucocitos

Al igual que se ha explicado en el capitulo 1 tras la hemorragia cerebral, en el ictus
isquémico se produce un estado de inflamacidon. Tanto la isquemia cerebral, tras la
administracién de r-tPA, como la reperfusidn, promueven un estado inflamatorio que se
inicia en la microcirculacion. Las células endoteliales, los astrocitos y la microglia se activan
por la liberacién de citoquinas sistémicas (TNF, IL-1, entre otras), que inician una respuesta
inflamatoria (Hallenbeck, 1996). Estas activan la cascada molecular que da lugar a una
segunda respuesta inflamatoria mas duradera mediada por otras citoquinas como IL-8 o IL-
6, quimioquinas y moléculas de adhesion celular en el endotelio vascular y leucocitos. Estos
mediadores inflamatorios producen efectos deletéreos sobre las proteinas ocluyentes (TJ,
Tight Junctions) (Huber et al., 2001a; 2001b) incrementando la permeabilidad de la BHE. De
nuevo, las MMPs juegan un papel importante tanto en el incremento de la permeabilidad
via protedlisis de la lamina basal y TJ, asi como en la infiltracién de neutrdéfilos (Rosell et al.,

2008) (Figura 4).

Por otro lado, el r-tPA puede regular genes relacionados con la respuesta inmune en
leucocitos. Se ha observado que el r-tPA incrementa la expresion de moléculas de adhesidn
endotelial como ICAM2, P-selectinas y E-selectinas en células del sistema inmune (Zhang et
al., 1999; Zhang et al., 2008), moléculas de adhesién intercelular (como ICAM2), proteina
inhibitoria de unidn al DNA (ID2),0 actinina (ACTN1) involucrados en la adhesion de células

inflamatorias, migraciéon y reclutamiento lJickiling et al., 2010. Por su parte, a nivel
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endotelial también se ha descrito un incremento de VAP-1 endotelial en pacientes con TH
asociada a r-tPA y de su forma soluble en plasma (Hernandez-Guillamon et al., 2010). Se
hipotetiza que el incremento en la expresion de estas moléculas de interaccién endotelio-
leucocito podria tener un papel relevante en la disrupcion de la BHE y podria estar asociado

a la aparicidn de TH debido al r-tPA (Figura 4).

En el caso concreto de los neutrdfilos, su activacion ocurre en las fases tempranas del ictus
isquémico y se ha visto que el r-tPA promueve la activacion de la expresidon de genes
implicados en su migracién, reclutamiento y adhesion al endotelio (como por ejemplo el
factor estimulante de macrdéfagos (CSF1, del inglés Colony stimulating factor 1), Annexina y
selectinas) (Jickling et al., 2010). El r-tPA también promueve la degranulacién de neutréfilos
(Cuadrado et al., 2008), liberando enzimas proteoliticas, como MMP9, para facilitar la
transmigracion de leucocitos a través de la BHE al cerebro, pudiendo contribuir a la

aparicién de TH (Justicia et. al., 2003; Gidday et al., 2005; Rosell et al., 2006) (Figura 4).

2.5. Biomarcadores de TH

En los ultimos afios, muchos autores han realizado estudios en busca de biomarcadores
plasmdticos para poder mejorar la eficacia del tratamiento trombolitico y pronosticar
posibles complicaciones hemorragicas. Como ya se ha descrito anteriormente, las MMPs
juegan un papel importante en la aparicidn de TH. Por ejemplo, diferentes estudios han
determinado que los valores basales de MMP-9 en plasma de pacientes con ictus isquémico
son un buen marcador prondstico de la aparicion de la TH tras el tratamiento trombolitico,
y se ha sugerido que la determinacién de sus niveles plasmaticos podria ser un biomarcador
prondstico antes de la administracion del r-tPA (Castellanos et al., 2003; Montaner et al.,
2003; Horstmann et al.,, 2003; Barr et al., 2010). Otros estudios han encontrado
asociaciones entre el riesgo de sufrir una TH y los niveles plasmaticos de moléculas
implicadas en la cascadad de coagulacién/fibrindlisis, como la fibronectina (Castellanos et
al., 2004; Castellanos et al., 2007), el fibrinégeno (Trouillas et al., 2004), el inhibidor de
fibrindlisis activable por trombina (TAFI) (Ribd et al., 2004), o el inhibidor del plasmindgeno
tisular (PAI-1) (Ribd et al., 2004); y moléculas relacionadas con la inflamacién o infiltracién
leucocitaria, como la proteina de adhesién vascular (VAP-1) (Hernandez-Guillamon et al.,
2010), S100B (Foerch et al., 2007), la Proteina C activada (APC) (Mendioroz et al., 2009), o
el factor de crecimiento derivado plaquetario (PDGF-CC) (Rodriguez-Gonzalez et al., 2013),
el cual regula la permeabilidad y integridad de la BHE tras la administracion de r-tPA (Su et
al., 2008). Aunque algunos de estos resultados son prometedores, ningin biomarcador se

ha llevado a la practica clinica hasta la fecha.
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Capitulo 3. Transporte de AB a través de la BHE

3.1. Depdsito de B-Amiloide cerebral

Como se ha comentado anteriormente, la acumulacion de péptido AP es el causante de la
degeneracion de los vasos y responsable de las HIC lobares en la mayoria de los casos de
AAC. Por otro lado, el depdsito de AB en el parénquima cerebral se asocia a la enfermedad

de Alzheimer (EA) (Yamada, 2000).

Como se ha descrito extensamente en el Capitulo 1, el término angiopatia cerebral amiloide
(AAC) describe un grupo heterogéneo de diversos desordenes bioquimicos y genéticos del
sistema nervioso central (Biffi y Greenberg, 2011), el cual se caracteriza por la acumulacién
de proteina amiloide, en la mayoria de los casos de péptido AR, en la pared de los vasos
corticales cerebrales y leptomeningeos, arteriolas, en algunos casos en capilares, vy
raramente en venas (Vinters, 1987). La acumulacién induce la degeneracion de las células
del musculo liso, produciendo cambios vasculopatogénicos, provocando la rotura del vaso

en los casos mas graves y la consiguiente aparicidon de una HIC (Yamada et al., 2015).

Por su parte, la EA es la enfermedad neurodegenerativa y la causa de demencia mds comun
en personas de edad avanzada (Selkoe, 1991). Se caracteriza por la acumulacién de AB
junto con otras proteinas formando placas seniles extracelulares y la formacion de ovillos
neurofibrilares intracelulares formados por la proteina tau hiperfosforilada en el
parénquima encefalico, lo que lleva al dafio y pérdida neuronal (Selkoe, 1991; LaFerla y

0ddo, 2005).

La prevalencia de la AAC en enfermos de EA es muy alta en comparacién con casos sin
demencia tipo EA (Kumar-Singh, 2008; Thal et al., 2008). En el estudio llevado a cabo por
Thal y sus colaboradores (2008), la prevalencia de AAC en pacientes sin demencia era de un
40% aproximadamente, pero en enfermos de Alzheimer, el 91% de los casos presentaban
AAC (Thal et al., 2008). A pesar de esto, la mayoria de pacientes diagnosticados con HIC-
AAC no tienen sintomas preexistentes de EA (Greenberg et al., 1996; Mandybur, 1986;
Vinters, 1987; Smith et al.,, 2004) y tan sélo una minoria de enfermos de EA presenta

hemorragias que se asocian a una AAC en estado avanzado (Ellis et al., 1996).

3.1.1. Péptido Beta-amiloide (AB)
El péptido Beta-amiloide (AB) es un péptido derivado del procesamiento de la proteina

precursora amiloide (APP). Aunque se desconoce exactamente las funciones fisioldgicas del
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APP, se ha observado que participa en diferentes procesos, como la adhesién entre células
y la matriz extracelular (Mattson, 1997) o la o la migracién de precursores neuronales

durante el desarrollo cerebral (Young-Pearse et al., 2007). En condiciones fisiolégicas, la

APP es cortada primero por la a-secretasa y posteriormente por el complejo Y-secretasa,

formado por Presenilina 1 y 2, nicastrina, APH-1 (anterior pharynx-defective-a) y PEN-2
(presenilina enhancer 2) (Edbauer et al., 2003). La via alternativa amiloidogénica consiste en

que la APP es cortada por la enzima B-secretasa (BACE-1) (Vassar et al., 1999) vy

seguidamente por la Y-secretasa (Selkoe, 1998). De este Ultimo procesamiento de APP se

generan péptidos AB con diferentes longitudes, siendo la formas mayoritarias de 40 y 42
aminodcidos, este ultimo mostrando mas téxicidad y mayor capacidad de agregacion in

vitro (Selkoe et al., 2001; Fisher et al., 2013; Gu y Guo, 2013). (Figura 5).
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Figura 5 Representacion esquematica del procesamiento del gen APP y secuencia del péptido AB4o y 42.
Las flechas indican las posiciones donde actuan las proteasas B-, a- y y-secretasa, y las principales mutaciones
en el segmento génico de AR causantes de las principales formas de AAC hereditarias. Tm=dominio
transmembrana. (Adaptacion de Kumar-Singh, 2009)

Por razones aun desconocidas, el AB(1-42) es el principal componente de las placas seniles
en el parénquima cerebral en EA, y por el contrario, el AB(1-40) lo es en la pared de los
vasos en casos de AAC (Attems, 2005). En ambos casos, los mondmeros solubles de AP se

unen para formar oligémeros y fibras insolubles (Walsh y Selkoe, 2007).

A nivel vascular, diferentes estudios han mostrado que el péptido AB en su forma soluble
causa una reactividad vascular anormal. La exposicion de AB a vasos normales ex vivo causa
una vasoconstriccion endotelial dependiente del péptido (Thomas et al., 1996; Towsend et
al., 2002). In vivo, tras el tratamiento con el péptido AB(1-40) en el neocortex de ratdn se

observé vasoconstriccidon (Niwa et al., 2000), y en un modelo animal de AAC y EA en fases
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tempranas de edad (con ausencia de acumulacion amiloide cerebral), se observé una
reduccion en el flujo sanguineo (Niwa et al., 2002a; Niwa et al., 2002b). Estos efectos en la
disfuncidon endotelial inducida por AB se han relacionado con la formacién de radicales
libres de oxigeno (Thomas et al., 1996) por las enzimas NAPDH oxidasas (Park et al., 2005).
Ademas, se ha observado que las fibras de AP incrementan la permeabilidad in vitro
(Nagagbabu et al., 2009) y producen respuestas proinflamatorias, proapoptéticas y
proangiogénicas en las células endoteliales (Dickstein et al., 2006), lo que llevaria a la

disrupcién de la BHE.

3.1.2. Sintesis AB

El origen del AB en la AAC vy la EA, y el mecanismo por el cual se deposita en el cerebro, no
esta del todo claro. La teoria mas aceptada se basa en el origen neuronal del AB (Herzig et
al., 2006), ya que estudios en animales transgénicos demuestran que la expresion especifica
de APP mutado a nivel neuronal causa depodsitos extracelulares de AP insoluble en
parénquima y vasos cerebrales (Sturchler-Pierrat et al., 1997; Calhoun et al., 1999). En el
caso de la AAC, también se ha propuesto que las células del musculo liso de arterias
cerebrales podrian contribuir a la produccidn el péptido AB cerebral (Wisniewski et al.,

1995).

Fisiolégicamente los niveles que se producen del péptido AB son eliminados del cerebro por
diferentes vias. En las formas de AAC o EA familiares, con un componente genético (con
mutaciones puntuales en los genes APP, PS1 o PS2), los niveles de AP producidos a nivel
cerebral se encuentran incrementados (Hardy y Selkoe, 2002). En cambio, en casos de EA o
AAC esporadico, se cree que la acumulacion de AR cerebral se produce por un deficiencia
en los mecanismos que permiten su salida del cerebro, mds que de su excesiva produccion

(Mawuenyega et al., 2010).

3.1.3 Eliminacion de AB cerebral

El péptido AB es producido principalmente por las neuronas y se libera al liquido intersticial
cerebral. Los mecanismos de acumulacién cerebral de AP vy la eficiencia con la que se
elimina del fluido intersticial estan regulados principalmente por cuatro mecanismos: 1)
endocitosis intracelular, 2) degradacién enzimatica, 3) por drenaje perivascular hacia LCR vy,

4) eliminacion al torrente sanguineo (Figura 6).
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Figura 6 Sistemas de eliminacidn de AP en cerebro. El AB producido por las neuronas se difunde por
el fluido intersticial cerebral. Este puede ser eliminado por protedlisis enzimatica, por endocitosis
celular o por transporte, mediante el drenaje perivascular y eliminacion por el LCR, y a través de la
BHE al torrente sanguineo.

En primer lugar, el material amiloide se elimina por endocitosis intracelular, principalmente
por parte de astrocitos o células de la microglia (Schenk etal., 1999; Wyss-Coray et al.,
2003). Ademas, el péptido AR se puede catabolizar por degradacidon enzimatica,
principalmente las proteasas implicadas son la neprilisina (Kanemitsu et al., 2003), que
degrada mondmeros y oligdmeros de AB, y la enzima degradadora de insulina (IDE) (Farris
et al., 2003), capaz de degradar s6lo mondmeros. Otras enzimas como MMP2 y 9 (Roher et
al., 1994; Yan et al., 2006; Miners et al., 2008; Hernandez-Guillamon et al., 2010) y plasmina
(Tucker et al., et al., 2000; Miners et al., 2008) también se ha descrito que contribuyen a la
degradacion enzimatica de los pépidos AB, lo cual permite la regulacién de los niveles
basales y evitan su agregacion. Sin embargo, las vias mas importantes en la eliminacion del
péptido AP se basan en su transporte a dos niveles: mediante el drenaje perivascular al LCR
(Weller et al., 1998), o al torrente sanguineo a través de la BHE mediante el transporte

especifico a través de receptores (Figura 6).

En esta tesis, nos hemos centrado en el estudio de algunos de los mecanismos implicados

en el transporte del péptido AB (1-40) mediante un modelo experimental in vitro de BHE.
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3.2. La barrera hematoencefilica

Los principales componentes que forman la BHE son las células endoteliales, la [dmina
basal, los pericitos y astrocitos. A diferencia de los capilares periféricos, los capilares
cerebrales presentan una baja permeabilidad a substancias no solubles o liposolubles y de
alto peso molecular, asi como un transporte altamente especifico (Figura 7). A continuacién

se describira mas detalladamente estas caracteristicas.

Capilar periférico Capilar cerebral (BHE)
Alta actividad

endocitica Baja permeabilidad

# Transporte especifico

Fenestra il
Lamina
basal

Ausencia TJ/AD
(Alta permebilidad)

Fenestra
(Alta permeabidad)

Figura 7 Diferencias en la estructura de un capilar periférico y cerebral. A la izquierda se muestra el
capilar periférico, con presencia de fenestras y espacios intercelulares entre las células endoteliales que lo
forman. Esta estructura permite un incremento en la permeabilidad y el transporte de substancias. A la
derecha, la representaciéon de la BHE, con las células endoteliales ancladas a la ldmina basal, unidas entre
ellas por proteinas ocluyentes y adherentes, y en estrecho contacto con pericitos y podocitos de
astrocitos. Estas caracteristicas estructurales conceden a la BHE una baja permeabilidad a substancia de
alto peso molecular y transporte especifico mediado por receptor.

Las células endoteliales de la vasculatura cerebral tienen como funcién comun a las células
endoteliales de los érganos sistémicos la homeostasis, regulacion del riego sanguineo y la
regulacion de la transmigracion leucocitaria. Sin embargo, las células endoteliales
cerebrales difieren de las otras en: 1) la presencia de una continua expresién de proteinas
tipo TJ (ocludinas y claudinas) y adherentes (AJ, Adheren Junctions) que confieren una baja
permeabilidad paracelular hidrofilica, dando lugar a una restriccién del transporte y
limitando el proceso de endocitosis; 2) la ausencia de fenestraciones; 3) una alta expresién
de transportadores especificos que hacen que el transporte a través de la barrera sea
altamente especifico; 4) la presencia de enzimas metabolizantes (Cecchelli et al., 1999;

Cecchelli et al., 2007).
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Las células endoteliales de la microvasculatura cerebral tienen una alta resistencia eléctrica,
una baja actividad pinocitica y una relacién mitocondria/citoplasma alta debido a la elevada
actividad metabdlica (Oldendorf et al., 1977; Abbott et al., 2002; Abbott et al., 2006).
Dichas células presentan una polaridad estructural y funcional entre su membrana
plasmatica luminal (cara apical o plasmatica) y abluminal (cara basolateral o cerebral), en lo
que refiere a proteinas de unidn estrecha (TJ y AD), transportadores y enzimas, lo cual

contribuye al correcto funcionamiento de la BHE.

Las TJ y AD son proteinas transmembrana que interaccionan con proteinas de las células
adyacentes y ocluyen la ruta paracelular y restringen el proceso de transcitosis. Pero
ademads, también existe una barrera enzimatica capaz de restringir la entrada de
compuestos sanguineos mediante su metabolismo. Tal metabolismo puede degradar
compuestos neuroactivos, asi como también facilitar su eliminacién de cerebro a sangre,
convirtiéndolos en substratos para los transportadores de eflujo de la BHE. Esta barrera
estd constituida por la gamma-glutamil transpeptidasa, la fosfatasa alcalina, la
descarboxilasa de aminodacidos aromaticos, el citocromo P450, entre otras enzimas que
estdn en alta concentracién en la microvasculatura cerebral en comparacidén con la

microvasculatura de otras regiones (Pardridge, 2005).

Subyacente a las células endoteliales polarizadas, se encuentra la membrana basal,
constituida fundamentalmente por lamininas, coldgeno tipo IV y hepardn sulfato
(Engelhardt & Sorokin, 2009). Las lamininas son glicoproteinas capaces de interaccionar con
receptores presentes en distintos tipos celulares como células endoteliales, astrocitos o
pericitos (Engelhardt & Sorokin, 2009). Las células endoteliales se anclan a la ldmina basal,
la cual influye en la expresién de las TJ (Tilling et al., 1998) y tiene un papel crucial en el

mantenimiento de la BHE.

En cuanto a los otros componentes celulares de la BHE, cabe destacar la presencia de los
pericitos y astrocitos. Los pericitos son células morfolégicamente, bioquimicamente y
fisiolégicamente muy heterogéneas, que rodean y envuelven a las células endoteliales,
localizados predominantemente en capilares y escasamente distribuidos en vénulas y
arteriolas. Si bien estan presentes en la mayoria de los tejidos del organismo, la densidad
de pericitos se estima que es mayor en la retina y en el cerebro respecto a otros érganos
(Frank et al., 1987; Shepro & Morel, 1993). Algunas funciones que se les han atribuido son:
la regulacién de la proliferacién y diferenciacion endotelial; sintetizar y secretar gran

variedad de agonistas autoreguladores vasoactivos; sintetizar y liberar constituyentes de la
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membrana basal y matriz extracelular (coldgeno tipo IV, glicosaminoglicanos y laminina);
sintetizar y liberar factores de crecimiento y moléculas capaces de regular la permeabilidad,
la maduracién y estabilidad vascular, y la angiogénesis (Shepro & Morel, 1993; Lai y Kuo,

2005; Dore-Duffy, 2008).

Por ultimo, los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC y recubren mas del
99% de la superficie capilar (Hawkins y Davis, 2005). Son células estrelladas con multiples y
finas prolongaciones con caracteristicas propias segun su localizacion. Los astrocitos son
células polarizadas, debido a su localizacion estratégica, y son esenciales en el
acoplamiento entre la actividad neuronal y el flujo sanguineo (Abbott et al., 2006). Los
podocitos o pies terminales de los astrocitos recubren casi la totalidad de la superficie
capilar y estan en estrecho contacto con células endoteliales y pericitos. Muchos trabajos
aportan evidencias acerca del papel de los astrocitos en la induccién y mantenimiento de la
BHE (Haseloff et al., 2003; Abbott et al., 2002; Abbott et al., 2006). Asi, los astrocitos
pueden liberar varios factores importantes en la induccién y mantenimiento de la BHE,
como el TGF-f y el factor neurotréfico derivado de glia (GDNF, Glial-Derived Neurotrophic
Factor) que son importantes para la formacién de uniones ocluyentes en células

endoteliales cultivadas (Abbott et al., 2002; Abbott et al., 2006; Haseloff et al., 2003).

3.3. Transporte de AP a nivel de BHE

La eliminacion del péptido AB a través de la BHE estd influenciada principalmente por la
expresion de los receptores endoteliales LRP1 (Zlokovic et al., 2010) y LRP2 (Marzolo y
Farfan, 2011; Stanimirovic y Friedman, 2012) implicados en el eflujo (eliminacion) de
cerebro a sangre; y el receptor RAGE implicado en el influjo (entrada) de sangre al cerebro
(Deane et al., 2003). También se ha descrito que la expresidn y actividad de proteinas de la
familia de transportadores ABC y la bomba de eflujo Pg-P (del inglés, permeability
glycoprotein) o el receptor LRP8 (Stanimirovic y Friedman, 2012) podrian modular el
transporte de AP a través de la BHE. Ademas, las proteinas transportadoras de AB, como las
Apolipoproteinas E (ApoE) y J (Apol) (Zlokovic et al., 1996; Calero et al., 2009; Bu, 2009)
podrian intervenir en el transporte polarizado de los péptidos a través de los capilares

cerebrales (Figura 8).
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Figura 8 Esquema representativo del transporte de AB a nivel de BHE. La entrada de AP (de sangre al
cerebro) estd mediada principalmente por el receptor RAGE. Su salida, de cerebro a sangre, esta
basicamente mediado por el receptor LRP1 y LRP2 (por la formacion del complejo AB-Apol). Por via LRPS,
AB es transportado en forma libre o unido a ApoE2y3. Inmunocomplejos formados con AB, pueden ser
eliminados por transcitosis via FcCRn o LRP1. A nivel sistémico, AR puede unirse a las formas solubles de
RAGE, LRP1, al componente P sérico (SAP) y es transportado hasta el rifién y higado donde se cataboliza.
BBB, del inglés Blood Brain Barrier=BHE. (Adaptado de Stanimirovic y Friedman, 2012)

RAGE es un receptor multiligando de la familia de las inmunoglobulinas (Neeper et al.,
1992:), expresado en diferentes tipos celulares cerebrales como células endoteliales,
pericitos, neuronas, glia y células del musculo liso vascular (Yan et al., 1996; Yan et al.,
2010; Sturchler et al.,, 2008). La interaccion de RAGE con sus ligandos, como son
mondmeros o oligdmeros de AB, activa diferentes vias de transduccion que dan lugar a un
incremento del estrés celular en la EA (Bierhaus et al., 2005; Smichdt et al., 2009. Por otro
lado, mediante el procesamiento proteolitico, se puede formar la forma soluble sRAGE
excretada en el torrente sanguineo, que se cree que contribuiria a la eliminacion sistémica
(teoria “sink”) de AB (Zlokovic et al., 2003; Tarasoff-Conway et al., 2015). Como hemos
mencionado, a nivel de la BHE, actia como receptor en el proceso de influjo de AB
circulante al cerebro. Este proceso provoca por un lado una activacién endotelial y una
respuesta neuroinflamatoria (Deane et al., 2003) y, por otro, desencadena una sefializacion
celular que lidera el trafico de monocitos a través de la BHE (Giri et al., 2000). Dada la
activacion de vias moleculares relacionadas con el estrés oxidativo, celular e inflamacién
activadas por RAGE a nivel de BHE, glia y neuronas, y su incremento de expresion a nivel

vascular en condiciones patolégicas en la EA (Yan et al., 1996; Deane et al., 2003), se ha
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postulado la inhibicién de RAGE como una diana terapéutica para prevenir el acumulo de

AB cerebral en esta enfermedad (Deane et al., 2003; Webster et al., 2012).

El LRP1 es un receptor de la familia de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), con
diferentes funciones entre las cuales estd la regulacién del metabolismo del colesterol y
lipoproteinas, coagulacién, transmisién sinaptica, trafico y metabolismo de APP vy
eliminaciéon de AR cerebral (Herz, 2001; Herz y Strickland, 2001; Herz et al., 2009). Se
expresa en la mayoria de células de la unidad neurovascular: células endoteliales, células
del musculo liso vascular cerebral, pericitos, astrocitos y neuronas (Herz y Bock, 2002). LRP1
se encuentra en forma transmembrana o soluble en la circulacidn; la proteina
transmembrana consta de un dominio extracelular que une a sus ligandos y otro
citoplasmatico necesario para una rapida endocitosis de éstos (Deane et al., 2004; Li et al.,
2001). La expresion de LRP1 transmemebrana esta controlada a nivel transcripcional y
translacional por su dominio extracelular por protedlisis (Selvais et al., 2011) y la unién a
sus ligando puede ser bloqueada por la proteina RAP (del inglés, Receptor-associated
protein) (Hertz et al., 1991). Mediante protedlisis y bajo algunas condiciones, se produce la
forma soluble. Esta es secretada a plasma y conserva los dominios de unién a los ligandos,
por lo que permite intervenir en procesos de eliminacién de sus ligandos a nivel sistémico

(Quinn et al., 1997).

Algunos estudios muestran como LRP1 transporta AP a través de la BHE, incluyendo AB en
forma libre (Deane et al., 2004; Shibata el al., 2000) y ApoE2/E3 lipidada o no lipidada en
forma libre o en forma de complejo con AR (Deane et al., 2008). Asi, mediante la inyeccidn
intracerebral de AB en ratdn o en un modelo animal de EA (Tg-2576: sobreexpresion de APP
de origen neuronal), se ha demostrado que LRP1 estd expresado en el espacio abluminal
endotelial (cara basolateral) y es el receptor principal implicado en la eliminacién rapida de
AB cerebral al torrente sanguineo (Deane et al., 2004; Deane et al., 2008; Shibata el al.,
2000; Bell et al., 2007; Ito et al., 2006). Por su parte, algunos estudios han demostrado que
la expresion de LRP1 a nivel vascular disminuye con la edad, con la EA o en AAC en
humanos (Kang et al., 2000; Shibata et al., 2000; Bading et al., 2002; Deane et al., 2004;
Donahue et al., 2006; Bell y Zlockovic, 2009), siendo una de las causas de la acumulacion

parenquimal/vascular de AB en estos pacientes (Deane et al., 2004; Donahue et al., 2006).

El tercer receptor a destacar es el LRP2, también conocido como Megalin. Es un receptor
transmembrana que pertenece al grupo del los receptores LDL y une diferentes ligandos,

entre ellos ApoE o ApoJ (Willmow et al., 1992; Marzolo y Farfan, 2011; Spuch et al., 2012;),
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RAP (Bu y Marzolo, 2000), entre otros. La expresion de LPR2 esta altamente restringida en
el epitelio de los diferentes drganos y tejidos, sobretodo expresada en la cara apical
(Marzolo y Farfan, 2011). Audna si, también se ha descrito que la localizacién de LRP2 en la
cara apical o basolateral dependerd de la unién de algunos ligandos o condiciones en el
medio (Marzolo et al., 2003; Marzolo y Farfan, 2011). En el SNC, se expresa en neuronas,
astrocitos, en células endoteliales que forman la BHE y en el epitelio del plexo coroideo que
forma la barrera entre sangre y LCR (B-CSFB, Blood-cerebrospinal fluid barrier) (Spuch and
Navarro, 2010; Spuch et al., 2012a). Asi, Megalin jugaria un papel muy importante a nivel
de BHE y B-CSFB en la eliminacion de AB de cerebro a sangre (transporte de eflujo cerebral)
en la EA (Spuch and Navarro, 2010a;b). De hecho, en pacientes de EA se ha determinado
gue los niveles de LRP2 en ambas barreras se encuentran disminuidos (Zlokovic et al., 1996;
Spuch y Navaroo, 2010b). A nivel genético, se determind que un SNP en el gen LRP2
confiere un riesgo a la aparicidon de EA (Vagas et al., 2010). Por todo ello, LRP2 podria tener

un uso terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas (Spuch y Navarro, 2010b).

3.3.1. Apolipoproteinas (ApoE, Apol y ApoA-l) y su relacion con el transporte vy
metabolismo de AB

Como ya hemos mencionado, la rdpida formacién de fibras amiloideas y la alta insolubilidad
y toxicidad de éstas, hace que las proteinas que son capaces de unirse al péptido AB, evitar
su agregacion y modular su transporte pueden ser potentes enfoques terapéuticos para las
enfermedades amiloidogénicas. En este sentido, como veremos en esta seccidn, existe una
creciente evidencia de que las apolipoproteinas estdn implicadas en la fibrilogénesis y
transporte de AB a nivel cerebral. Las apolipoprotéinas son las proteinas que forman las
lipoproteinas y son requeridas para solubilizar los lipidos no solubles para ser transportados
y reconocidos por sus receptores especificos. Las lipoproteinas estan compuestas por un
corazdn lipidico (no polar), triglicéridos y colesterol esterificado, y su superficie esta
formada por una monocapa de apolipoproteinas, fosfolipidos y colesterol no-esterificado.
Existen muchas apolipoproteinas, de las cuales la ApoE, ApoJ y ApoA-l han sido
relacionadas con el transporte, la eliminacion y/o el proceso de agregacion del péptido AB

(Mahley y Rall, 2000; Ladu et al., 2000).

A pesar del gran interés puesto en el estudio de la ApoE en el contexto de la B-amiloidosis
cerebral, no esta claro del todo su papel en el desarrollo de la EA y AAC. En estudios in
vitro, por ejemplo, se ha demostrado que la ApoE promueve la fibrilacién de AB42 y AB40,
siendo la isoforma ApoE4 la mas pro-fibrilogénica (Wisniewski et al., 1994). En modelos

animales transgénicos para APP, se ha observado que una deleccion de este gen evita el
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desarrollo de AAC y la apariciéon de HIC (Holtzman et al., 2000; Fryer et al., 2003), como
también reduce los depdsitos vasculares y retrasa la edad de aparicion de placas
parenquimales, en comparacién a ratones que expresan ApoE segun la isoforma
(ApoE4>ApoE3>ApoE2) (Fryer et al., 2005; Bales et al.,, 2009). Se ha propuesto que las
interacciones fisicas ApoE-AR influyen en el metabolismo/eliminacién del péptido. A nivel
de transporte, se ha observado que las isoformas ApoE2 y 3 pueden ser eliminadas a nivel
cerebral, en forma libre o en complejo con AB (Grinberg y Thal, 2010), al espacio
perivascular o a través de la BHE mediante los receptores LRP1 (Deane et al., 2008), LRP2
(Marzolo et al., 2011; Spuch y Navarro 2010) y LRP8 (Stanimirovic y Friedman, 2012). En
modelos de BHE in vitro, se ha visto que la eliminaciéon AB es dosi e isoforma dependiente;
dosis altas y la isoforma ApoE4 restringen el transporte (Bachmeier et al., 2010), asi como
si la proteina se encuentra lipidada o no (Bell et al., 2007). Por el contrario, un estudio mas
reciente ha puesto de manifiesto que la interacciéon de ApoE-AB es minima en condiciones
fisiolégicas en solucion o en el LCR humano y que la regulacién del metabolismo de AB por
ApoE vendria dada por la competicion entre ellos por el receptor LRP1 en astrocitos

(Verghese et al., 2013).

Por su parte, la Apol (también conocida como Clusterin) es una chaperona que esta
asociada a lipidos. A nivel cerebral, se expresa principalmente en neuronas y astrocitos
(Charnay et al., 2008). En el contexto de enfermedades con un acumulo de AP cerebral,
Apol se ha encontrado unida al péptido AB en plasma (Koudinov et al., 1998), LCR (Yang et
al.,, 2015), en placas seniles en cerebros de pacientes con EA, asi como en los vasos
cerebrales en casos de AAC (Matsubara et al., 1996) Su implicacién con la EA se enfatizd
cuando se describié que varios SNPs en el correspondiente gen CLU se asociaban con el
riesgo a padecer la enfermedad (Lambert et al., 2009). Aunque los alelos de riesgo de estas
variants génicas se han asociado a niveles mas bajos de proteina ApolJ plasmadtica
(Schirmann et al., 2011), cdmo estos SNPs suponen un factor de riesgo de la EA auin no esta
del todo esclarecido. Se ha observado que altos niveles de ApolJ en plasma estan asociados
con mayor severidad y prevalencia de EA (Schrijvers et al., 2011). En el caso de pacientes
con probable o posible AAC, nuestro grupo ha descrito un ligero incremento de sus niveles
plasmaticos en comparacidn con pacientes con EA o controles (Montafiola et al., 2015). Por
otro lado, en estudios en modelos animales transgénicos para APP, se observé que la
ausencia de Apol reducia las placas fibrilares, sin alterar la carga total de AP cerebral
(DeMattos et al. 2002,2004). Por el contario, en un modelo de ratén deficiente para ApoE,

la supresion de la expresién de ApolJ se asocid a una reduccién en la edad de inicio en el
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desarrollo de la enfermedad, asi como un incremento notable en la acumulacidon de AR
(DeMattos et al. 2004). En estudios in vitro, se ha observado que ApolJ inhibe la agregacion
y toxicidad de AB uniéndose a él (Ghiso et al., 1993; Paula-Lima et al., 2009) y lo protege de
la degradacion proteolitica (Matsubara et al. 1995). Sin embargo, la ratio Apol/ AR
oligomérico parece ser crucial para la inhibicidn de la formaciéon de fibras amiloides
(Yerbury et al., 2007). Por otro lado, ApoJ no sélo se ha relacionado con el transporte AB
periférico, sino también con la eliminacion de AB a través de la BHE. Se ha propuesto que
los complejos ApoJ-AB mejorarian la eficiencia de la eliminacidn cerebral del péptido
principalmente mediante su transporte a través de la BHE (Bell et al.,, 2007). Como ya
hemos comentado, se ha demostrado que el complejo Apol-AB40 es permeable a través del
receptor LRP2, tanto en la entrada (Zlokovic et al., 1996) como en la salida (Bell et al., 2007)

del cerebro.

Por ultimo, la ApoAl es la apolipoproteina menos estudiada en el contexto del SNC y su
relacion con la EA y AAC. Aunque el rol de ApoA1l en el sistema periférico y enfermedades
cardiovasculares ha sido extensamente examinado, existen pocos estudios dirigidos a las
enfermedades cerebrovasculares. ApoAl es el componente principal de las HDLs (High
Density Lipoprotein) en plasma, implicada en el transporte de colesterol de los tejidos
periféricos al higado y rifiones. Aunque ApoAl es sintetizada principalmente por el higado,
a nivel cerebral, se ha encontrado en LCR y co-localizada en las placas seniles en EA (Harr et
al., 1996). El origen de la ApoA1l cerebral aiin no estd del todo claro, aunque se ha sugerido
gue podria ser sintetizada por células endoteliales cerebrales (Gosselet et al., 2009; Mdckel
et al., 1996) o podria provenir de la sangre cruzando la BHE (Stukas et al., 2014). Hay
algunos estudios que han resaltado el papel que juegan las HDLs y la ApoA1l en patologias
asociadas al depdsito de AP cerebral. En estudios clinicos, se ha reportado que los
pacientes con EA presentaban niveles plasmaticos de ApoAl mas bajos (Kawano et al.,
1995; Saczynski et al., 2007), y se ha propuesto que SNPs en el gen ApoAl podrian ser un
factor de riesgo de EA (Vollbach et al., 2005). Por otro lado, in vitro, se ha observado que la
unién de ApoAl - AB conduce a la reduccién de la toxicidad y agregacién del péptido
(Koldamova et al, 2001). Ademas, estudios utilizando animales modificados
genéticamente, han descrito que la deleccion de ApoAl en un modelo experimental de EA
lleva a un empeoramiento del déficit cognitivo, y aunque no altera la carga total de AB
(Fagan et al., 2004), la ratio AB40:42 incrementa dando lugar a la acumulacion vascular y la
aparicion de AAC (Lefterov et al., 2010). A su vez, la sobreexpresion de ApoAl en estos

modelos, mejora el estado cognitivo de los animales, sin observarse cambios en el nimero
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o densidad de placas parenquimales, pero con una reduccién significativa del Ap vascular
(Lewis et al., 2010). De este modo, estos estudios asocian la ApoA1l plasmatica con la carga
vascular amiloide y la inflamacidn asociada a la AAC. De hecho, nuestro grupo ha
demostrado que niveles de ApoAl periféricos se correlacionan especificamente con los
niveles de péptido AB(1-40) en pacientes AAC, lo que sugiere que ApoAl actuaria como

transportador fisiolégico de AB(1-40) en plasma (Montafiola et al., 2015).
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Objetivo general:

Las diferencias fisiopatoldgicas existentes segun el tipo y la etiologia del ictus condicionan la
expresién de diferentes proteinas, tanto a nivel cerebral como a nivel sistémico. Estas
moléculas pueden tener utilidad clinica como biomarcadores para un mejor diagndstico y
prondstico de la enfermedad, y podrian considerarse nuevas dianas terapéuticas y/o ayudar a
esclarecer los procesos patoldgicos subyacentes. Por ello, el objetivo global de esta tesis es
identificar nuevas proteinas implicadas en la fisiopatologia de la hemorragia cerebral y

determinar su relevancia mediante el estudio funcional en diferentes modelos experimentales.

Objetivos especificos:

1. Busqueda sistemdtica y construccién de una pagina web que recoja informacién actualizada
sobre biomarcadores en el ictus hemorrdgico, y en particular sobre biomarcadores que

permitan diferenciar el ictus isquémico del hemorragico.

2. Identificacidon de proteinas implicadas en la fisiopatologia de la hemorragia intracerebral
primaria segun su etiologia mediante el screening masivo de transcritos diferencialmente
expresados en células sanguineas de pacientes con una HIC de origen hipertensivo o

diagnosticados de probable Angiopatia Amiloide Cerebral (AAC).

3. Identificacidon de moléculas implicadas en los efectos deletéreos sobre el endotelio cerebral
inducidos por el tratamiento con Activador Tisular del Plasminégeno recombinante (r-tPA):
subestudio funcional de una proteina candidata en modelos experimentales de isquemia
cerebral y valoracién de su implicacion clinica mediante la determinacion de sus niveles
plasmaticos en pacientes con ictus isquémico agudo y transformacidon hemorragica tras el

tratamiento trombolitico.

4. Estudio de la modulacion del transporte del péptido beta—amiloide(1-40) por las
apolipoproteinas Apol y ApoAl recombinantes humanas en un modelo in vitro de barrera
hematoencefalica, como paradigma pre-clinico para disefar futuras estrategias

terapéuticas para la AAC y la beta-amiloidosis cerebral.
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Background: Intracerebral hemorrhage (ICH) is a devastating form of stroke and
depending on the underlying cause, primary ICH is mainly caused by hyperten-
sion (HTN-ICH) or cerebral amyloid angiopathy (CAA-ICH). Currently, neuroimaging
markers are required to identify the pattern for each etiology. The discovery of
new biomarkers to improve the management of this pathology is therefore
needed. Methods: A microarray analysis was carried out to analyze gene
expression differences in blood samples from patients (>1.5 months since
the last ICH event) who suffered a CAA-ICH and HTN-ICH, and controls. The
results were replicated by quantitative polymerase chain reaction and the
plasma protein level of the best candidate was measured with enzyme-linked
immunosorbent assay. Results: The microarray analysis and the validation study
revealed an increase in Golgin A8 Family, Member A (GOLGA8A) mRNA and
protein levels in ICH cases compared to controls (P <.01), although no differ-
ences were found between specific ICH etiologies. GOLGAS8A plasma levels were
also associated with the presence of multiple hemorrhages (P < .05). Conclusions:
The GOLGASA level was increased in the blood of patients who suffered a primary
ICH. We did not, however, find any candidate biomarker that distinguished CAA-
ICH from HTN-ICH. The role of GOLGAS8A in this fatal disorder has yet
to be determined. Keywords: Intracerebral hemorrhage—stroke—biomarker—
cerebral amyloid angiopathy—hypertensive-related hemorrhage—microarray
analysis.
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Introduction

Primary intracerebral hemorrhage (ICH) accounts for
10%-15% of all strokes and is associated with poor func-
tional outcome and higher morbidity and mortality rates
than ischemic stroke. Currently, no effective treatment exists
for ICH; the medical care given in the stroke unit is there-
fore a determining factor that influences its morbidity and
mortality.'

Primary ICH is mainly caused either by hypertension
(HTN) or cerebral amyloid angiopathy (CAA). Typical-
ly, CAA-related ICH can be distinguished from HTN-
related ICH by computed tomography (CT) and magnetic
resonance imaging. Whereas HTN is the leading risk factor
for ICH-related bleeding in deep areas of the brain,? the
localization of CAA-associated hemorrhages occurs most
commonly in the cerebral lobes.” Chronic HTN is the un-
derlying pathology that leads to HTN-ICH disease; it
induces degeneration of the walls of arteries and arte-
rioles, thereby promoting the formation of microaneurysms
and lipohyalinosis.*® By contrast, in CAA-ICH patholo-
gy, the deposition of amyloid protein within the walls
of the cerebral cortex and leptomeninges vessels® causes
a loss of smooth muscle cells in the tunica media, in-
ducing a vascular dilatation and fibrinoid necrosis in the
most affected vessels.*® The presence of recurrent
hemorrhages” and multiple lobar microbleeds® is more
prevalent in patients with CAA-related ICH than in pa-
tients with HTN-ICH.

Several studies have revealed an important role for in-
flammation in brain damage induced by ICH. The
activation of cell immunity and the release of inflamma-
tory cytokines are both known to contribute to ICH
pathogenesis.” The purpose of this study is to differen-
tiate between CAA-ICH and HTN-ICH based on
differences in gene expression in white blood cells. The
identification of molecules related to the etiology of primary
ICH will provide us with a better understanding of the
pathology and progress of ICH and will aid us in the
discovery of new molecular targets for future treatments.

Materials and Methods
Study Population

Patients older than 55 years who presented at Vall
d’Hebron Hospital between 2006 and 2012 and were
diagnosed with primary ICH were recruited during
their follow-up visit (at least 1.5 months after the ICH).
Patients who met the study criteria and who agreed to
participate were included (n=23). In those cases, a
detailed history of vascular risk factors and the number
of previous ICHs were registered for all cases. During
this follow-up visit, blood samples were collected for
biological analysis. ICH patients were followed for
51.1£36.2 months to detect recurrent ICH events. Control
participants included in the study were non-stroke
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volunteers matched by sex and age with ICH partici-
pants (n =11).

Diagnosis was made by CT scan on admission. Pa-
tients with clinical suspicion of CAA also underwent a
brain multiecho gradient echo T2-weighted imaging mag-
netic resonance imaging with CT angiography or magnetic
resonance angiography when appropriate. CAA-related
ICH (CAA-ICH) was defined as a lobar, cortical or cortico-
subcortical hemorrhage, in the absence of another cause
of hemorrhage, according to Boston criteria.'” When pa-
tients were hypertensive and the hemorrhage was detected
in deep areas (basal ganglia, thalamus, or brain stem),
the ICH was associated with a hypertensive vasculopathy
(HTN-ICH). HTN was defined in patients with a history
of HTN, who were under antihypertensive treatment or
had documented elevated blood pressure (systolic >140
or diastolic 290 mmHg) prior to ICH. Patients with an
ICH related to vascular malformation, impaired coagu-
lation or oral anticoagulant intake, traumatic brain injury,
and tumoral bleedings, and patients who underwent a
surgical procedure were all excluded. The modified Rankin
Scale score was recorded to assess functional outcome 3
months after the ICH onset. ICH residual cavity volume
in the chronic phase (at least 1.5 months after the last
ICH) was measured according to the validated formula
ABC/2,""'* where A and B represent the largest perpen-
dicular diameters through the hypodense area on the
CT scan, and C represents the thickness of ICH (the
number of 10-mm slices containing the hemorrhage). This
study was approved by the Ethics Committee of the
Vall d"Hebron Hospital, and informed and written consent
was acquired from all patients or their relatives and
controls.

Biological Samples

Plasma and RNA samples were extracted from whole
blood. Briefly, blood was drawn into EDTA-containing
tubes and centrifuged at 1500 g for 15 minutes at 4°C, ob-
taining plasma and white blood cells (buffy coat fraction)
samples. Plasma samples were frozen at —80°C until
needed. The buffy coat fraction was immediately mixed
with RNAlater (Ambion, Inc., Austin, TX) and samples
were frozen at —80°C until processed. RNA from white
blood cells was extracted using the RNAeasy kit (Qiagen,
Austin, TX), following manufacturer instructions. The
quality of the RNA was assessed using the Bioanalyzer
Nanochip platform (Agilent, Santa Clara, CA).

Microarray Analysis

Five patients from each group (CAA-ICH, HTN-ICH,
and non-stroke controls) balanced by sex and age were
included in the analysis. From total purified RNA, cDNA
was synthesized and biotin-labeled complementary cRNA
was synthesized from the cDNA. Gene expression pro-
files were obtained using a GeneChip® Human Exon 1.0
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ST Array (Affymetrix, Santa Clara, CA). All samples dem-
onstrated characteristics of high-quality cRNA and were
subjected to subsequent analysis. Raw expression values
were preprocessed using the RMA method, a 3-step process
that integrates background correction, normalization, and
summarization of probe values. The selection of differ-
entially expressed genes between conditions was based
on a linear model analysis with empirical Bayes mod-
eration of the variance. Transcripts selected as being
differentially expressed were clustered to look for common
patterns of expression. Hierarchical clustering was used
to form data into Venn diagrams and heat maps (color-
coded graphs with samples in columns and genes in rows).
Statistical analyses were performed using the language
R and the libraries were developed for microarray data
analysis by the Bioconductor Project (www.bioconductor
.org) of the Statistics and Bioinformatics Unit of the Vall
d’'Hebron Research Institute.

Quantitative Real-Time Polymerase Chain
Reaction (qRT-PCR)

A replication study was performed by qRT-PCR using
RNA samples from a new cohort of 18 patients also bal-
anced by sex and age. qRT-PCR reactions were run in
triplicate and analyzed using Applied Biosystems SDS
7900 system software (Applied Biosystems, Foster City,
CA). The results were normalized to peptidylprolyl isom-
erase A (Cyclophilin A, Hs99999904_m1) expression levels.
The data are expressed as a ratio of the relative quan-
tification (RQ) obtained using the Livak equation
RQ =2"P% and using the average expression of a cali-
brator sample. Candidate genes for the replication study
were selected according to the following criteria: (1) non-
adjusted P value less than .01; (2) LogFC > |£51, and
(3) functional relevance. The selected candidates were neural
precursor cell expressed, developmentally downregulated
8 (Hs00362398_m1), methionine sulfoxide reductase
A (Hs00737166_m1), GTP cyclohydrolase I feedback
regulator (Hs00193360_m1), zinc finger protein 211
(Hs01081444_m1), aminopeptidase-like 1 (Hs00226551_m1),
fructosamine 3 kinase (Hs00223368_m1), inositol
hexakisphosphate kinase 1 (Hs01051078_m1), RAB3A in-
teracting protein (Hs00223789_m1), Golgin A8 Family,
Member A (GOLGAS8A, Hs00367259_m1), chemokine (C-C
motif) receptor-like 2 (Hs00277231_m1), and ADAMTS-
like 4 (Hs00417524_m1).

Plasma GOLGA8A Determination

GOLGASA levels were measured in plasma samples
by enzyme-linked immunosorbent assay in 96-well
microtiter plates (USCN Life Science, Inc., Wuhan, China)
following manufacturer instructions. The mean intra-
assay coefficient of variation of duplicates was lower than
25%.

Statistical Analyses

Statistical analysis was conducted using the Statistical
Package for the Social Sciences software package v.17.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A normality test was per-
formed using the Kolmogorov-Smirnov or Shapiro—
Wilk tests. Statistical significance for intergroup differences
was assessed by the Student t-test, the Mann-Whitney
U-test, and the Kruskal-Wallis test, as appropriate. Cor-
relations were assessed by Pearson’s coefficient. The
association between GOLGASA levels and ICH recur-
rence was evaluated using a Kaplan-Meier curve (log-
rank test). The median was determined to establish the
cutoff of GOLGASA protein level. A P value less than
.05 was considered statistically significant. The data are
expressed as the mean and standard deviation or the
median and interquartile range.

Results
Microarray Analysis

A microarray study was performed to carry out a
genome-wide comparison aimed at finding transcripts dif-
ferentially regulated by the pathophysiology of the ICH.
All groups comprised 3 males and 2 females and the mean
age was not different between groups (75 £ 8.0 years in
CAA-ICH cases, 80 + 8.6 years in HTN-ICH, and 69 +7.6
years in controls). Figure 1, A shows the heat map diagram,
which represents the row data from the microarray anal-
ysis. We focused on those transcripts that displayed altered
levels of expression in one of the selected groups com-
pared to the rest. A total of 6 transcripts were found to
have altered expression in CAA-ICH cases (Group 1), 28
transcripts were differentially expressed in HTN-ICH cases
(Group 2), and 31 had altered expression in the control
group, compared to ICH cases independent of the eti-
ology (Group 3) (Fig 1, B). Supplemental Table S1 shows
the expression levels of all transcripts with differential
expression represented in the Venn diagram.

Among the 3 groups, a total of 11 genes were se-
lected for validation by qRT-PCR in a new patient cohort
(Table 1). Most of the gene expression differences between
groups found in the microarray analysis were not con-
firmed in the replication study. The only gene whose
expression levels were significantly different in HTN-
ICH patients compared to controls (P <.05) in both
experiments was GOLGASA.

GOLGASA Expression and Association with
ICH Occurrence

In contrast to what was found in the microarray anal-
ysis, GOLGAB8A transcript levels were increased in both
CAA-ICH and HTN-ICH cases, compared to controls, in
the replication study (RQ CAA-ICH =1.457 + 485, RQ
HTN-ICH =1.393 + .301, and RQ controls = .894 + .371;
P <.05), but no differences were found between etiologies
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Figure 1.

Row data from the microarray analysis and replication study. (A) Heat map and (B) Venn diagram represent the amount of genes differen-

tially expressed in each group. Group 1 is defined as transcripts with altered expression in samples from CAA-ICH patients; Group 2, in HTN-ICH
patients; and Group 3 combining both subtypes of ICH. Abbreviations: CAA, cerebral amyloid angiopathy; HTN, hypertension; ICH, intracerebral hemorrhage.

(Fig 2, A). Therefore, GOLGASA expression was re-
vealed to have an important association with ICH
occurrence (P <.01) (Fig 2, B). Indeed, GOLGAS8A ex-
pression was correlated with the number of total
hemorrhages and was expressed at an elevated level in
patients who suffered multiple ICHs (n = 5) compared to
controls (P <.05) (Fig 2, C).

Next, circulating GOLGA8A protein was evaluated.
Plasma levels showed the same profile described in the
gene expression study. A significant increase in GOLGASA
protein was found in ICH patients compared to con-
trols (1.16 [.04-3.35] ng/mL versus .00 [.00-.42] ng/mL,
P <.01), although CAA-ICH and HTN-ICH patients pre-
sented comparable levels (.85 [.00-5.53] ng/mL versus 1.79
[.20-3.06] ng/mL) (Fig 3, A,B). Patients who suffered mul-
tiple hemorrhages exhibited higher GOLGAS8A plasma
levels than controls (Fig 3, C) (1.79 [.20-3.06] ng/mL versus
.00 [.00-42] ng/mL, P <.05). Among these patients, 87.5%
were clinically diagnosed as CAA-ICH-related cases. In
this subgroup of patients, those who later suffered a second
hemorrhagic event presented a trend toward having higher
GOLGASA plasma levels (>4.004 ng/mL, P =.091)
(Fig 3, D).

In addition, in the subset of patients studied (n=17),
GOLGABSA gene expression and protein concentration were
significantly correlated (R =.664, P <.01). Demographic
characteristics and other clinical variables, such as the func-
tional outcome or the residual volume of the hematoma,
did not influence GOLGAS8A plasma levels (Table 2).

Discussion

Biochemical markers are a useful tool for determining
a diagnosis and prognosis for hemorrhagic stroke. They
can clarify and identify pathological mechanisms for a better
understanding of this disorder and they aid in the char-
acterization of the clinical severity, estimating the risk of
progression and long-term prognosis. Prevention strate-
gies that involve the use of biomarkers might help in the
management of this disease and in predicting the risk of
recurrent ICHs. In the recent years, some advances in the
ICH biomarker field have been noticed. The majority of
these findings are related to circulating markers that are
associated with a prognosis of hemorrhagic stroke," but
few of them address its original diagnosis. Most of these
studies describe biological changes in the blood during the
acute ICH phase in comparison to non-stroke controls. Some
of these molecules altered in ICH patients include MMP-9,"
osteopontin,® copeptin,'® leptin,” matrix Gla protein,” s-Fas,'
fetuin-A,"® or VAP1 (Vascular Adhesion Protein 1) / SSAO
(Semicarbazide Sensitive Amine Oxidase) activity,' among
others. On the other hand, different candidates have been
proposed to differentiate stroke subtypes, such us glial fi-
brillary acidic protein,® S100 calcium-binding protein
B/receptor for advanced glycation end products pathway,”
or the high-sensitivity C-reactive protein.”

Our main goal in the present study was to identify
potential biological markers that will allow for the dif-
ferentiation of the 2 main ICH etiologies that are prevalent
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Table 1. Replication study results determined by gRT-PCR
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Abbreviations: ADAMTSL4, ADAMTS-like 4; CAA, cerebral amyloid angiopathy; CCRL2, chemokine (C-C motif) receptor-like 2; FN3K, fructosamine 3 kinase; GCHFR, GTP cyclohydrolase
I feedback regulator; HTN, hypertension; ICH, intracerebral hemorrhage; IP6K1, inositol hexakisphosphate kinase 1; MSRA, methionine sulfoxide reductase A; NEDDS, neural precursor cell

expressed, developmentally downregulated 8; NPEPL1, aminopeptidase-like 1; qRT-PCR, quantitative real-time polymerase chain reaction; RAB3IP, RAB3A interacting protein; ZNF211, Zinc

finger protein 211.

*P <.05; #*P < .01 compared to controls.

in the elderly. For this purpose, we carried out a microarray
analysis to analyze transcriptomic differences in white blood
cells. During the acute and subacute phases, it is known
that patients who have suffered an ICH present an al-
teration in blood inflammatory molecules.””® To avoid that
in our study, we planned our experiments to determine
changes in gene expression during a chronic phase of the
disease. Using this methodology, we identified several tran-
scripts specific to each etiology in a small number of
samples. We were not, however, able to replicate these
results in measurements of the expression levels of the
selected genes using gRT-PCR in a larger cohort. The small
sample size may have affected our results, although we
cannot rule out that the gene expression profile of white
blood cells is not altered by different ICH origins. Despite
this, we found increased levels of GOLGASA (tran-
script and protein) in ICH patients, which were associated
with the total number of ICHs, independent of the eti-
ology. GOLGABA function is not well described but is
thought to be involved in the maintenance of the Golgi
apparatus structure.” It has been suggested that frag-
mentation of the Golgi apparatus after cell death leads
to the conversion of this protein into immunostimulant
fragments.” To the best of our knowledge, GOLGASA
has not been associated with either stroke or any other
neurological disease. Although circulating GOLGASA levels
were related to the presence of multiple ICHs in our cohort,
the biomarker presented a trend that predicted new hem-
orrhagic events in CAA-ICH cases. We cannot reckon,
however, that it can be an indicator of a repair process
occurring during the chronic phase following severe brain
damage.

A clear limitation of our study is the small included
cohort. Thus, despite the consistency of the transcript and
protein determinations across different cohorts, our clin-
ical findings need to be confirmed in a new and larger
population.

Conclusions

In summary, this is the first global expression analy-
sis study to differentiate the ICH etiology using microarray
technology. This work reveals the difficulties inherent to
the discovery of new molecules related to CAA or to HTN-
related specific inflammatory changes after an ICH using
a massive screening technique. Nevertheless, we found
that plasma GOLGAS8A levels are associated with ICH
occurrence and correlate with the number of total ICHSs,
but may not be a useful biomarker for the diagnosis of
this stroke subtype. The implication of GOLGAS8A in this
fatal disorder needs to be further studied.

Appendix: Supplementary Material

Supplementary data to this article can be found online
at doi:10.1016/j.jstrokecerebrovasdis.2015.11.032.
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Figure 2. GOLGAS8A gene expression in ICH
patients and controls. (A) Comparison between
different ICH etiologies (n = 6 per group) and (B)
independent of the ICH etiology (ICH cases, n =12;
controls, n = 6). (C) GOLGASA gene expression
level according to the presence of a single (n=7)
or multiple ICHs (n =5). *P <.05; **P <.01. Ab-
breviations: CAA, cerebral amyloid angiopathy;
GOLGAS8A, Golgin A8 Family, Member A; HTN,
hypertension; ICH, intracerebral hemorrhage; RQ,
relative quantification.

Figure 3. Plasma GOLGASA levels in ICH pa-
tients and controls, (A) considering different ICH
etiology (CAA-ICH, n=15; HTN-ICH, n = §; con-
trols n=11) and (B) independent of the ICH
etiology (controls, n=11; ICH, n=23). (C)
GOLGASA protein levels according to the pres-
ence of a single (n =13) or multiple ICHs (n =8).
(D) Kaplan—Meier curve showing the risk of ICH
recurrence based on plasma GOLGASA levels.
*P <.05; **P <.01 versus controls. Abbrevia-
tions: CAA, cerebral amyloid angiopathy;
GOLGAS8A, Golgin A8 Family, Member A; HTN,
hypertension; ICH, intracerebral hemorrhage.
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11.

12.

13.

Table 2. Demographic factors, risk factors, clinical variables, and their influence on GOLGASA level among the
studied cohort.

Plasma GOLGASA levels (ng/mL)

Characteristics and risk factors Yes No P
Sex (female) .935 (.000-4.985) .285 (.000-1.265) 254
Diabetes mellitus .935 (.000-2.223) .150 (.000-1.885) 392
Hypertension .555 (.105-1.755) 400 (.000-3.320) 907
R
Age 154 424
mRS score .398 179
Number of ICHs 435 .018*
Time (from the last bleeding) -.132 .590
Brain residual volume .086 743

Abbreviations: GOLGAS8A, Golgin A8 Family, Member A; ICH, intracerebral hemorrhage; mRS, modified Rankin Scale.

*P < .05.
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Supplemental M aterial

Supplemental Table 1. Transcripts differentially expressed with non adjustedp value

below 0.01 in each group. Group 1 is defined as transcripts altered in samples from
CAA-ICH patients; Group 2, in HTN -ICH patients; and Group 3 combining both
subtypes of ICH.

Differential CAA-ICHvsCTL HTN-ICHvsCTL HTN-ICHvsCAA-ICH

SYMBOLS Group P-Value
NEDD8 1 -0.692 0.001 -- -- 0.578 0.010
GCHFR 1 -0.537 0.001 -- -- 0.606 0.002
ZNF211 1 -0.596 0.000 - - 0.505 0.004
GPR52 1 0.367 0.009 - - -0.475 0.004
MSRA 1 0.717 0.001 -- -- -0.686 0.002
NIACR1 /// GPR109B /// GPR109A 1 0.535 0.003 -- -- -0.559 0.006

PRAMEF1 /// PRAMEF2 ///
2 - - -0.764 0.001 -0.463 0.009
PRAMEF13

FAM167B 2 - - -0.576 0.007 -0.614 0.002
GPR157 /// MIR34A 2 - - -0.488 0.004 -0.452 0.003
NROB2 2 -- -- -0.449 0.008 -0.557 0.001
USF1 2 - - -0.579 0.001 -0.484 0.001
C2orf54 2 - - -0.585 0.007 -0.522 0.006
P2RY1 2 -- -- -0.455 0.006 -0.447 0.003
RTP2 2 - - -0.505 0.005 -0.458 0.004
NATS8L 2 - - -0.467 0.004 -0.444 0.002
TIGD6 /// LOC728287 2 -- -- -0.579 0.009 -0.508 0.009
NUDT13 2 - - -0.753 0.009 -0.736 0.005
OR51Q1 2 - - -0.673 0.002 -0.559 0.004
ASCL1 2 -- -- -0.858 0.001 -0.524 0.009
CALR3 /// MED26 2 - - -0.428 0.007 -0.360 0.009
C220rf37 2 - - -0.395 0.004 -0.480 0.000
CCRL2 2 -- -- -1.060 0.006 -1.140 0.002
WNT7B 2 - - -0.825 0.001 -0.622 0.004
ADAMTSL4 2 - - 0.817 0.003 0.651 0.005
ZNF789 2 -- -- 1.285 0.002 0.979 0.005
LOC100128868 2 - - 2.417 0.000 1.532 0.003
GDAP1 2 - - 0.801 0.007 0.665 0.010
ZNF828 2 -- -- 0.525 0.005 0.443 0.007
ZBTB25 2 - - 1.111 0.008 1.296 0.001
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Basic Sciences

NURRI1 Involvement in Recombinant Tissue-Type
Plasminogen Activator Treatment Complications
After Ischemic Stroke

Cristina Merino-Zamorano, MSc*; Mar Hernandez-Guillamon, PhD*;
Amandine Jullienne, PhD; Audrey Le Béhot, PhD; Isabelle Bardou, PhD; Mireia Parés, MSc;
Israel Fernandez-Cadenas, PhD; Dolors Giralt, BSc; Caty Carrera, MSc; Marc Rib6, MD, PhD;
Denis Vivien, PhD; Carine Ali, PhD; Anna Rosell, PhD; Joan Montaner, MD, PhD

Background and Purpose—Despite the effectiveness of recombinant tissue-type plasminogen activator (r-tPA) during the
acute phase of ischemic stroke, the therapy remains limited by a narrow time window and the occurrence of occasional
vascular side effects, particularly symptomatic hemorrhages. Our aim was to investigate the mechanisms underlying the
endothelial damage resulting from r-tPA treatment in ischemic-like conditions.

Methods—Microarray analyses were performed on cerebral endothelial cells submitted to r-tPA treatment during oxygen
and glucose deprivation to identify novel biomarker candidates. Validation was then performed in vivo in a mouse
model of thromboembolic stroke and culminated in an analysis in a clinical cohort of patients with ischemic stroke

treated with thrombolysis.

Results—The transcription factor NURR1 (NR4A2) was identified as a downstream target induced by r-tPA during oxygen
and glucose deprivation. Silencing NURR1 expression reversed the endothelial-toxicity induced by the combined stimuli,
a protective effect attributable to reduced levels of proinflammatory mediators, such as nuclear factor-kappa-beta 2 (NF-
k-B2), interleukin 1 alpha (IL1a), intercellular adhesion molecule 1 ICAM1), SMAD family member 3 (SMAD3), colony
stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage; CSF2). The detrimental effect of delayed thrombolysis, in conditions in
which NURRI1 gene expression was enhanced, was confirmed in the preclinical stroke model. Finally, we determined that
patients with stroke who had a symptomatic hemorrhagic transformation after r-tPA treatment exhibited higher baseline
serum NURRI1 levels than did patients with an asymptomatic or absence of cerebral bleedings.

Conclusions—Our results suggest that NURR1 upregulation by r-tPA during ischemic stroke is associated with
endothelial dysfunction and inflammation and the enhancement of hemorrhagic complications associated to
thrombolysis. (Stroke. 2015;46:477-484. DOI: 10.1161/STROKEAHA.114.006826.)

Key Words: hemorrhagic transformation m NURR1 m stroke m tissue-type plasminogen activator

schemic stroke is a leading cause of death and permanent

disability in adults worldwide. Nevertheless, recombinant
tissue-type plasminogen activator (r-tPA; Actilyse) is the
only acute treatment currently available. When efficient in
dissolving blood clots, r-tPA improves clinical outcomes in
patients with ischemic stroke.' Unfortunately, it is adminis-
tered to <5% of affected patients, partly because of its nar-
row therapeutic time-window after symptom onset* and the
incidence of intracranial hemorrhage after thrombolysis.’
This fits with the noxious actions of r-tPA on the vascular/
cerebral interface, which increase endothelial permeabil-
ity, alter blood-brain barrier, and favor brain edema.* If
thrombolytic complications could be predicted, the number

of patients who benefit from thrombolysis could be signifi-
cantly increased.

To study the mechanisms underlying the endothelial damage
resulting from r-tPA treatment, we performed microarray analy-
ses using cultured human cerebral endothelial cells submitted to
r-tPA treatment during oxygen and glucose deprivation (OGD).
The nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 (NURRI;
NR4A2) was selected from the validated genes as a candidate
molecule potentially altered by r-tPA during ischemia. NURR1
is a nuclear hormone receptor, member of the orphan nuclear
receptors, highly expressed in T-cells® and brain tissue,® mainly
present in glial cells,” neurons,® and endothelial cells.” In the
central nervous system, NURR1 plays an important role in the
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transcriptional activation of tyrosine hydroxylase,'® which is

essential for dopaminergic neuronal development.® However,
little is known about NURR1 involvement in ischemic stroke; it
has been reported that NURRI mRNA is upregulated in neurons
after global cerebral ischemia in gerbils!! and permanent focal
middle cerebral artery occlusion in rats,'> whereas NURR1 pro-
tein has been found to be downregulated in the basal ganglia
after transient middle cerebral artery occlusion in mice."

Materials and Methods
Cell Cultures

The cerebral human microvascular endothelial cell line (h\CMEC/
D3) was provided by Dr Couraud, Cochin Institute, France.!* Cells
were placed in wells precoated with rat collagen I (1:50) (Cultrex;
Gaithersburg, MD), grown in Endothelial Basal Medium (Lonza,
Barcelona, Spain) supplemented with 1:2 of the provided factors;
human fibroblast growth factor basic (hFGF-B), vascular endothe-
lial growth factor (VEGF), human epidermal growth factor (hREGF),
recombinant analog of insulin-like growth factor (R3-IGF-1),
hydrocortisone, heparin, ascorbic acid, and 2% fetal bovine serum
and maintained at 37°C in a humidified incubator containing 5% CO,
and atmospheric oxygen.

OGD and Cell Treatments

Eighty per cent confluent cultures were exposed to OGD by placing
them in an anaerobic chamber (Invivo2, Ruskinn, Pencoed, UK) con-
taining 0.5% O,, 4.5% CO,, and 95% N, at 37°C for 6 hours with deoxy-
genated glucose-free RPMI (Gibco, Madrid, Spain). Normoxic cultures
(control condition) were maintained at 37°C in the incubator contain-
ing 5% CO, and atmospheric oxygen with RPMI with glucose (2 g/L)
(Sigma-Aldrich, Madrid, Spain). Cultures were treated with 13 pg/mL
(estimated concentration of r-tPA in plasma of patients with ischemic
stroke receiving intravenous thrombolytic therapy) or 100 pg/mL of
r-tPA (Actilyse, Boehringer, Ingelhem, Germany) or distilled water as
vehicle. Cell viability was determined by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) reduction and citotoxicity by
lactate dehydrogenase (LDH) release (methods I in the online-only Data
Supplement).

Microarray Gene Expression Analyses

A microarray study was performed to identify differentially ex-
pressed genes using an adjusted P<0.05 as a cutoff for the effect of r-
tPA during OGD compared with control conditions. Gene expression
profiles were obtained using GeneChip Human Genome U133 Arrays
(Affymetrix, Santa Clara, CA). Complete information is described in
methods II in the online-only Data Supplement. A validation study
to confirm the expression of the selected genes was performed by
quantitative real-time polymerase chain reaction using new cultures.
Complete information is described in methods III in the online-only
Data Supplement.

Western Blot

Western blotting was performed as described in methods IV in the
online-only Data Supplement. The antibodies used were anti-NURR1
(1:1500, Sigma-Aldrich) or anti-f actin (1:10000; Sigma-Aldrich).

Gene Silencing

NURRI gene silencing was performed with passive small interfer-
ing RNA (siRNA) delivery via Accell SMART pool siRNA (Thermo
Scientific, Rockford, IL) following the manufacturer’s protocol.
Cells were plated at 80000 cells/mL and treated separately with the
respective siRNA solutions (1 pmol/L). Nontargeting siRNA was
used to measure the side effects of the assay. Cyclophilin B siRNA
was used to test the efficiency and specificity of NURRI silencing.
Cells were preincubated for 48 hours in siRNA-containing Accell
media, before being replaced with RPMI for the corresponding
treatments.

TagMan Array Human Immune Panel

cDNAs from 4 independent cultures subjected to NURRI gene silenc-
ing or noncoding siRNA were mixed with equal volumes of TagMan
2XPCR master mix (Applied Biosystems, UK), and 400 ng of cDNA
were loaded into each port of the TagMan Human Immune panel
(Applied Biosystems). The plates were run in a 7900HT Fast Real-
Time PCR system (Applied Biosystems). Relative gene expression
values were obtained as described in methods III in the online-only
Data Supplement using the cells treated with noncoding siRNA in
control conditions as the calibrator for each experiment.
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Thromboembolic Stroke Model

This model of thrombus formation in the middle cerebral artery is
based on the activation of the coagulation cascade induced by throm-
bin injection." r-tPA—induced thrombolysis (10 mg/kg; Actilyse; tail
vein injection, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes) was
initiated either 20 minutes or 4 hours after the induction of stroke.
The lesion volumes were quantified 24 hours after stroke on MRI as
previously described.'® Complete information is described in meth-
ods V in the online-only Data Supplement.

Analyses of NURR1 Expression in the Mouse Brain

NURRI gene expression was analyzed from the RNA extracted from
each brain hemisphere after 24 hours by using the NucleoSpin RNA II
kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) and reverse-transcribed using
the iScript Select cDNA Synthesis Kit (BioRad, Marnes-la-Coquette,
France). Relative mRNA transcription was calculated using the 2744
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method (methods III in the online-only Data Supplement). Final val-
ues are expressed as the ratio of NURRI expression in the ipsilateral
and contralateral hemispheres in each condition. Five animals per
group were used for the gene expression analyses. NURR1 protein
expression was analyzed by Western blot (methods IV in the online-
only Data Supplement) or immunohistochemistry (methods VI in the
online-only Data Supplement) using anti-NURR1 (mouse 1:1000;
Sigma-Aldrich) in 3 animals per group.

Serum From Patients With Ischemic Stroke

Peripheral blood samples were obtained from patients with ischemic
stroke at baseline (before r-tPA administration), 1 hour (by the end of
r-tPA infusion), 12 and 24 hours after stroke onset. Patients received
r-tPA at the standard 0.9 mg/kg dose. A detailed history of vascular risk
factors was obtained from each patient. Our cohort included 28 stroke
r-tPA treated patients and 9 sex- and age-balanced stroke-free controls.
Stroke severity was assessed with the National Institute of Health
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Figure 2. Microarray analyses of hCMEC/D3 cells treated with recombinant tissue-type plasminogen activator (r-tPA) during oxygen and
glucose deprivation (OGD). (A) Heat map illustrating differential gene expression profiles. Blue color represents downregulation, red color
represents upregulation, and unregulated genes are displayed in white. (B) Venn diagram of transcripts significantly regulated. Those

influenced by r-tPA are highlighted in gray. (C) Data from the validation study performed by quantitative real-time polymerase chain reac-
tion (QPCR). Dashed frames indicate the genes validated by gPCR.
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Stroke Scale, and neurological improvement was defined as a decrease
in National Institute of Health Stroke Scale score of 4 points and dete-
rioration as either death or an increase in National Institute of Health
Stroke Scale score by 4 points at 24 or 48 hours after symptom onset.
All patients underwent computed tomographic examination within the
first 3 hours of stroke onset and repeated between 24 and 48 hours later
(or earlier in cases of rapid neurological deterioration) to evaluate the
presence of hemorrhagic transformation (HT). Hemorrhagic infarction
was defined as a petechial infarction without a space-occupying effect,
and parenchymal hemorrhage was defined as hemorrhage with a mass
effect.!” Symptomatic intracranial hemorrhage was defined as blood
at any site in the brain on the computed tomographic scan and docu-
mentation of neurological deterioration. The cohort was selected con-
secutively from our biobank according to the presence or absence of
HT after receiving r-tPA. Fifty per cent of the patients had experienced
any type of HT, and among them, 6 had experienced symptomatic HT.
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Serum samples were processed by centrifugation at 3500 rpm for 15
minutes (4°C) and stored at —80°C until use. The study was approved
by the Ethics Committee of Vall d’Hebron Hospital, and all patients or
their relatives provided written informed consent.

NURRI1 ELISA

An ELISA kit from Cusabio Biotech (Wuhan, China) was used for
quantitative determination of NURR1 concentration according to the
manufacturer’s instructions. Fifty microliter of human serum samples
was analyzed in duplicate.

Statistical Analyses

Statistical differences were assessed with Mann—Whitney U and
Kruskal-Wallis or one-way ANOVAs with Bonferroni post hoc
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Figure 3. NURR1 expression in hCMEC/D3 cells. (A) Western blot of NURR1 expression after 100 ng/mL recombinant tissue-type plas-
minogen activator (r-tPA) treatment during oxygen and glucose deprivation (OGD). (B) Impact on cell viability and (C) cytotoxicity of 100
pg/mL r-tPA during OGD in NURR1 small interfering RNA (siRNA)-silenced cells or noncoding siRNA (NC) cells, compared with control
conditions. (D) Immune array analysis after NURR1 silencing: Representation of the transcripts overexpressed in OGD+r-tPA condition

and regulated by NURR1 silencing. *P<0.05.
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test, as appropriate, using the SPSS 15.0. Variables from the ex-
perimental models are presented as mean+SEM. Data from hu-
man samples (normally distributed) are presented as mean=SD.
Receiver operating characteristic curves were used to calculate the
sensitivity and specificity with which NURRI levels could predict
symptomatic HT. P<0.05 was considered statistically significant at
a 95% confidence level.

Results

Toxic Effect of r-tPA on Brain Endothelial Cells
Under Ischemia-Like Conditions

A 6-hour treatment with 13 pg/mL r-tPA was not toxic to
cultured cerebral endothelial cells, whereas 100 pg/mL r-tPA
induced a significant reduction in cell viability and metabo-
lism (16.6+2.13%), as shown by MTT reduction. LDH release
showed a nonsignificant change in cytotoxicity by r-tPA. OGD
triggered a higher reduction in cell viability (19.4+12%), and
the combination of OGD and r-tPA treatment produced an
additive decrease in an r-tPA dose-dependent manner (22.6+14
and 35.6+13.3 in r-tPA 13 and 100 pg/mL treatments, respec-
tively). However, results from LDH release indicated a cell
death threshold, only exceeded when OGD was combined
with 100 pg/mL r-tPA (25.5+7.7% cell death; Figure 1A—1C).

Gene Expression Profiles Induced by r-tPA Under
OGD in Brain Endothelial Cells

A microarray study was performed to conduct a genome-wide
comparison of brain endothelial cells treated with either a 13
or 100 pg/mL concentration of r-tPA under OGD. A total of
2500 analysed transcripts (Adj-P<0.05) were differentially
regulated by 6 hours OGD (Figure 2A and 2B). We focused
on the identification of genes exclusively altered by r-tPA
during OGD, and the final list of candidates is presented in
Figure 2C. When the expression of those genes was assayed
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by quantitative real-time polymerase chain reaction, the over-
expressed patterns identified for BCLI0, NURRI, FGF5, and
THBS1 were validated, whereas the gene expression differ-
ences found for DKKI and NEDD9 were not corroborated.
Regarding those genes downregulated after treatments, results
from AVIL and API5 expression were also not validated
because OGD induced a downregulation in both r-tPA-treated
and nontreated cells (Figure 2C).

NURRI1 Expression in Cultured Brain Endothelial
Cells

NURRI was selected as an interesting candidate gene related to
the adverse effects of r-tPA treatment. We confirmed its protein
overexpression after 13 pg/mL, and especially at 100 pg/mL
r-tPA treatment, only under OGD (Figure 3A). Gene silencing
experiments were designed to test the effect of NURR1 upregu-
lation on the cytotoxicity induced by high doses of r-tPA in OGD-
treated hCMEC/D3 cells. NURR1 siRNA specifically depleted
the mRNA levels and downregulated the protein expression
(Figure I in the online-only Data Supplement). NURRI knock-
down protected cells from the cytotoxicity observed after 100
pg/mL r-tPA treatment during 6 hours OGD compared with the
cells transfected with a nontargeting siRNA control (Figure 3B
and 3C). A human immune array was conducted to evaluate the
gene expression changes related to inflammation and apopto-
sis because of NURRI silencing. NURRI knockdown resulted
in the downregulation of 4 targets exclusively after 100 pg/mL
r-tPA treatment during OGD (CSF2, ILIo, NFKB2, and sig-
nal transducer and activator of transcription 3 (STAT3); Table
I in the online-only Data Supplement). Additionally, NURRI
downregulation prevented the overexpression of CSF2, ILIq,
NF-x-B2, ICAM1, and SMAD3 induced by the combination of
r-tPA and OGD (Figure 3D).
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NURRI1 Expression in Mice Thromboembolic
Stroke

We used a mouse model of thromboembolic stroke induced
by a local injection of thrombin in the middle cerebral artery.
Consistent with clinical observations, ischemic lesion vol-
umes after 24 hours were reduced by 26.26+7.39% when
thrombolysis was performed 20 minutes after stroke onset,
while these volumes were increased by 34.59+5.77% when
r-tPA was administered 4 hours after the initiation of stroke
(Figure 4A). NURRI gene expression in the ipsilateral hemi-
sphere was enhanced after delayed r-tPA administration com-
pared with saline-treated mice (Figure 4B). At the protein
level, most likely because of the extensive cell death after
24 hours of ischemia, we observed higher NURR1 expres-
sion in the contralateral than in the ipsilateral hemisphere
in saline or early r-tPA treated mice. However, NURRI1
expression in the ipsilateral was also enhanced after delayed
r-tPA administration (Figure 4C), although the differences
did not reach statistical significance. NURRI1 expression was
confirmed in the ipsilateral area of late-thrombolysed mice
(Figure 4D1). In addition, brain vessels in that area were
immunolabeled with NURR1 as evidenced by the colabeling
with von Willebrand factor (Figure 4D2).

Soluble NURRI1 Levels in Patients With Ischemic
Stroke

Serum NURRI1 protein levels were analyzed in controls and
patients with ischemic stroke who received thrombolysis,
selected according to the presence or absence of HT after
r-tPA treatment. The time of r-tPA administration after the
symptoms onset was not different among patients who pre-
sented or not an HT (159458 minutes, n=14 versus 188+47
minutes, n=14, P=0.308). No statistical differences were
found regarding demographic characteristics and main vas-
cular risk factors between controls and patients with isch-
emic stroke (Table II in the online-only Data Supplement).
However, the associations between baseline NURR1 levels
and the demographic data and risk factors of the participants
are presented in Table. Diabetes mellitus (P=0.004) and
baseline glucose levels (P=0.04) exhibited positive associa-
tions with serum baseline NURRI levels. Regarding clinical
complications, the patients who had a parenchymal hemor-
rhage presented with higher baseline serum NURRI levels
(456.0+136.4 versus 322.1+134.9 pg/mL, P=0.019), and
those who experienced a symptomatic HT exhibited the high-
est baseline NURR1 concentrations compared with patients
with asymptomatic or absent HT (499.1+129.6 versus
335.2+134.6 pg/mL, P=0.013; Figure 5A and 5B). Receiver

Table. Demographic Factors, Vascular Risk Factors, Clinical Variables, and Their Influence
on NURR1 Levels Among Patients With Acute Stroke

Patients Serum NURR1
With Stroke Basal Levels, pg/mL
(n=28) Yes No PValue

Sex (female) 14 (50%) 349.5+162.0 391.2+135.2 0.466
Hypertension 15 (53.6%) 399.2+158.8 337.1+£132.7 0.276
Dyslipidemia 8 (28.6%) 331.3+128.0 386.0+155.2 0.387
Diabetes mellitus 0(35.7%) 472.8+129.2 313.5+127.8 0.004
Atrial fibrillation 4 (50%) 313.7+121.0 427.1+154.6 0.040
Hemorrhagic transformation 4 (50%) 421.7+132.4 319.0+132.4 0.065

Parenchymal hemorrhage (35 7%) 456.0+136.4 322.8+134.9 0.019

Symptomatic 6 (21.4%) 499.2+129.6 335.2+134.6 0.013
TOAST

Cardioembolic 16 (57.1%) 345.4+130.0 429.4+149.2 0.146

Atherothrombotic 9(32.1%) 377.5x114.1 379.4+157.0 0.980
Ischemic cardiopathy 7 (25%) 359.6+139.5 373.9+153.8 0.829
Antiplatelet medication 14 (50%) 367.2+136.0 373.5+164.2 0.912
Outcome

Improvement at 24 h 5 (53.6%) 316.8+110.7 425.4+171.1 0.060

Improvement at 48 h 5 (53.6%) 298.8+124.0 456.9+157.5 0.004
Hospital death 9(32.1%) 440.2+152.8 324.8+129.8 0.050
Rankin third month (mRS >2) 6 (59.3%) 397.8+163.8 313.0+101.9 0.141
Age,y 72.5+9.4 R=-0.125 0.525
Leukocytes, U/mm? 9518.2+2847.5 R=0.407 0.060
Platelets, U/mm? 215450.0+78644.9 R=0.370 0.090
Glucose, mg/dL 141.5+49.6 R=0.405 0.040
Baseline NIHSS 15.1+6.6 R=0.292 0.132

mRS indicates modified Rankin Scale; NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale; and TOAST classification,

Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment.
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operating characteristic curves identified the optimal cutoff
for the association of NURRI1 levels with symptomatic HT;
this cutoff was 442.48 pg/mL (P=0.007), and the sensitivity
and specificity were 83.3% and 81.7%, respectively. Baseline
NURRI1 was the only independent predictor of symptomatic
HT in this cohort. Figure 5A displays the temporal profiles
of the serum NURRI levels in the patients with ischemic
stroke segregated by HT type after r-tPA administration.
Interestingly, serum NURRI levels increased after 1 hour of
r-tPA treatment, especially in those patients who presented
a symptomatic HT after the treatment (597.1£218.9 versus
346.5£178.1 pg/mL, P=0.008, Figure 5C). At 12 and 24
hours after the onset of stroke symptoms, serum NURR1 con-
centration decreased in all groups and was lower than in the
controls (Figure 5A).

Discussion
Despite the widely demonstrated efficiency of r-tPA in the
treatment of patients during acute ischemic stroke,” it has also
been associated with vascular injury, inducing edema forma-
tion, and hemorrhagic complications.'”® Symptomatic HT
impairs the prognosis and increases the incidence of mortality
among patients with stroke who receive r-tPA. Understanding
the role of the cerebral endothelium may facilitate the identifi-
cation of predictive biomarkers of the deleterious effects of the
thrombolysis treatment after stroke. Thus, we adopted a trans-
lational approach, beginning with a massive screening strategy
in cultured human brain endothelial cells subjected to r-tPA
treatment during OGD. We selected r-tPA concentrations that

ensured the toxicity on endothelial cells during OGD to simu-
late the occasional vascular damage induced by thrombolysis
in patients with stroke.

The transcription factor NURR1 was selected as a possi-
bly candidate involved in r-tPA activation pathway because
of its unidentified involvement in ischemic stroke. NURR1
expression was altered only when cells were challenged to
r-tPA during OGD, suggesting its role in ischemia merely
when endothelium was severely affected. Across functional
studies, we identified NURR1 as a proinflammatory regulator
because the silencing of its expression reversed the cell toxic-
ity and the induction of inflammatory molecules, including
NF-x-B2, IL1o, ICAM1, SMAD3, and CSF2, induced by the
combined toxic stimuli.

We confirmed the participation of the endothelium in
NURRI1 overexpression in mice that had been subjected to
thromboembolic stroke, particularly when delayed r-tPA treat-
ment was applied. Based on our observations, it is tempting
to speculate that NURR1 inhibition during thrombolysis is a
promising approach for avoiding endothelium inflammation
during acute stroke. This interpretation may contrast with the
role of NURRI1 in other systems, which has been reported to
act as a crucial molecular check-point for neuronal survival."”
However, on the other hand, it is known that aberrant NURR1
expression is also a proinflammatory mediator in peripheral
diseases, such as rheumatoid arthritis, psoriasis, and multiple
sclerosis,”?*?! suggesting its multiple roles in the regulation
of specific targets depending on the cell type and the stimulus
that induces its activation.”



484 Stroke February 2015

We tested the possible clinical implications of our find-
ings by determining the association between NURRI levels
in stroke patient’s serum and the posterior complications
related to r-tPA therapy. We found that soluble NURR1 con-
centration before r-tPA administration was associated with
the occurrence of symptomatic HT. Furthermore, those lev-
els were higher in patients who had experienced symptomatic
HT after receiving r-tPA for 1 hour, which suggests that in
vivo overexpression of NURRI is induced by infused r-tPA.
Our results suggest that NURR1 expression levels are associ-
ated with the risk of HT. The underlying mechanism could be
that as a transcription factor, NURRI activates the expression
of proinflammatory mediators, which would favor leukocyte
migration, infiltration, and degranulation, eventually leading
to blood-brain barrier disruption and bleeding. This merits
future investigations in experimental models.

A limitation of our study using human serum samples is the
relatively low number of patients included. Thus, our clinical
findings need to be confirmed in a larger cohort; nevertheless,
the determination of NURRI levels in stroke patient serum
before r-tPA treatment seems to be a promising strategy for
avoiding symptomatic complications and broadening the ther-
apeutic window of thrombolysis.

Summary

Our results suggest that the upregulation of NURR1 by r-tPA
during cerebral ischemia is associated with endothelial dys-
function and enhances the adverse effects related to the r-tPA
treatment. Additionally, the assessment of serum NURRI lev-
els at the onset of symptoms might be considered in the clini-
cal management of patients with acute stroke who are eligible
for thrombolysis.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Material and M ethods

Supplemental methods|: Cell viability and toxicity assays

Cell viability was determined by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Sigma-Aldrich) reduction. After treatments, 0.5 mg/ml MTT was added to cells and
kept at 37°C during 90 min. Then, the medium was replaced by dimethyl sulfoxide (DMSO).
The amount of formazan blue formed after MTT reduction was quantified
spectrophotometrically at 575 nm. Results were expressed as the percentage of viable cells
compared to non-treated controls for each experiment. Lactate dehydrogenase (LDH) released
from damaged cells was used to determine cell cytotoxicity. LDH activity was analyzed in
culture media and culture lysates following the manufacturer’s instructions (Roche Applied
Science, Indianapolis, IN, USA). Spectrophotometric measurements were determined at
490nm. The percentage of LDH release represents the LDH present in the cell supernatants
respect to the total cellular LDH after treatments, compared to the values in the non-treated
controls for each experiment.

Supplemental methods II: RNA purification and hybridisation for microarray gene
expression analyses

RNA was extracted using RNeasy kit (Qiagen, Austin, TX, USA) and cDNA was synthesized
from total RNA. A microarray study was performed to identify differentially expressed genes
using an adjusted p-value<0.05 as a cutoff for the effect of r-tPA in OGD compared to control
conditions. Gene expression profiles were obtained using GeneChip® Human Genome U133
Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) in Cartridge Format (47,000 transcripts analysis).
All samples demonstrated characteristics of high-quality cRNA and were subjected to
subsequent analyses. The raw expression values obtained directly from CEL files were
preprocessed using the robust multi-array method, which is a three-step process that integrates
the background correction, normalisation and summarisation of probe values. The selection of
differentially expressed genes was based on a linear model analysis with empirical Bayes
moderation of the variance estimates. The p-values were adjusted to obtain strong control
over the false discovery rate using the Benjamini and Hochberg method. Standard approaches
for quality control were employed (these approaches were based on the original Affymetrix
methods and probe-level models), and background correction, normalisation and filtering
were performed. All statistical analyses were performed using the free statistical language
R and the libraries developed for microarray data analysis by the Bioconductor Project
(www.bioconductor.oryy of the Statistics and Bioinformatics Unit of the Vall d’Hebron
Research Institute.

Supplemental methods111: Validation study

The validation study of the differential expression of the genes selected via microarray
analysis was performed by quantitative real-time PCR (gPCR) using RNA samples from new
cultures. RNA concentrations and qualities were measured with NanoChips using the
Bioanalyzer 2100 system (Agilent). Corresponding cDNAs were synthesised using the High-
Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). mRNA levels were
guantified using TagMan fluorogenic probes (Applied Biosystems) and analysed using
Applied Biosystems SDS 7900 system software. The results were normalised to
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH$99999905 m1l) or peptidylprolyl
isomerase A (PPIAJHS99999904 m1l) expression levels. The data are expressed as relative
guantifications that were calculated as fold change expression values vs. the average
expression of a calibrator sample. The relative quantification values were calculated with the

1



Livak equation (22“"). The results are expressed as ratios against the calibrator samples
andysed in each experiment.

To identify the genes that were exclusively altered by r-tPA treatment during OGD,
candidates were selected via the following criteria: (1) the differences in gene expression
between OGD and control conditions occurred only in the r-tPA-treated cells; (2) the Adj-p
value was below 0.05; (3) -1.2 < LogFC > 1.2, (4) the differences in gene expression between
the OGD and control conditions in the non-r-tPA-treated cells had an Adj-p value greater than
0.8; and (5) TagMan assay probes for the candidates were commercially available. Based on
these criteria, the candidate genes we&heombospondin 1 (THBSL) (Hs00962908 m1l),
Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 (NEDD?9)
(Hs00610587_m1),B-cell CLL/lymphoma 10 (BCL10) (Hs00961847_ m1l),Dickkopf 1
homolog (DKK1) (Hs00183740_ml), Fibroblast Growth Factor 5 (FGF5)
(Hs00738132_m1), Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 (NR4A2)
(Hs00428691_m1)Advillin (AVIL) (Hs00198114 m1l) andpoptosis inhibitor 5 (API5)
(Hs03681414 _m1l).

Supplemental Methods 1V: Wester n-blot

After treatments, 15 pg of cell lysates or mice brain homogenates were separated on 10%
acrylamide SDS-PAGE under reducing conditions and transferred onto u.45-
polyvinylidene difluoride membranes (Millipore Corp.). Membranes were blocked for 1 h
with 10% nonfat milk in PBS containing 0.1% Tween 20 and probed with anti-NURR1
(1:2000, Sigma-Aldrich) or anti-factin (1:10000; Sigma-Aldrich) overnight at 4°C. Afte
washes, membranes were immunoreacted with HRP-conjugated anti-mouse 1gG (NA931, GE
Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, NJ USA, 1:1000) for 1 h at room temperature
and developed by Supersignal West Pico kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). The
amount of target protein was normalized with a calibrator sample. Images were analyzed
using ImageJ softwarespweb.nih.goy.

Supplemental MethodsV: Thromboembolic stroke model

Experiments were performed on adult male Swiss mice (35 + 2 g; CURB, Caen, France) in
accordance with French ethical laws (act no. 87-848; Ministére de I'Agriculture et de la
Forét) and European Communities Council Directives of November 24, 1986 (86/609/EEC)
guidelines for the care and use of laboratory animals, and have been approved by the local
ethical committee (authorisation code CENOMEXA 0113-03). All efforts were made to limit
animal suffering. None of the experimental procedures induced animal mortality. Experiments
were performed following the ARRIVE guidelines, including randomization of treatment as
well as analysis blind to the treatment.

The mice were deeply anesthetised with 5% isoflurane (in a 70%/30% mixtupODIN

placed in a stereotaxic device and maintained under anaesthesia with 2% isoflurane in a
70%/30% mixture of BO/O,. This model of thrombus formation in the MCA is based on the
adivation of the coagulation cascade induced by thrombin injection (Orset et al., 2007).
Briefly, 1 pL of murinea-thrombin (1 IU; Enzyme Research Labs) was injected the

MCA using a glass micropipette. r-tPA-induced thrombolysis (10 mg/kg; Actilyse®; tail vein
injection, 10% bolus, 90% perfusion during 40 min) was initiated either 20 min (early
reperfusion) or 4 h (late reperfusion) after the induction of stroke. The controls received saline
under identical conditions. Cerebral blood flow in the MCA territory was determined by laser-
Doppler flowmetry recording (Oxford Optronix) and was continuously measured before
MCAO and throughout the duration of ischemia and thrombolysis. The lesion volumes were
guantified 24 h post-stroke on MRI images that were acquired with a Pharmascan 7 T/12 cm
system using surface coils (Bruker, Germany). During the MRI experiments, anaesthesia was
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maintained using isoflurane (70%/30% mixture @gOND,). Diffusion-weighted images were
acquired using a standard spin echo imaging modified with a Stejskal-Tanner gradient
scheme. Parameters were set as follows: TR/TE 2500ms/33ms, matrix size of 256x256 giving
an in plane resolution of 78 x 7@n, slice thickness of 0.5mm, one direction diffusion
gradient (in the frequency encoding direction) with a b factor of 1000 s/mm2 and two
averages. Lesion sizes were quantified on these images using ImageJ (NIH software v1.45r,
National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

Supplemental Methods VI: Immunohistochemistry

Twenty-four hours after stroke, anesthetised mice were perfused transcardially with cold
heparinised NaCl 0.9% followed by 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid in 0.1 M
sodium phosphate buffer (pH 7.4). Brains were removed, post-fixed over night at 4°C, rinsed
in Coons buffer containing 20% sucrose and frozen in Tissue-Tek (Miles Scientific,
Naperville, IL). Coronal sections of 10 um thickness were incubated overnight at room
temperature with anti-NURR1 (mouse 1:1000; Sigma-Aldrich), anti-vWF (rabbit 1:1000;
Dako), or anti-MAP-2 (chicken 1:8000; Abcam). Detection was performed using fluorescein
isothiocyanate (FITC) or tetramethyl rhodamine isothiocyanate (TRITC,)-conjugated donkey
anti-lgG secondary antibody (1:300, Jackson Immunoresearch, West Grove, USA). Sections
were placed on coverslips and mounted in an antifade medium and were examined with a
Leica DM6000 microscope. Images were digitally captured using a Coolsnap camera and
visualised with Metavue software. Immunohistochemistry was performed in at least 3 animals
per group.
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Supplemental Figurel. NURRZ1 gene silencing in hCMEC/D3 cells. A) gPCR performed

after siRNA delivery of Cyclophilin B (PPIB) and NURR1 demonstrating the efficiency and
specificity of the silencing approach. NURRIRNA specifically depleted the mRNA levels

by as much as 64% compared to the non-transfected cells and the non-coding (N.C) siRNA
control cellsB) NURR1 protein downregulation after siRNA transfection was also confirmed
by Western-blot.



Supplemental Tablel.

NC siRNA Control

NC siRNA Control

NC siRNA OGD + r-tPA

factor A

Transcript Name Vs Vs Vs
NC siRNA OGD +r-tPA NURR1 siRNA Control NURR1 siRNA OGD + r-tPA
BAX BCL2-associated X protein p=0.014 p=0.019* -
c3 Complement component 3 - p=0.049 p=0.03§
Chemokine (C-C motif) _ _
CCL5 ligand 5 / RANTES - p=0.03f p=0.04
COL4A5 Collagen, type Vg5 - p=0.019* -
Colony stimulating factor 2 _ _ _
CSF2 (granulocyte-macrophage) p=0.037 p=0.08
Chemokine (C-X-C motif) _
CXCL10 ligand 10 - p=0.019* -
Chemokine (C-X-C motif) _ _
CXCL11 ligand 11 - p=0.016*
Endothelin converting _ _ . _
ECE1 enzyme 1 p=0.004
FN1 Fibronectin 1 p=0.014 p=0.019* -
HLA-DRA Major histocompatibility p=0.026 p=0.009%
complex, class Il, DRa
Intercellular adhesion _ _ _
ICAM1 molecule p=0.014 p=0.019 p=0.02#
Inhibitor of kappa light
IKBKB polypeptide gene enhancer - p=0.019* -
B-cells, kinase8
Interleukin 12A (natural
killer cell stimulatory factor _ _ _
IL12A 1, cytotoxic lymphocyte p=0.014
maturation factor 1, p35)
Interleukin 18 (interferon- _ _ " _

IL18 inducing factor) p=0.003 [P

IL15 Interleukin 15 - p=0.019* -

IL1A Interleukin 1,a p=0.014 - p=0.021

IL1B Interleukin 1,3 p=0.014 -- -

IL6 Interleukin 6 p=0.014 - -
IL7 Interleukin 7 p=0.018 - -
IL8 Interleukin 8 - p=0.035* -
Nuclear factor ok light
NFKB2 polypeptide gene enhancer p=0.014 - p=0.009
B-cells 2
Prostaglandin-endoperoxidg
synthase 2 (prostaglandin _ _ _
PTGS2 G/H synthase and p=0.014 p=0.019*
cyclooxygenase)

SELE Selectin E p=0.014 p=0.019* -
SMAD3 SMAD family member 3 p=0.014 p=0.01§ p=0.02#
SMAD7 SMAD family member 7 p=0.025 - -

Signal transducer and
activator of transcription 3 _

STATS (acute-phase response - - p=0.016

factor)

TGFB '[;’;ansformmg growth factor, _ p=0.036* _

TNF tumor necrosis factor p=0.014 - -

VEGE Vascular endothelial growth p=0.014 _ __




Supplemental Table I. Human immune array analysis after NURR1 gene silencing.

Table of genes that were significantly altered in each comparison; sSiRNA NURR1 and non-
coding siRNA (NC) in OGD plus r-tPA treatment or control conditions. Knockdown of
NURRL1 induced a gene downregulation: (*) only in control conditions, ($) in both control
and OGD conditions, and, (#) only under 100 pg/ml r-tPA treatment during OGD.
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Controls (n=9) Stroke patients (n=28) P
Age 76.0+6.2 725+9.4 0.308
Sex (Females) 5 (55.6%) 14 (50%) 1.000
Hypertension 6 (66.7%) 15 (53.6%) 0.702
Diabetes Mdllitus 1 (11.1%) 10 (35.7%) 0.229

Supplemental Tablell. Demographic characteristics and main vascular risk factors of free-
stroke controls and ischemic stroke patients.






ARTICULO 3

ARTICULO 3

Modulation of beta-amyloid(1-40) transport by ApoA1l and
ApolJ across an in vitro model of the blood-brain barrier

(Submitted to Journal of Alzheimer's Disease, under review)







M odulation of beta-amyloid(1-40) transport by ApoAl and
ApoJ across an in vi tro model of the blood-brain bar rier

Cristina Merino-Zamoranad', Soff a Fernancez-de Retana’, A lex Montafida®, Aina Batlle', Julien
Saint-Pol? C aroline Mysiorek? Fabien Gosselet’, Joan Montaner**, M ar Hernandez-G uillamon*

! Neurovascular Research Laboratory, Vall d’Hebron Research Insitute, Universitat Autonoma de
Barcelona, Barcelona, Spain.

2 Univ. Artois, EA 2465, Laboratoire de la Barriére Hémato-E ncéphalique, LBHE , Lens, F-62300, France

¥ Neurovascular Unit. Neurology Department, Vall d’Hebron Hospital, Barcelona, Spain.

Run ning Ti ttle:

AB-clearance moduktion by ApoJ and ApoAl

ABS TRA CT

Amyloid-beta (A ) accumulation in Alzheimer’s disease (AD) and Cerebral Amyloid
Angiopathy (CAA ) is likely caused by theimpairmentof its brain clearance that partly
occurs through the blood-brain barrier (BBB ). In this contex, an in vitro BBB modelis
a valuable tool for studying the molecular mechanisms that regulate this process. This
study assessed brain Af elimination across the BBB and its moduktion by the naturd
chaperones Apolipoproein A1 (ApoAl) and Apolipopraein J/Clusterin (Apold). The
model was based on primary cerebral endothelid cells thatwere cultured on Matrigel-
coated Transwedls and treated with fluorescently labeled-AB(1-40) to track its efflux
across the BBB, which correspondsto trafficking from the basolateral (brain) to apical
(blood) compattments. We obsewed that the transport of basolateral AB(1-40) was
enhanced when it was complexed to rApoJ, whereas the complex formed with rApoAl
did not influence AB(1-40) efflux. However, the presence of rApoAl in the apical
compatment was able to mobiize AB(1-40) from the basolateral side. We also
obsewed that both rApoAl andrApoJ modeiately crossed the monolger (from blood b
brain) through a mecdhanism involving the LDL receptorrelated protein (LRP) family.
In contrast to the increased rApoJ efflux when complkexed to AB(1-40), rApoAl
trafficking was restricted when it was boundto the AB peptide In summary, the present
study highlights the role of ApoJ and ApoAl in the in vitro modubtion of A
elimination across the BBB.

KEYWORD S

Blood-brain barrier, endathelial cells, amyloid-beta, Apolipopraein, ApoAl, ApoJ.




INTRODUC TION

Amyloid-beta (AB) is the main
componentof the amyloid plaques that
are found in the brains of Alzheimer’'s
diseasse (AD) patients, and also
accumulates in cortical and
leptomeningal vessel walls, which
affects small size arteries, arterioles and
capillaries, in Cerebral Amyloid
Angiopathy (CAA) [1]. AB, which is
composed of 38-43 aminoaids, is
generated by sequential [3-secretase and
y-secretase cleavage from the amyloid
precursor protein (APP). For unknown
reasons, AB(1-42) peptide is the main
component of parenchymal senile
plaues in AD, whereas the AB(1-40)
peptide mosty accumulates in wall

vessels in CAA [2].

Current evidence suggests thatbrain A3
accumulation is due to an elimination
deficiency rather than to excessive A
overprodudion. Indeed, the overall
imparment of AR clearance has been
demondrated in sporadic AD cases [3].
The major pathway that mediaes brain
AB clearance is the cerebrovascular
system, where AP is degraded by
cerebrovascular  cells along the
interstitial  fluid drainage pathway
and/or eliminated throwgh the blood
brain barrier (BBB ) [4,5]. The transport
of soluble AR across the BBB mainly

occurs via the Receptor for advanced
glycation end produwts (RAG E) [6,7]
and the Low density lipoprdein
receptar-related protein 1 (LRP1) [6, 8-
9]. RAGE is expressed on the
apical/luminal side of the endothelial
monokyer and is largely involved in the
entrance of AR into thebrain [6, 10]. In
contrast, LRP-1 is expressed on the
abluminal/bran side of the capillary
endotheliumand directly interacts with
AB to transport this peptide from the
brain to the bloodd¢ream [8, 11].
Furthemore, megalin (LRP2) is an
important  alternative Af  receptor
mediaed clearance route at the BBB
level [9].

It is well known that A polipoprdein E
(ApoE) influences the development of
AB-associated pathologies because
numemous studies have confirmed that
possession of the ApoE4 allele is the
strongest genetic risk f actor for both AD
and CAA [12, 13]. It remains undear
how ApoE levels or conformations can
actually modubte the binding and
transport of different amyloid speades.
Neverthdess, the evident involvement
of ApoE in Ap-cerebral amyloidosis
suggests that other lipid-carriers could
also actively participate in AB brain
accumulation and clearance processes.

Indeed, other apolipoprdeinsare related




to AD and CAA. This is the case of
(ApoAl) and
ApolipoproteinJ (A pal), also known as

Apolipoprotein Al

Clusterin (CL U), which are important
componentof thelipid metaolism, but
they may also act as naturd AP
chaperones. ApoJ is expressed in almost
al  mammalian tissues and is
paticularly relevant in neurons and
astrocytes [14]. The link between ApoJ
and AP pathology was highlighted in a
genome-wide association study that
founda statistical association between a
SNP within the CLU gene and the risk
of suffering AD [15]. In AD brains,
ApoJ/CLU is co-deposited with fibrillar
AB in cerebrovascular and parenchymal
lesions [16]. ApoJ also binds to AB in
CSF and plasma[17, 18], and increased
circulating levels of plasma ApoJ are
associated with a higher prevalence of
AD [19]. Moreover, in vitro studies
have demondrated that ApoJ inhibits
the aggregation of soluble AP into
fibrils [20]. By otherhand, ApoAl is a
major component of high-density
lipopraeins (HDLs) and it is
responsble for the transport of
cholesterol to the liver. ApoAl also
bindsto AP peptides in plasma[18] and
it is associated with AP in occasional
senile plaques in AD brains [21, 22].
Moreover, in vitro studies have shown

the capacity of ApoAl to bind and

prevent AR aggregation and toxicity
[23, 24].

Most of the AP transport studies across
the BBB have assessed the clearance of
radiolabeled tracers in vivo [6, 8, 9, 25].
Recently, simpler and faster
fluorometic methods have been
established to evaluate A exchangein
BBB models [11, 26-29]. Because the
BBB is a naturd route for cerebral AR
elimination, the aim of this project was
to detemmine the possible enhancement
of the AP(1-40) clearance by the
chaperones ApoAl and ApoJ in a
valuable in vitro mouse model using a
fluorometiic assay. We also determined
the flux modubktion of these
apolipoprdeins across the BBB by the

AB(1-40) peptide.

MATE RIALSANDMETHO DS
E thics statement

All procedures were approved by the
Animal Ethics Committee of the Vall
dHebron Research Institute (38/13 CEE A)
and were condwted in compliance with
Spanish legislation and in accordarnce with
the Directives of the European Union. For
all expeiments, male 3-week-old mice
(Janvier, Le Genest-St-Isle, France) arrived
to the animal facility of our institution 24

hours prior to the procedute.




E ndothelial cell culture (BBB model)

Thein vitro BBB mouse modelis based on
the primary endohelial cultures previously
desribed by Coisne et al. 2005 [30].
Briefly, mouse brain capillary endahelial
cells (MBC ECs) were isolated from the
grey matter of brain cortices from 3-week-
old C57BL/6J mice. After tissue
homogenization, the vascular fraction was
obwined by centrifugation with dextran
(MW ~200,000 from
mesenteroides, Sigma-Aldrich, Madrid,

Leuconastoc

Spain). From the resulting suspenson,
capillaries were sepaated from large
vessels by filtration through a 59-um nylon
mesh and digested with collagenase/dispase
(1 mg/ml) (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland) in washing buffer (HBSS 1X
(Sigma-Aldrich) supdemented with 10 mM
HEPES (Gibco, Madrid, Spain)), with
DNAse (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich) and
TLCK (0.147ug/ml) (Roche Diagnostics).
According to Coisne et al. (2005) [30],
material was seeded at 51,000 digested
capillaries/em’ in Matrigel-coated
polycarbonate Transwels with a 3 um pore
size and 12 mm diameter (Corning NY,
USA). The culture media was low glucose
DMEM (Gibco), supdemented with 15%
bovine serum (Gibco), 2% aminoecids
(Sigma-Aldrich), 1% vitamins, 1%
penkillinktreptomycin (Gibco), 1%
glutamine (Gibco) and 1 ng/ml of bFGF
(Sigma-Aldrich). Cells were kept in a
humidified incubator containing 5% CO,

and atmospheic oxygen. The medium was

replaced every day and MBCEC s reached
the optimal confluerce after 5 days of
seeding

Im munocytochemistry analyses

The distribution of endothelial cells andthe
tightness of our BBB in the in vitro model
were determined using CD -31 (Santa Cruz,
USA) and Zonula Occludens protein-1
(Z0O-1) (ThermoFisher Sciertific, Madrid,
Spain) immunocytochemistry, respectively.
Endothdial cells in the filters were fixed
with cold 4% paraformaldehyde for 20 min
at room temperature (RT) and washed with
PBS. Next, cells were permeabilized with
0.1% Triton X-100 for 10 min and blocked
with  PBS-T containing 0.5% BSA
(blocking buffer) for 30 min. Filters were
incukated with rabbit anti-CD31 and ZO-1
(1:50) overight (ON) at 4°C. The
secondary antbody Alexa Fluor 488
(Invitrogen, USA) was applied in blocking
buffer for 1 h at RT, and cell nuclei were
stained with DAPI (V ector Labs, US A).

Permeability and cell viability studies

The passage of fluorescent Lucifer Y ellow
(LY ) (50 uM) (Sigma-Aldrich) in working
solution Ringer Hepes Buffer (RH, pH 7.4,
5 mM HEPES, 6 mM NaHCO; 150 mM
NaCl, 5.2 mM KCI, 22 mM CaCl,, 1.2 mM
MgCl,:6 H,0) contining 05% BSA
(Sigma-Aldrich) was used to verify the
tightness and integrity of the BBB during
different treatment with a fluorometer (at
432-538 nm). The volume cleared was

plotted vs. time and the slope was estimated




with a linear regression andysis. To
anayze the influence of the pdycarborate
membrane and collagen coating on
molecules trafficking the amount of
passage was calculated in both the presence
andin the absence of MBC ECs. The slope
of the clearance curve of LY with the
transwell alone and transwells with cells is
equd to PST and PSt, respectively. The PSe
(ul/min) is the permeability-surface area
produa. Then, the PS value for the
endahelial monolayer (PSe) was computed
asfollows: 1/PSt=(1/PSf) - (1/PSe)

To geneate the enddhelial permeability
coefficient, Pe (cm/min), the PSe value was
divided by the surface area of the transwell
(112 cm?). After treatment, Pe unde
1x10° cm/min represented an intact BBB

andwas thusconsdered [31].

After the expeiment, endotelial cell
viability was deermined usingan MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyitetrazolium  bromide;  Sigma-
Aldrich) redwtion assay. Briefly, 05
mg/ml of MTT was added to cells seeded
on the Transwells and kept at 37°C for 90
min. Next the medium was replaced by
dimethyl sulfoxide (DMSO). The amount
of formazan blue formed after the MTT
redudion was quantfied
spectrophotometrically at 575 nm The
results are represented as a percentage

compared o nontreated cells.

Recombinant ApoAl and Apol

production and purification

Human embryonic kidney 293 cells
(HEK 293T) were used for protein
expression after transfection with a
pcDNA4.0™  vector containing human
APOA1 or CLU cDNA (Abgent
Clairemont San Diego, USA). Stable
transfected clones were selected with
ZeodnTM (Life technologies, Spain) and
maintained to obtain continuows levels of
recombinant protein from stable cells
supenatants. The expressed proteins
contained a c-Myc tag and a V 6-His fusion
tag for their purification using a nickel-
chelating resin. For large-scale produdion,
continuows cell growth in Coring®
HYPERFlask® M Cell Culture Vessels
(Corning) was performed. HiScreen Ni FF
columns (GE Healthcare Bio-Sciences
Corp., Piscataway, NJ, USA) were used in
an AKTA puifier 100 system (GE Bio-
Sciences Corp.) for purfication by
immobilized metal ion affinity
chromatography. After elution from the
column, dialysis and lyophiization
procedures were performed. T he final pellet
was dissolved in PBS, and the total protein
was calculated using MicroBCA Protein
Assay Kit (ThermoFisher Scientfic).
Analysis by SDS-PAGE with Coonmassie
Blue staining(BioRad, Hercules, CA,
USA) and Image J software (rsweb.nh.gov)
showed that the percentage of pure
recombinant ApoAl (rApoAl) and Apol
(rApaJ) was 90% and 75%, respectively.

T hioflavin-T Binding Assay




To determine the fundiondity of the
rApoAl and rApal proteins, their ability to
prevent the aggregation of AB(1-40) and
AB(1-42) peptde was assessed using the
Thioflavin T (ThT) binding methodobgy
[32]. APB(1-40) and AP(1-42) (Anaspeg
Fremont CA, USA) solutions were
prepaed from lyophiized powders. Each
peptde (0.5 mg) was resuspended in 1%
NH,OH in sterilized distilled water to a
fina volume of 230 pl (1 mM) and
sonicated for 30 s following the
manufacturer's instructions to avoid
aggregation. Next, 20 pl aliquot of bath
peptdes were stored at -80°C untl their
use For the ThT binding assay, 2 pl of
AB(1-42) or AB(1-42) was mixed with 150
ul of each respective apolipoprotein diluted
in PBS. Three different concentration of
rApo were tested 13 pM (AB:rrApo 1:1),
1.3 pM (ABrApo 1:0.1) and 0.13 uM
(ABrApo 1:0.01). Then 5 pl of freshly
prepaed ThT (Sigma-Aldrich; 0.1 mM)
were added and 50 mM T ris buffer (pH 8.5)
to a final volume of 200 pl. Fluorescence
was recorded after 300 s in a fluorometer
(SynergyMx,Biot ek) with excitation and
emission wavelengths of 435 nm and 490
nm, respedively. All measurements were
obtined from 4 indepadent experiment,

and the samples were andyzed in dugdicate.

Amyloid-beta 1-40 peptide transcytosis

across thein vitro BBB model

For the transport studies, MBC ECs were
transferred into new 12-well plates and

rinsed twice with the working study

solution. The majority of the experiments
were performed to evaluate AB(1-40) efflux
transport, which consists of the flux from
the basolateral (corresponding to the brain
side) to the apical (correspondng to the
blood side) compartment using a
fluorometric assay with Amyloid-beta(1-
40) HiLyte™ Fluor 488-labded (Anaspec
at 485-528nm The fluorescently labelled
A[(1-40) solution was prepared from the
lyophiized powder, resuspended in 1%
NH,OH and sonicated for 30 s, as
previoudy desribed for the non-
fluorescently tagged peptdes The efflux
kinetics were evaluated by transferring
MBC EC s to 12-well plates with 6-120 nM
of fluorescent AB(1-40) peptde in the
basolateral compartment Incubaions for all
transport experiments were performed at
37°C in a humidified atmosphee of 95% air
and 3% CO, with slightagitation for 3 h.

At the end of the experiment the cleared
volume was calculated by dividing the
fluorescent signal of AP(1-40) in the
acceptor compartment by the initial
fluorescent signal added to the dona
compartment at time 0 (To). The transport
through enddhelial cells was calculated by
dividing the values obtained when cells
were present in the Transwells by the
transport of the substance across Transwells
without cells (expressed as % of AB(1-40)
transport). To assess the passible binding to
plastic or pdycarbonate membranes or the
nonspecific binding to cells, the mass

balance (%) was calculated from the




amount of fluorescence level in both
compartments after the 3 h experiment
divided by the initial fluorescence in the
donorcompartment Only experiment with
a 120% < mass balance > 80% were
consdered [10].

To investigate the effect of Apoal and
ApoJ on AP(1-40) clearance (efflux), a
concentration of 12 nM of A[3(1-40) was
selected. T he effect of human rApoAl and
rApal (50 nM and 200 nM) was assessed
by adding rApoAl or rApolJ in the apical
compartment (as free protein) and rApoAl
or rApal bound to Af(1-40) in the
basolateral compartment (as complexed
form). The AB(1-40)-rApoAl and Ap(1-
40)-rApoJ complexes were geneated by
incubating 50 nM or 200 nM of
apolipogroteins with 12 nM of AB(1-40) in
PBS at 37°C ON with agitation. Functional
receptor studies were carried out through
the blockage of the low density lipopiotein
receptor-related protein 1 and 2
(LR P1/LR P2) through incubaion with 200
nM of human recombinant receptor
associated protein (RAP) (Millipore, Corp.,
Billerica, MA, USA) in the basolateral
compartment of the BBB in vitro model for
1 hat 37°C prior to the A[3(1-40) treatment
In a subset of expeiments, Ap(1-40)
transcytosis was confirmed by evaluating
the presence of AR (1-40) in the donor or
acceptor compartment using an EL ISA
(Human Amyloid beta 40 ELISA Kit,
Novex, CA, USA) according to the

manufacturer's instructions

[H3]Inulin flux across the in vitro BBB
mode

Radiolabded [H¥Inulin (Perkin Elmer,
Rodcau, Germany) was used as a control
for nonspecific receptor transport across
the endotelial monolayer using a liquid
scintillation counter (Tricarb 2100TR). The
efflux of [H%-methoxy-Inulin  (Perkin
Elmer) (12-120 nM) added to the
basolateral compartment was monitored for
3 h. All calculations were completed as
described for the A3(1-40) transport.

rAp ol and rApol traffic across the in
vitroBBB modd

Both the influx and efflux transpat of
rApol and rApal across the endothelial
monolayer were evaluated after a 3 h
incubation at 37°C. Flux from the apical
(correspondng to blood) to basolateral
(correspondng to brain) compartment is
referred © as influx, whereas transport from
the basolateral (brain) to apical (blood)side
is referred to as efflux. In both cases, the
passage goes from the doror to the acceptor
chamber. The influerce of 12 nM AB(1-40)
in the basolateral compartment on rApoAl
and rApal (200 nM) traffic was evaluated
Furthermore, to investigate the role of LR P
family receptors in the entrance of
rApoAl/rApal into the brain, 200 nM RAP
was added to the apical compartment 1 h
prior to treatment with the recombinant
proteins. After the 3 h treatment

supeanatants of the dona and acceptor




compartment were collected and stored at -
20°C until use.

To detect rApoAl or rApal in the accepior
compartment after influx or efflux studies,
cell supernatants were immunopiecipitated
(IP) and sorted with magnetic Dynabeads®
M-280 Sheep Anti-Mouse 1gG (Novex) that
were previoudy been inculated with
Histidine Tag antibody (1 pl, Novex).
Samples from the basolateral compartment
(750 ul) and the apical compartment (250
ul) were diluted with PBS contining
0.025% Tween 20 (fina volume of 1 ml)
and incubaed with the magnetc
Dynabeads® ON at 4°C with agitation.
After 3 washes with PBS, the IP material
was resuspenda in 20 pl of PBS and
subjected © by western-blotting
Western-blotting

AB(1-40)-rApoAl and APB(1-40)-rApal
complexes were genegated to be detected
using western-blotting by incubaing 0.72
uM of AB(1-40) and11.5 uM of rApoAl or
rApal (maintaining the same ratio of 1:16
used in the Ap(1-40)
experiments) ON at 37°C with agitation.

clearance

Thirty-two microliters of each complex
solution were loaded and separated using
12% acrylamide SDS-PAGE  under
redudng condtions and electrotransferred
on nitrocellulose membranes (Millipore
Corp.) for 1 h at 100 V. Membranes were
blocked for 1 h with 10% nonfat milk in
PBS containing 0.1% Tween 20 (PBS-T)
and then probed with a mixture of anti-Af3
monoclonal antibodies 4G8 and 6E10 (each

diluted 1:1000 in PBS-T; Covance,
Princeton, NJ) ON at 4°C. The 6E10 clone
is reactive to amino acid residues 1-16,
whereas the 4G8 antibody recognizes the
17-24 residues of AB. After washing with
PBS-T, membranes were immunoreacted
with HRP-conjugated anti-mouse 1gG
(1:1000, NA931, GE Headthcare Bio-
Sciences Corp.) for 1 h at RT. Membranes
were further dewloped by enhanced
chemiluminescence using Pierce®EC L
western-blotting Luminol/Enhancer and
Stable Peroxide solutions (ThermoFisher
Scientific).

To detect rApoAl and rApal after the
transcytosis  experiments, 20 ul  of
supenatant from the doror compartment
and 20 I of immunopecipitated
supernatant from the acceptor compartment
were loaded and sepaated on 10%
acrylamide SDS-PAGE under redwing
conditions. Likewise, to detect LR P1 and
LRP2 in cell lysates, 8-10 ug of total
protein was loaded and separated on 10%
acrylamide SDS-PAGE under redwing
condiions. Then, gels were transferred onto
0.45 um pore size padyvinylidenedifluoride
membranes (Millipore Corp., Billerica,
MA) for 1 h at 100 V. After blocking the
primary antibodies used were rablt ant-
ApoAl (1:1000, Abcam), mouse anti-Apal
(1:5000, BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA), rabbit anti-LR P1 (1:1000, Abcam),
rablkit anti-LR P2 (1:1000, Abcam) and
mouse anti-bet actin (1:10,000, Sigma-

Aldrich). Membranes were immunoreacted




with HRP-conjugated anti-rabbit (1:1000,
GE Healthcare Bio-Sciences Corp.) or anti-
mouse 1gG (1:1000, GE Heathcare Bio-
Sciences Corp) for 1 h at RT and
dewelopedas desribed above. The amount
of target protein able to cross the BBB was
quantfied by measuring the intensty of the
corresponding acceptor compartment band
using Image J software.The expression of
beta-actin was used as a loading control for
the quantification of LRP1 and LR P2

expressionin the cell lysates.
Quantitative real-time PCR (gqPCR)

RNA from cells seeded on Transwells was
extracted using the RNeasy kit (Qiagen,
Austin, TX, USA)
instructions. RNA

following the
manufacturer's
concentrations and qudity were measured
with NanoChips using the Bioandyzer
2100 system (Agilent Santa Clara, CA,
USA). Correspording cDNAs  were
synthesized using the High-Capecity cDNA
Archive kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA). mRNA levels were quartified
using the TagMan fluorogenic probes
(Applied
(Mn_01160430_m1) and LR P-2
(Mm_01328171_ml), and were anadysed
using the Applied Biosystems SDS 7900

Biosystens) for LRP-1

system software. The results were
nomalized to glyceraldehyde-3-phosphde
dehydrogenase (GAPDH)
(Mm99999915 dl) expression levels. The
relatve  quartification values  were
284,

calculated using the Liv ak equdion (

The results are expressed as ratios of the

calibrator samples analyzed in each

experiment
Statistical Analysis

GraphPad Prism 5 was used for statistical
analysis. Statistically significant differences
were assessed using a t-tests or one-way
ANOVA  with

comparison post-hoc test as appropriate.

Dunnet's  multiple

The variables are presented as the mean +
SEM. A p-value < 0.05 was considered

statistically significant.

RES ULT S

Production and characterization of
human recombinant ApoAl and
ApoJ

Highly pure recombinant proteins were
produad from HE K293 T cells. rApoAl
and rApoJ contained a c-Myc tag and a
polyhistidine tag at the N-terminus that
enabled a single-step purification and
conferred a 4.81 kDa and 3.30 kDa
increase in their molecular weight,
respedively, when compared with the
corresponding native apolipopraeins
purified from human plasma as
confirmed by westem-blotting (Fig. 1A-
B). Thus, To test functionality of the
proteins in vitro, increasing
concentrations of rApoAl or rApol
were incubaed with soluble AB(1-40)
or AB(1-42) peptides for 24 h at 37°C,




and the presence of larger oligomelic
and fibrillar comporents was evaluated
by fluorescent quantification of ThT
binding For this particular assay,
recombinant  apolipoprotens  were
challenged to AP(1-40), but also to
AB(1-42) because it has demondrated
stronger amyloidogenic and
fibrillogenic propeties than the AB(1-
40) peptide in vitro [33, 34]. We
obsewed that both rApoJ and rApoAl
prevented  the percentage of

fluorescence emitted upon binding to
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fibrils and oligomers formed by AB(1-
40) or APB(1-42) in a concentration
dependent manne (Fig. 1C-D), as
previously described for the native
proteins[20, 23]. We confirmedthatthe
presence of the recombinant proteinsin
the apical compatmert of the system
did not modify the permeability
coefficient values for the LY tracer
(Fig. 1E-F), which indicated that 200
nM of rApoAl or rApal did not alter
the BBB integrity or cause toxicity to
MB CECs.

E
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Figure 1 Human rApoJ and rApoA1l production and characterization. A-B) Western-blotting results of human
native (n) or purified recombinant (r) ApoJ and ApoAl. The rApoJ (39 kDa) and rApoAl (33 kDa) bands are
indicated by arrowheads. C-D) Effect of rApoJ and rApoAl on AB(1-40) and AB(1-42) aggregation and fibrillization
assessed using Thioflavin T (ThT) methodology. The data are calculated as a percentage of the control in each
independent experiment. Each bar represents the mean + SEM of at least four independent experiments. * p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, E-F) Impact of 200 nM of human rApoJ and rApoAl on the integrity of the
endothelial cell monolayer using Lucifer Yellow (LY) as a marker of paracellular transport.
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Fluorescently labeled-AB(1-40)

transcytosis in vitr o

After 5 days of extraction and isolation,
MB CECs suitable

confluence and formed a monohyer on

reached the

the inserts. Low permeability to the
Lucifer vyellow (LY) tracer, as
evidenced by a Pe coefficient < 1.10°°
cm/min., confirmed the expression of
well-differentiated tight and adheent
junctions that limit paracellular passage
across the BBB. Expression of CD31
was determined to evaluate the cell
projection area of confluent cultures
(Fig 2A2) and ZO-1 expression
confirmed the formation of completely
tight endothelial cell monohyers (Fig
2A1). To study the AB(1-40) clearance
from the brain to the bloodgream across
the BBB, the basolateral-to-apical
efflux of increasing doss of
fluorescently labeled-AB(1-40) was
evaluated with thein vitro modelafter 3
h incubaion. As expected, AB(1-40)
transport was saturated at higher
concentrations. This receptormediaed
transport showed an equilibrium
binding constant (K 4) of 36 £ 17 nM. In
compaison, the efflux of [H¥inulin,
which is a metaolically inert marker
thatis not transportel across the BBB
[6], was determmined radiometrically and

presented a nonspecific transport

across the MB CECs (Fig 2B). AB(1-40)
was nottoxic to endothelialcells within
the dose range assayed (6-120 nM) (Fig
2C) assessed by the MTT reduction
assay; in addition, a lack of impaired
LY passage after a nonfluorescent
AB(1-40) treatment showed that BBB
permeability was not  altered
(Supplementd Fig. 1). The clearance
experiments were peformed using 12
nM ApB(1-40), which is beow the K4
and therfore desired for affinity
enhancement studies. Furthemore the
involvement of the more comnon
receptars of AB(1-40) at a vascular level
were evaluated in our model. We then
testad the effect on AB(1-40) efflux of
theexposureof RAP, which blocks both
receptas, and we obsewved a reduction
of 41.2 + 8.7% on the appearance of the
fluorescent signal at the apical
compartment (Fig. 2E). To confirm that
AB(1-40) efflux was mediated by the
LRP recepta family, a humanAR(1-40)
ELISA kit was used to analyze the
AB(1-40) concentration after 3 h of
transport across the endothelial
monokyer. The results were equivalent
to those obtainel from the fluorometic
assay; the presence of RAP significantly
reduced the AB(1-40) basolateral-to-
apical efflux (Fig. 2E)
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Figure 2 AB(1-40) efflux across the in vitro BBB model. A1) ZO-1 and A2) CD31 immunostaining of the capillary
endothelial cell monolayer reflects the tightness of the BBB model. Nuclei are in blue (DAPI), Bars = 200um. B)
Basolateral-to-apical efflux of different concentrations (1-120 nM) of AB(1-40)- HiLyteFluor™488 (solid line) or 3H-
inulin (dashed line) across the in vitro BBB model after a 3 h incubation. C) MTT measurements after 3 h
incubation with AB(1-40). D) Basolateral-to-apical AB(1-40) passage after RAP incubation assessed by fluorometric
assay, or E) by AB(1-40)-ELISA. The data are calculated as a percentage of the control in each independent
experiment. Each bar represents the mean + SEM of at least four independent experiments. * p < 0.05, ** p <

0.01.

Apical-to-basolateral transport of

rApoAl andrApoJacr osstheBBB

Human rApoAl and rApol apical-to-
basolateral influx was evaluated to
study their
BBB. After a 3 h

rApoAl or rApoJ on the apical side

permeability across the

incubaion with

(dona compatmert correspondng to
the blood side), their presence in the
basolateral side (acceptar compatmert
correspondng to brain side)
deteted by westem-blotting We

was
obsewved that the transport was
modukbted in both @ses by the blockage
of receptas from the LRP family

because the incubaion of endothelial
cells with 200 nM RAP decreased the
trafficking of rApoAl and rApol to the
acceptor compatmert (Fig 3A). We
detemined that rApoAl and rApol
crossed the BBB through a receptor
mediaed transport because the passage
of increasing doses of the recombinant
(20-2000 nM) the
basolateral compartment was saturated

proteins into
after 3 h incubation. The K 4values were
76.18 + 54.76 nM and 137.8 + 113.1
nM for rApoAl and rApoJ, respedively
(Supplementd Fig. 2). On the other
hand, as a simulation of an excess of A3
in the brain, we determined whether the

12
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Figure 3 Modulation of human rApoJ and rApoA1 influx across the in vitro BBB model. A) Apical-to-basolateral
influx of rApoJ and rApoA1l (200 nM) modulated by the incubation of RAP (200 nM) in the apical compartment 1 h
prior to treatment. B) Influx of rApoA1 and rApoJ (200 nM) modulated by the presence of AB(1-40) (12 nM) in the
basolateral compartment. rApoAl and rApoJ in the supernatants from the donor (apical) and the
immunoprecipitated acceptor compartment (basolateral) were detected using western-blotting. D= donor
compartment; A= acceptor compartment. The data represent the mean * SEM of the band intensity
corresponding to the acceptor compartment (basolateral) from at least four independent experiments. * p <0.05.

presence of AB(1-40) in the basolateral
side modified the penetration rate of
rApoAl and rApoJ. In both cases, we
obsewed an enhanced influx after 3 h
incubaion. The levels of rApoAl or
rApoJ were increased in the acceptar
compatment when 12 nM A((1-40)
was present on the oppaite side of the
Transwdl (Fig. 3B).

E ffect of human rApoAl and rApoJ
on AB(1-40) clearanceacross the BBB

To study the effect of rApoJ and
rApoAl on APB(1-40) clearance, two
types of experiments were carried out.
Firstly, fluorescently labeed-AB(1-40)
was added to the

compatment (corresponding to the

basolateal

brain side) and increasing

13



concentrations of the recombinant
apolipopraeins (0, 50 and 200 nM)
were added to the apical compatment
(corresponding to the blood side). At
the highest concentration tested, we
obsewed that whereas rApoJ did not
alter the APB(1-40) passage rApoAl
enhanced the basolateral-to-apical

AB(1-40) efflux (Fig 4).

Apical (Blood)

apical-to-basolateral comparttment, we
examined if the
fluorescently labeled-Ap(1-40) could be
modubted by complexing the peptide to

transport  of

rApoJ or rApoAl. The complexes were
formed by incubating of the peptide
with the correspondng recombinant
proteins ON at 37°C. The detection of
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Figure 4 AB(1-40) clearance across the in vitro BBB model modulated by rApoJ or rApoALl. Effect of 3 h incubation
of rApoJ or rApoAl (50 or 200 nM) in the apical compartment on the AB(1-40) HiLyte™ Fluor 488-labeled (12 nM)
basolateral-to-apical efflux. The data are calculated as a percentage of the control in each independent experiment.
Each bar represents the mean + SEM of at least four independent experiments. * p <0.05.

Westem-blotting and gPCR results
showaed thatthis increase was notdue to
a change in LRP1 or LRP 2 expression
after 3 h incubation with rApoA1l on the
apical side(Supplematd Fig. 3).

Second, because we previously
obsewed that both rApoAl and rApoJ

were able to cross the BBB from the

high molecular weight species throwgh
anti-ApB westem-blotting confirmed that
both recombinant proteins boundto the
fluorescently labeled-AB(1-40) and
formed complkexes; rApoAl-Ap(1-40)
and rApoJAf(1-40) (Fig 5A). The
formation of the corresponding

complexes was verified by the detection
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Figure 5 AB(1-40) clearance across the in vitro BBB model when complexed to rApoJ and rApoAl. A) Complexes
of AB(1-40)-rApoJ and AB(1-40)-rApoAl were detected by western-blotting using anti-4G8+6E10 AR antibodies.
The principal protein complexes with AB(1-40) are indicated by arrowheads. B) AB(1-40) HiLyte™ Fluor 488-labeled
(12 nM) basolateral-to-apical efflux for 3 h when complexed to rApoAl or rApol. The data are calculated as a
percentage of the control in each independent experiment. Each bar represents the mean + SEM of at least four
independent experiments. * p < 0.05.

of ApoAl or Apol in each case was reduced when boundto theamyloid
(Supplementd Fig. 4). In this case, we peptide (Fig. 6).

obsewved that AB(1-40) clearance was

enhanced when the peptide was

complexed to rApoJ, whereas the

_ DISCUSS ION
complex formed with rApoA1l was not
able to mobiize AB(1-40) from the The pathological accumulation of AR in
basolateral compartment (Fig. 5B). the brain parenchyma and vessel walls

_ is one of themajor hallmarks of AD. To
Finally, the dona compartment was

treated with rApoAl-Ap(1-40) or
rApoJ-Ap(1-40) complexes to
detemine the effect of AB(1-40) on the
modulationof rApoAl or rApoJ efflux

investigate the mechanisms that can
promot A3 removal from the brain, we
used an in vitro BBB model and
fluorometic assay to study the

_ clearance of cerebral AB(1-40). We
across the BBB. When compased with o
o demondrated thatour modd mimics the
the trafficking of free rApoAl or rApol o -
_ _ in vivo conditons of saturated AB(1-40)
proteins through the endothelial _ ) )
_ receptar-mediaed transcytosis, mainly
monohyer, rApoJ basolateral-to-apical _ i
_ via an LRP family membe, as
efflux was increased when complexed ) i
previously described [6, 8, 9].
to AB(1-40); however, the appearance

of rApoAL in the apical compatment Currently, there is no treatment that

improves the outcome of patients
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suffering from AB-related pathologies,
suchas AD or CAA . Therefore, proteins
that bind AR mateial, prevent its
aggregation and moduhte its transport
may be powerful therapeutic tools for
thesediseases. In this regard, increasing
evidence suggests that apolipopraeins
are involved in AB fibrillogenesis and
clearance [9, 20, 23, 35, 36], and
genetic variations in the correspondng
genes are associated with AD and CAA
severity and incidence [12, 13].
Currently, the most relevant protein of
the family is ApoE. In addition to other
functions directly or indirectly relatedto

AB, ApoE has been extensivdy

implicated in AP clearance throwgh the
cerebrovascular system depending on
the isoform [29, 37, 38]; however, its
exact role in the process remains

controvesial [39].

Both ApoAl and Apol are known to
bind AR and prevent its aggregation and
toxicity [16, 23, 24, 40]; thus, we
investigated their role in the moduktion
of AB(1-40) flux from the brain to the
bloodd¢ream across cerebral cultured
endothelial cellss. We  produced
recombinant human ApoJ and ApoAl
and confirmed that both molecules
inhibited the aggregation of soluble

AB(1-42) into oligomeic forms, as
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previously described for the native
proteins [20, 23]. Next, we investigated
the trafficking of human rApolJ and
rApoAl in both directions across the
BBB. We confirmed that both proteins
crossed the BBB without effecting LY
permeability. Furthermore, incubation
with RAP decreased the presence of the
recombinant proteins in the opposte
comparttment of the BBB model. This
finding suggests thatrA poAl and rApoJ
crossed the endottelial monobyer from
theapical to thebasolateral side through
a receptor of the LRP family. Whereas
previous reports showed that Apol
crossed the BBB via LRP 2 [9, 35], to
our knowledge, the receptors involved
in ApoAl transcytosis have yet to be
elucidated. Further experiments are
required to confirm the spedfic receptor
involved in the passage of ApoAl
across the BBB unde predetermined
conditons. In fact, ApoA1 is considered
to be able to cross the BBB [41]
because it has been found in the CSF
and throwghout the brain [42], althouch
the mechanisms behind this trafficking
are not well described. We obsewed
that the incubaion of AB(1-40) in the
system compatment corresponding to
the brain side enhanced the passage of
rApoAl

blooddream into the brain. We

rApoJ and from the

speaulate thatan apical molecular signal

activated in the presence of the
basolateral AB(1-40) may enhance the
influx of rApoJ and rApoAl
Neverthdess, our data suggest that the
role of both chaperones may be more
relevant in brains with a pathological
accumulation of AB. In this regard,
while ApoAl is mainly synthesizd in
theliver, it has been foundassociated to
senile plaques in AD [21, 22]. It is not
compktely clear whether this plaque
associated ApoAl comes from the
periphery [43] or is expressed by
paticular  brain cells, such as
endothelial capillary cerebral cells [44,
45].

On the other hand, we demondrated
that bothapolipoprdeins modubted Ap
clearance from the brain to the blood
depending on their concentration and
location. In ourBBB model formedby a
tight monobyer of MBCECs, we
confirmed that Ap(1-40) efflux was
medated by LRP1, as previously shown
in mouxe models [6, 7] and human
endothelial cells [7, 46], but not in
bovine endothelial cells [47]. In our
system, we obsrved that high
concentrations of rApoJ boundto AB(1-
40) enhanced its clearance. This finding
Is in accordance with previous in vivo
studies that administered radiolabeled

AB(1-40) in a guinea pig model [48] or
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AB(1-42) in mice [9]. These studies
demondrated that the principal route of
ApoJ-AB complex clearance from the
brain was through LRP2. Because ApolJ
is expressed by different brain cells [14]
that are co-located with AR fibrils in
brain damage regions affected by AB
[16], and because LRP1 expression (the
main receptar involved in AP clearance)
is decreased in AD or in the normd
aging process [49, 50], ApoJ might be
considered a cerebral A carrier using
alternative elimination routes from the
brain. In contrast, incubaion with
increasing levels of rApoAl in the
apical chamber (blood side) of the
system improved the elimination of
AB(1-40) from the
compartment (brain side). In this regard,

basolateral

previous reports showed a decrease in
plasma ApoAl in AD and dementia
patients [51, 52] and this decrease
correlated with the severity of the
disease [53]. Therefore, plasma ApoA1l
may represent a physiological decoy for
soluble AB produed in the CNS.
Alternatively, cerebral A3 accumulation
may cause a peripheral ApoAl
reduction by attracting the
apolipoprdein into the brain across the
BBB. Indeed, this would explain our
finding that the ApB(1-40)-rApoAl
complex retains the apolipoprdein and
blocks clearance to the apical side.

Neverthdess, studies using APP
transgeric mice showed that the
deletion of mouse ApoAl worsened
memol deficits [54]. Likewise, the
overexpression of ApoAl in an AD
moue modd did not change
parenchymal AP load butimproved the
cognitive deficiency and reduced the
accumulation of A in cerebral vessels
[55]. Overall, peripheral ApoA1l appears
to reduce the vascular AP load and the
inflammation  associated with its
deposition. On the other hand, a recent
study has confirmed the importance of
ApoE and ApoAl in cognition; the
double deletion of bothapolipopraeins
causes cognitive deficits indepaendent of
the favorable effect on amyloid
pathology unexpectedly obsewnved in
APP/PS1dE9 mice crossed with
ApoE/ApoAl double knodk out mice
[56]. Finally, ApoAl/HDL possesses
anti-inflammatory and anti-oxidative
properties, modubtes immune function
at the cellular level [57] and can
transiently reduces brain AB soluble
levels in an experimental model of AD
[58].  Therefore, the

administration of rApoAl may induce

peripheral

protedive effects by promoting soluble
AB clearance and avoiding further
consequences of its accumulation, such

as inflammation and neirodegeneration.
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In conclusion, the present study
demondrated that the presence and
localization of ApoJ, but also ApoAl,
influenced AB(1-40) clearance in an in
vitro BBB model. The moduktion of
the balance of thes apolipoprdeins
between the periphery and the brain
may be an effective therapeutic strategy
for AD and CAA.
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Supplemental M aterial

Supplemental Figure 1. Detemination of Lucifer Yellow (LY) permeability after the
treatment with 12nM non-fluorescent ApB(1-40) treatment in the apical compatment.
Each bar represents mean + SEM of three independent experiments.
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Supplemental Figure 2. Human rApoJ and rApoAl influx across the in vitro BBB
model. Apical-to-basolateral influx of (A) rApoAl and (B) rApoJ; Representative
membianes showing the recombinant protein levels in the supematantsfrom the donor
(apical) and the acceptor (basolateral) compatments detected by westem-blotting The
data represent the mean £ SEM of the band intensity correspondng to the acceptor
compartment (basolateral) f rom three independent experiments. D= donorcompatment;

A= acceptorcompartment. a.u.= arbitrary units of band intensity.
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Supplemental Figure 3. (A) LRP1 and LRP 2 protein expression, detemined by
Westem-blotting and, (B) LRP1 and LRP2 gene expression, determined by
guantitative real-time PCR (gqPCR), in MBEC after 3h treatment with 200 nM rApoA1l.
C= Control conditions. a.u.= arbitrary units of band intensity. Each bar represents the

mean = SEM of three independent experiments.
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Supplemental Figure 4. AB(1-40)-rApoJ and AB(1-40)-rApoAl complexes detected by
westem-blotting using (A) anti-ApoAl and (B) anti-ApoJ antibodies, respectively. The
principal protein complexes with A(1-40) are indicated by arrowheads.
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Biomarcadores de la ICH primaria

1. Revision sistematica de biomarcadores de la ICH primaria hasta la actualidad

En las ultimas décadas, el ictus se ha considerado una de las emergencias clinicas mas
alarmantes en nuestra sociedad dada su alta incidencia, su elevada tasa de mortalidad vy
discapacidad, asi como su repercusion econdmica y sociosanitaria (Diaz-Guzman et al., 2012).
De entre los subtipos de ictus, la HIC espontanea presenta una mayor gravedad, dando lugar a
ratios de mortalidad mas elevados (Godoy et al., 2015). No obstante, los estudios para
investigar la fisiopatologia del ictus se han centrado mayoritariamente en el ictus isquémico,
por lo que muchos de los mecanismos moleculares asociados a la HIC aun se desconocen

(Montaner, 2006).

Hasta la fecha, no existe un tratamiento eficaz para la HIC mads alld del manejo y atencién
clinica por parte de los neurdlogos, y su diagndstico se realiza badsicamente por técnicas de
neuroimagen. El diagndstico radioldgico permite clasificar el tipo de ictus, determinar la
etiologia de la HIC, su progresién de la HIC y prevenir las principales complicaciones asociadas
a la HIC. A pesar de su gran utilidad, estas técnicas son poco especificas y sensibles, son caras,
y en ocasiones no son lo suficiente eficaces para el pronéstico del paciente. Es por ello que la
investigacion de moléculas bioldgicas o biomarcadores implicadas en la patologia de la HIC es
de vital importancia para entender mejor la heterogeneidad de la patologia, para mejorar el
manejo de la enfermedad y para el descubrimiento de nuevas terapias para la practica clinica.
En consecuencia, una parte de esta tesis se ha centrado en la busqueda de biomarcadores que

puedan asociarse a los procesos que inducen la HIC.

En particular, el hecho de diferenciar entre subtipos de ictus mediante biomarcadores, nos
permitiria desarrollar un test bioquimico de diagndstico rapido que podria conferir grandes
ventajas de criba pre-hospitalaria y un mejor manejo de los pacientes con ictus. Por ello, el
primer objetivo de la tesis fue hacer una busqueda sistematica de los biomarcadores de
subtipos de ictus: isquémico vs. hemorragico. Asi, como parte de la pagina Web ( www.stroke-

biomarkers.com, Ver Anexo) creada por nuestro laboratorio, se recogié toda la informacion

relacionada con biomarcadores para distinguir el subtipo de ictus hasta la fecha 13/01/2016.
Para considerar un biomarcador como posible candidato y hacerlo publico en la Web, se
tuvieron en cuenta dos criterios: que al menos 3 estudios diferentes analizaran el mismo

biomarcador, o que, independientemente del nimero de estudios, la muestra total analizada
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fuera mayor a 200 pacientes. Siguiendo estos criterios, se han estudiado y descrito 6 moléculas
estudiadas de las cuales tan sélo 3 mostraron unos niveles estadisticamente diferentes
dependiendo del subtipo de ictus (isquémico o hemorragico). Como se describe en la Tabla 3,
se han encontrado altos niveles en plasma de GFAP y S100B en los casos de HIC en la fase
aguda, y una reduccién de los niveles de RAGE soluble (sRAGE) en las primeras horas del
evento hemorragico. En el caso de la proteina C-reactiva (CRP), hay controversia sobre los
resultados obtenidos en los diferentes estudios. Mientras que un estudio muestra niveles
plasmaticos elevados en los casos de isquemia cerebral, dos estudios no determinaron ninguna
diferencia significativa en los niveles seguin el subtipo de ictus. Por lo tanto y a la espera de

mas estudios, no podemos considerarlo un buen candidato.

Tanto el GFAP como S100B son considerados como marcadores prototipicos de astrocitos
(Barres, 2008; Sofroniew & Vinters, 2010). Altos niveles en plasma de estas proteinas gliales
sugirien el desacoplamiento y la disfunciéon de la unidad neurovascular, revelando el dafio
cerebral causado por la HIC. Por otro lado, RAGE es un receptor transmembrana multiligando
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y lo encontramos en las células
endoteliales de la vasculatura cerebral, astrocitos y neuronas, pero también en células del
sistema inmunitario. Mediante el corte enzimatico del segmento C-terminal, se produce la
forma soluble detectable en plasma. S100B es un ligando para el receptor RAGE y su unién
provoca la activaciéon de vias de sefializacién relacionadas con la respuesta inflamatoria e
hipéxica (Donato et al.,, 2007). Ademas, RAGE desempefa un papel importante tanto en el
desarrollo temprano y la progresion de la aterosclerosis y la inflamacion vascular (Yan et al.,
2006; Chang et al., 2008) y niveles altos de sRAGE se han asociado a un disfuncidn cardiaca a
largo plazo (Jensen et al., 2015), lo cual podria explicar los altos niveles encontrados en los

pacientes con ictus isquémico en comparacion con la hemorragia intracerebral.

Por lo tanto, podemos concluir que 1) existen pocos estudios dirigidos a la busqueda de
biomarcadores de la HIC en comparacidn con el ictus isquémico, y 2) tan sélo existen 3
moléculas propuestas como posibles biomarcadores para distinguir el subtipo de ictus con
indicios claros, teniendo en cuenta el nimero de estudios realizados (minimo 3) y/o haber sido

determinado en grandes cohortes (mayor de 200 pacientes).



Tabla 3. Biomarcadores del subtipo de ictus

Codigo
Uniprot

P04271

P14136

P16860

P02768

Q15109

P02741

51008

GFAP

ANFB

ALBU

RAGE

CRP

Simbolo Nombre

$100 Calcium
Binding
Protein B

Glial fibrillary
acidic protein

Natriuretic
peptides B,
(BNP)

Albumin

Receptor for
advanced
glycosylation
end products

C-reactive
protein

Asociacion

Los pacientes con una HIC
presentan niveles
plasmaticos mds elevados
que los pacientes con un
ictus isquémico en la fase
aguda.

Los pacientes con una HIC
presentan niveles
plasmaticos mas elevados
que los pacientes con ictus
isquémico en la fase aguda.

No se han encontrado
diferencias significativas en
los niveles entre los dos
subtipos de ictus.

No se han encontrado
diferencias significativas en
los niveles entre los dos
subtipos de ictus.

Los pacientes con ictus
isquémico presentan
niveles de la forma de
RAGE soluble en plasma
mas elevados que los
pacientes con HIC en la fase

aguda.

No se han encontrado
diferencias significativas en
los niveles entre los dos
subtipos de ictus.
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Subtipo

HIC

HIC

Ictus
isquémico
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2. Moléculas implicadas en la patologia de HIC primaria: biomarcadores de etiologia

Hasta la fecha, no existe ningun estudio dedicado a la identificacién de biomarcadores que
haga posible el diagndstico de la etiologia de HIC primaria. El Unico estudio realizado para la
identificacion de biomarcadores con este objetivo, fue llevado a cabo por Greenberg (2000) en
el cual no se encontraron diferencias en los niveles de AB(1-40), AB(1-42) y TGB-1 en plasma
de pacientes en fase crénica diagnosticados como HIC-AAC, HIC-HTA y controles. Creemos que
la identificacion de moléculas relacionadas con la etiologia de la HIC primaria proporcionard
una mejor comprensién de la patologia y su evolucién y nos ayudard al descubrimiento de
nuevas dianas moleculares para futuras intervenciones terapéuticas. Ademas, en el caso de la
HIC causada por una AAC, encontrar biomarcadores de la enfermedad nos podria servir para
determinar la eficacia de posibles nuevos tratamientos y aumentar la seguridad de

tratamientos contraindicados actualmente para la AAC, como la terapia anticoagulante.

Por ello, el propdsito del estudio 1 fue diferenciar entre las dos etiologias de la HIC primaria,
HIC-AAC y HIC-HTA, basandonos en las diferencias en la expresidén génica en las células blancas

de la sangre.

2.1 Busqueda de biomarcadores hemorragicos por tecnologia de microarrays

Para el descubrimiento de nuevas moléculas implicadas en la patologia que engloba la HIC
primaria, se llevd a cabo un analisis de transcriptdmica masivo mediante la tecnologia de
microarrays en leucocitos de pacientes con HIC primaria de etiologia hipertensiva o de origen
AAC. Previamente algunos autores ya habian resaltado el uso de esta tecnologia para analizar
los cambios de expresidn para diferentes estados neuropatoldgicos. En el campo del ictus, el
primer estudio que determind la existencia de cambios en el perfil de expresidn génica de las
células blancas sanguineas fue en 2001 utilizando un modelo en rata (Tang et al., 2001). Desde
entonces, se han llevado a cabo investigaciones utilizando esta tecnologia para la identificacion
de biomarcadores para la prediccién de ictus isquémico (Tang et al.,, 2006; Stamova et al.,
2010) o para el pronéstico de TH asociado al tratamiento trombolitico en el ictus (Fernandez-
Cadenas et al., 2013). Estos resultados muestran el potencial que puede tener el estudio de
transcriptdomica en células de la sangre para la evaluacién diagndstica y prondstica en el campo

del ictus hemorragico.
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Debido a que durante la fase aguda y subaguda los pacientes que sufren una HIC presentan
una alteracion en las moléculas inflamatorias debida a la hemorragia en si (Wang y Doré, 2007;
Qureshi, 2009; Brunswick, 2012) y no a la fisiopatologia del subtipo de HIC, nuestro anilisis se
baso en el uso de muestras de pacientes con HIC en fase crénica (al menos 3 meses tras el
ultimo evento hemorragico). Por todo ello, por primera vez hemos llevado a cabo un estudio
de cribado masivo para encontrar biomarcadores sanguineos de HIC primaria especificos de

cada etiologia.

Como describimos en el primer trabajo de esta tesis (Merino-Zamorano et al., 2015a),
mediante el analisis por tecnologia de microarrays, un total de 6 transcritos mostraron una
alteracion en su expresiéon en los casos de HIC-AAC, 28 fueron expresados diferencialmente en
los casos HIC-HTA, y 31 en los casos ICH independientes de la etiologia en comparacion al
grupo control. Tras el andlisis de los resultados, se llevé a cabo un estudio de validacion del
perfil de expresion por RT-gPCR en una nueva cohorte. De los 3 grupos de estudio, se
seleccionaron 11 genes, de los cuales ninguno mostré un perfil de expresion equivalente al que
se encontré en el analisis por microarrays. Aun asi, la expresion del gen GOLGAS8A (Golgin A8
Family Member) que habia mostrado niveles de expresion mas elevados en el grupo HIC-HTA
por microarrays, mostrd diferencias entre pacientes con HIC en comparacién a controles,
independientemente de su etiologia. Debido a la gran variabilidad génica interpersonal,
creemos que el pequefio tamafio de la cohorte inicial utilizada podria afectar a nuestros
resultados, por lo que no podemos descartar que existan diferencias transcriptdmicas en

leucocitos segun la patologia que causa la HIC.

Otro aspecto a tener en cuenta, es el proceso global de transcripcién y maduraciéon del RNA
mensajero (MRNA) hasta la traduccidn de la proteina. Un estudio piloto reciente mediante la
tecnologia de secuenciacidn por sintesis (SBS, del inglés sequencing by synthesis technology),
ha demostrado que existen grandes diferencias a nivel de splicing alternativo génico en el
MRNA de células sanguineas entre los dos subtipos de ictus (isquémico y hemorragico), lo que
sugiere que las posibles diferencias existirian tras el procesamiento y maduracidn del éste y

por lo tanto en las isoformas de las proteinas candidatas (Dysktra-Diello et al., 2015).

Por ultimo, debemos considerar la baja sensibilidad de las técnicas de uso universal y/o rutina
de laboratorio, como la RT-qPCR en comparacién con la tecnologia de microarrays. En este
sentido, seria conveniente tener en cuenta las posibles diferencias debidas al splicing
alternativo para la 6ptima eleccidon de las sondas utilizadas para la deteccién por RT-qPCR.

Teniendo en cuenta todo ello, nuestros resultados demuestran la dificultad de encontrar
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biomarcadores a nivel transcriptdmico especificos de etiologia de HIC primaria a partir de las
células blancas de la sangre. Aln asi, un disefio experimental incluyendo un mayor nimero de
pacientes para el screening inicial deberia tenerse en cuanta para futuros estudios de

busqueda de biomarcadores.

2.2 GOLGAS8A, ées un buen biomarcador de HIC primaria?

Como hemos explicado, de todos los genes analizados por RT-qPCR, ninguno mostré el perfil
de expresidn encontrado en el analisis por microarrays. Aun asi, la expresion del gen GOLGAS8A
en leucocitos se encontraba significativamente mas elevada en pacientes que habian sufrido
una HIC (independientemente de la etiologia) que en controles. Para determinar el valor como
biomarcador y su implicacidon en la HIC, cuantificamos por inmunoensayo los niveles de la
proteina GOLGA8A en una nueva cohorte. Como en el caso de su expresidon génica en
leucocitos, los niveles plasmaticos de GOLGA8A en pacientes que habian sufrido una HIC eran

mas elevados en comparacion a los controles.

Por otro lado, en nuestro estudio, encontramos una correlacién significativa en el aumento de
expresion génica y niveles plasmaticos de GOLGAS8A con el nimero de hemorragias que habian
sufrido los pacientes de HIC. Para investigar esta posible asociacion en nuestra cohorte,
hipotetizamos que sus niveles podrian estar asociados a: 1) la recurrencia hemorragica,
caracteristica clinica relevante especialmente en la AAC (Yamada, 2000; Greenberg et al,
2004), o 2) a procesos de neuroreparaciéon durante la fase crdnica del ictus hemorragico. Para
determinar el valor como biomarcador prondstico de recurrencia hemorragica, se hizo un
seguimiento de nuevos eventos hemorragicos en los 15 pacientes analizados y diagnosticados
con posible/probable AAC. En este subgrupo, los pacientes que posteriormente a la extraccion
de sangre sufrian un nuevo evento hemorragico presentaban una tendencia a tener niveles
plasmaticos GOLGA8A mas altos, sin llegar a obtenerse diferencias estadisticamente
significativas. Por ello, consideramos que para poder evaluar su posible valor pronéstico de
recurrencia hemorragica en los casos HIC-AAC, se deberan llevar a cabo nuevos estudios
prospectivos utilizando una mayor cohorte. La segunda hipdtesis fue el posible papel de
GOLGAB8A en procesos de neuroreparacion en la fase crénica de la HIC. Para ello, se cuantificd
el volumen residual de la lesiéon durante la fase crénica en el TC y se correlacioné con los
niveles de GOLGA8A. Aunque no se encontré ningun tipo de asociacién, a falta de mas
estudios, no podemos descartar la posible implicacion de GOLGA8A con procesos de

regeneracion tras una lesion cerebral.
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La proteina GOLGAB8A es una proteina localizada en el Aparato de Golgi y aunque no se sabe
mucho acerca de su funcién, se piensa que podria estar relacionada con el mantenimiento de
este orgdnulo celular (Stinton et al., 2004). Se ha sugerido la posibilidad que tras la muerte
celular, debido a la fragmentacién del Aparato de Golgi, se generen diferentes formas de
GOLGAS8A potencialmente immunoestimulantes que darian lugar a la generacidon de auto-
anticuerpos (Nozawa et al.,, 2002). Sin embargo, hasta donde nosotros sabemos, no hay
estudios que relacionen esta proteina con el ictus ni con desdrdenes neurodegenerativos, por

lo que es dificil especular sobre su posible implicacidn en esta patologia.

En resumen, este es el primer analisis transcriptomico global para diferenciar la etiologia de la
HIC utilizando la tecnologia de microarrays. Este trabajo pone de manifiesto las dificultades de
encontrar nuevas moléculas relacionadas con los procesos inflamatorios especificos en
pacientes que sufren una HIC-AAC o HIC-HTA utilizando una técnica de cribado masivo. Pero a
su vez, hemos encontrado que los niveles aumentados de GOLGA8A en plasma estan
asociados a la fase crénica del ictus hemorrdgico y a la presencia de multiples hemorragias,
siendo un posible candidato como biomarcador de recurrencia hemorrdgica en los casos de
HIC-AAC. Sin embargo, debido a la limitacion de la pequefa muestra analizada, estos
resultados deberian ser confirmados en una nueva y mayor cohorte para determinar el valor

prondstico de GOLGASA en la HIC.

3 Identificacion de nuevas moléculas implicadas en la HIC secundaria asociada al

tratamiento trombolitico en el ictus isquémico

El segundo estudio de esta tesis (Merino-Zamorano et al., 2015b) va dirigido a la investigacion
de nuevas moléculas implicadas en los efectos deletéreos del r-tPA en condiciones isquémicas
en la microvasculatura cerebral, particularmente la aparicion de complicaciones hemorragicas
tras el tratamiento trombolitico. Para el descubrimiento de nuevas moléculas diana implicadas
en el dafo endotelial, se tuvieron en cuenta dos puntos importantes en el disefo
experimental: el modelo con el cual se llevaron a cabo los ensayos in vitro y la técnica de

screening masivo para la fase de “discovery”.
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3.1 Uso de modelos in vitro para la bisqueda de biomarcadores de complicaciones

asociadas al r-tPA en el ictus isquémico

A pesar de la eficacia ampliamente demostrada del r-tPA como tratamiento para el ictus
isquémico agudo (Hacke et al., 1995; Hacke et al, 1998; Hacke et al, 2008), su actividad
proteolitica también se ha asociado a posibles lesiones vasculares que inducen la formacidn de
edema y complicaciones hemorragicas (Ishrat et al., 2012). La apariciéon de TH sintomaticas da
lugar a un mal prondstico y aumenta la incidencia de la mortalidad en pacientes que han
recibido r-tPA. Por lo tanto, creemos que el mantenimiento de la integridad de la
microvasculatura cerebral es un reto importante para mejorar la seguridad del tratamiento
trombolitico. La comprensidn del papel del endotelio cerebral puede facilitar la identificacién
de biomarcadores predictivos de los efectos nocivos de este tratamiento. En este sentido, en
nuestro estudio, seguimos una estrategia de cribado masivo para detectar cambios en el perfil
de expresidn génica de células endoteliales de cerebro humano sometidas a un tratamiento de
r-tPA durante la privacion de oxigeno y glucosa (POG), como modelo in vitro de isquemia
cerebral. Concretamente, el modelo se basd en la exposicidon de cultivos de la linea celular
endotelial humana hCMEC/D3 a la combinacion de r-tPA (diferentes dosis) y POG durante un
tiempo de 6h. Nuestro objetivo fue determinar las vias de sefializacion que se activan de forma
tardia tras la administracion del farmaco, no relacionadas con la actividad trombolitica y que

podrian estar relacionadas con los efectos deletéreos en la BHE.

Los modelos in vitro, nos permiten estudiar una patologia concreta fuera del organismo, a
nivel celular o tisular, con un control exhaustivo de las variables fisicoquimicas (temperatura,
pH, condiciones atmosféricas, presion osmotica, etc...). Por ello, son una herramienta muy
importante e indispensable en el estudio de las neurociencias, y en particular en el campo del
ictus, ya que permiten realizar estudios a nivel celular sobre procesos fisiolégicos vy
fisiopatoldgicos, ensayos de toxicidad, estudios de expresidon génica y proteica ante un

estimulo patoldgico, para posteriormente validar su importancia clinica.

Un primer punto importante a tener en cuenta para el dptimo disefio experimental del estudio
in vitro es la fuente endotelial de partida para los cultivos. En este estudio, escogimos la linea
celular hCMEC/D3 por el origen de la linea celular, su facil manipulacién y su disponibilidad.
Las células hCMEC/D3 representan la primera linea celular humana estable, completamente
caracterizada y bien diferenciada de células endoteliales cerebrales (Weksler et al., 2005). Es

importante destacar que tras su desarrollo en 2005, esta linea celular ha sido una de las mas
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utilizadas en el campo de la biologia endotelial cerebral y la farmacologia (Weksler et al.,

2013).

En referencia al modelo de hipoxia, existen principalmente dos tipos de modelo que mimetizan
la anoxia producida por las condiciones isquémicas. Por un lado, los agentes quimicos, la
cianida (KCN) que inhibe el citocromo C oxidasa, o la oligomicina que inhibe la ATP sintasa.
Estos compuestos actlan a nivel mitocondrial alterando la cadena respiratoria celular. El
segundo modelo, el que utilizamos en la presente tesis, es conocido como modelo de privacion
de oxigeno y glucosa, en el que se utiliza una camara anaerdbica y medios de cultivos sin
glucosa ni suplementos (Golberg y Choi, 1993). Este modelo nos permite de forma
automatizada y sin afiadir substancias exdgenas, controlar las condiciones de POG, facilitando

el manejo del modelo y permitiendo unas condiciones mas reproducibles a lo largo del estudio.

En cuanto a las dosis de r-tPA para tratar los cultivos, se utilizaron dosis de 13 pg/ml o 100
ug/ml de Actilyse (Boehringer, Ingelhem). La dosis de 13 pg/ml, la cual es comparable a la que
se encuentra en plasma en los pacientes que reciben terapia trombolitica en la fase aguda del
ictus isquémico, no resultd toxica en nuestro modelo. En cambio, la dosis alta de 100 pg/ml
indujo una reduccion de la viabilidad celular y un aumento de la citotoxicidad en nuestros
cultivos en combinacidn con 6 horas de POG. Por ello, esta dosis fue utilizada para inducir in

vitro los efectos deletéreos del r-tPA durante el estimulo isquémico.

3.2 Anadlisis transcriptomico por la tecnologia de microarrays

En este estudio, utilizamos la tecnologia de microarrays para identificar transcritos de
moléculas que podrian estar implicadas en la disfuncion endotelial inducida por la
combinacion de los estimulos téxicos (100 pg/ml r-tPA durante 6 horas de POG). De los
resultados obtenidos, determinados genes fueron seleccionados para la replicacion por RT-
gPCR: API5 (del inglés, Apoptosis inhibitor 5), AVIL (Advillin), BCL10 (B-cell
lymphoma/leukemia-10), THBS1 (Thrombospondin 1), los cuatro relacionados con la apoptosis
celular; DKK1 (Dickkopf-related protein 1), inhibidor en la via de sefializacién Wnt (del inglés,
canonical Wingless-type pathway) FGF5 (Fibroblast growth factor 5), implicado en la
proliferacién celular y sefializacién intercelular; NURR1 (NR4A2, Nuclear receptor subfamily 4
groupA member 2), el cual es un factor de transcripcién encargado de activar diferentes vias
de sefializaciéon a partir de estimulos exdgenos; y por ultimo, NEDD9 (Neural precursor cell

expressed), implicado en la adhesién celular.
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En este caso, el 50% de los genes candidatos seleccionados, mostraron un patrén de expresién
equivalente utilizando la técnica de microarrays o de RT-gPCR. A diferencia del articulo 1, se
muestra un mayor éxito en los estudios de validaciéon y replicacion por RT-gqPCR. Estos
resultados eran esperables, puesto que las muestras analizadas parten de un estudio in vitro
(condiciones controladas) y de una misma linea celular sin ningln tipo de variabilidad interna
de las muestras, por lo que los cambios son totalmente atribuibles a las condiciones de
estudio. Por tanto para futuros estudios, creemos que aunque la tecnologia de microarrays es
una herramienta util de screening masivo, rapida, sensible y eficaz, es muy importante tener
en cuenta tanto la variabilidad de la cohorte de estudio como el tamafo de muestra analizada
para evitar falsos positivos, asi como las técnicas existentes utilizadas para su posterior

replicacién.

3.3 NURR1 como marcador de dafio endotelial

A partir de una busqueda sistematica bibliografica en el campo del ictus y enfermedades
neurodegenerativas/ neuroinflamatorias, asi como de una replicacion de los resultados tanto a
nivel de transcrito como a nivel de proteina por Western Blot, escogimos NURR1 como
candidato. Se conoce que NURR1 es un factor de transcripcion, expresado principalmente en
células T y tejido cerebral (Law et al., 1992; Mages et al., 1994), en células gliales (Saijo K. et
al., 2009), neuronas (Zetterstrom et al., 1997) y células endoteliales (Liu et al., 2003; O’Kane et
al., 2008; Aherne et al., 2009). En ratones transgénicos con ausencia total y parcial de NURR1,
se ha determinado su participacién en el control de la respiracién celular en diferentes areas
del cerebro y desempefia un papel clave en la respuesta a la hipoxia y la adaptacidn
extrauterina en neonatos (Nsegbe et al.,, 2004). En modelos de MCAO llevados a cabo en
diferentes especies, el papel de NURR1 no ha sido extensamente estudiado vy los resultados
obtenidos no son claros. De hecho, por una parte, se ha descrito una sobreexpresion de este
gen en neuronas tras la oclusion permanente (Honkaniemi et al.,, 1997) y transitoria
(Honkaniemi y Sharp, 1996) de la arteria cerebral media, en rata y gerbo respectivamente. Por
otra, se ha observado una reduccién en la expresion de la proteina NURR1 en los ganglios
basales en un modelo transitorio de MCAO en ratén (Erdé et al., 2004). Hasta la fecha, ningtn

estudio habia asociado el r-tPA como regulador de la expresion de NURRI.

En nuestro trabajo demostramos por primera vez, un aumento de expresién de NURR1 por
parte del r-tPA (dosis dependiente) en condiciones isquémicas en células endoteliales

cerebrales humanas. Ademads, pudimos determinar una correlacion negativa entre la viabilidad
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celular y la expresion de este gen. Por consiguiente, llevamos a cabo un estudio de
silenciamiento génico para ver el impacto en la viabilidad celular y la respuesta inmune cuando
la expresién de NURR1 (a nivel de gen y proteina) se encuentra disminuida. Por un lado,
relacionamos la inhibicidon de la sobreexpresion endotelial de NURR1 con una reduccion de la
muerte celular. Asimismo, observamos que el silenciamiento génico de NURR1 durante el
tratamiento con r-tPA y POG inducia una reduccién de la respuesta inflamatoria, controlando
la transcripcién de genes pro-inflamatorios tales como NF-k-B2 (del inglés Nuclear Factor Of
Kappa Light Polypeptide Gene Enhancer In B-Cells 2), IL1-a (Interleukine 1 alpha), ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1), SMAD3 (SMAD Family Member 3), y CSF2 (Colony

Stimulating Factor 2).

A partir de nuestros datos, podriamos pensar que la inhibicion de NURR1 durante la
trombolisis podria ser una estrategia prometedora para frenar la respuesta inflamatoria y
evitar la disfuncion endotelial. Adn asi, y aparentemente en contradiccién con nuestros
resultados, otros autores han propuesto NURR1 como molécula neuroprotectora modulando
la muerte celular en astrocitos y glia (Saijo K. et al., 2009). A nivel neuronal NURR1 juega un
papel importante en la activacién de la tirosina hidroxilasa (Sakurada et al., 1999) y es esencial
para el desarrollo de las neuronas dopaminérgicas (Zetterstrom et al., 1997). De hecho,
mutaciones en este gen se han relacionado con disfunciones dopaminérgicas en la enfermedad
de Parkinson (Xu et al., 2002; Zheng et al., 2003; Le et al., 2003). Debemos destacar, por
ejemplo, que en estudios in vitro, otros autores han observado el papel protector de NURR1
como modulador de la respuesta neuroinmune (Saijo K. et al., 2009), como factor represor de
la inflamacién en macrdfagos implicados en ateroesclerosis (Bonta et al., 2006) y en la
inhibicidn de la proliferacion e inflamacidon en las células del musculo liso vascular (Bonta et al.,
2010). Pero por otro lado, se sabe que la expresion aberrante de NURR1 esta implicada en
diferentes enfermedades inflamatorias periféricas como mediador de los procesos
proinflamatorios/ inmunes, tales como artritis reumatoide (McEvoy et al, 2002; Aherne et al,
2009), psoriasis (O'Kane et al., 2008), y esclerosis multiple (Doi et al., 2008). Ademas, hay
evidencias que sugieren multiples funciones de NURR1 en sus genes diana, dependiendo del
tipo celular, el lugar de expresidn, el estimulo que induce su activacién y los niveles de
expresion bajo cada condicion (Johnson et al.,, 2011). Asi, como resultado de estas
observaciones, consideramos que la activacion de la respuesta inflamatoria de NURR1
dependeria del tipo celular y de la carga (dosis) de expresién en una condicién determinada.

En nuestro caso, la sobreexpresion de NURR1 en el endotelio cerebral induciria la activacién de
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la respuesta inflamatoria y la muerte celular, lo que podria provocar alteraciones en la

integridad de la BHE y la unidad neurovascular.

De hecho, a partir de los resultados obtenidos de los experimentos de silenciamiento in vitro
demostramos que NURR1 estaba directamente implicado en la expresién de ciertas moléculas
que se sabe que son moduladores de la integridad de la BHE (Figura 10), incluyendo IL-1a, que
interviene en la reestructuracion de la actina, las TJ y la permeabilidad endotelial (Sarkar et al.,
2008; Lie et al., 2012) y de la BHE (Michael et al., 2015), e ICAM-1, que regula la adhesion y
transmigraciéon de leucocitos a cerebro mediante su unidn a integrinas leucocitarias (Romanic
et al.,, 1997, Wong et al.,, 1999; Greenwood et al. , 2011; Benvenuto et al., 2015). En este
sentido, existen evidencias claras entre la infiltracion de neutréfilos a través de la BHE y la
aparicion de TH (Gidday et al., 2005; Rosell et al., 2008; Gautier et al., 2009; Jickling et al.,
2014). A su vez, NURR1 estimula la transcripcion de CSF2, que entre otros miembros de la
familia CSF, se ha propuesto como promotor de riesgo de hemorragia en un modelo
experimental de isquemia cuando se administra r-tPA (Gautier et al., 2014). Por ultimo, NURR1
también parece regular la expresién de la proteina NF-k-B2, que forma parte del complejo de
transcripcién de union al DNA NF-k-B, involucrada en la regulacién de la inflamacidon mediante
la activacion de la expresion de genes considerados marcadores inflamatorios. Entre otros, los
miembros de la familia NF-k-B, inducen la expresion de citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-a
durante condiciones de hipoxia (Sarada et al., 2008; Chen et al., 2015), que contribuyen al
incremento de permeabilidad vascular, formacién de edema vy infiltracion de neutréfilos; P-
Selectina (Sarada et al., 2008; Paré et al., 2011), involucrada en el primer reconocimiento y
adhesion “débil” leucocito-endotelio en la BHE, el cual se ha asociado a la disfuncion de la BHE
(Jin et al., 2010); moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 (Collins et al., 1995; Sarada
et al.,, 2008); y MMP9, implicada en la degradacién de la lamina basal e incremento de
permeabilidad de la BHE con la subsecuente diapédesis leucocitaria (Justicia et. al., 2003;

Rosell et al., 2006; Gidday et al., 2005; Gautier et al., 2009, Chen et al., 2015).

Por tanto, y a falta de confirmar esta hipétesis, inhibiendo la activacidn de la via de
sefializacion NF-k-B mediante el silenciamiento de NURR1 de manera indirecta se podria
modular la expresién de moléculas inflamatorias a nivel endotelial que estarian implicadas en
la activacion, adhesion y transmigracion leucocitaria en el endotelio. Por todo ello, nuestros
resultados sugieren que inhibiendo la sobreexpresion de NURR1, inducida por el r-tPA en el
ictus isquémico, podriamos mantener la integridad de la BHE, evitando la activacion de vias de
muerte celular y la cascada inflamatoria, evitando complicaciones hemorragicas asociadas al

tratamiento.
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Figura 10. Posibles mecanismos moleculares por los cudles NURR1 regularia la transmigracion e infiltracién de
neutrofilos a través de la BHE. El silenciamiento génico de NURR1 inhibe la sobreexpresion de las moléculas
inflamatorias ICAM-1, CSF2, IL1-a y NF-k-B2, relacionados con la integridad de la BHE y migracidon
transendotelial de leucocitos relacionada con la aparicién de TH. A su vez, inhibiendo la expresion del factor de
transcripcion NF-k-B2 mediante el silenciamiento de NURR1 se podria modular indirectamente la expresion de
citoquinas que intervienen en la permeabilidad de la BHE, reclutamiento leucocitario y moléculas de adhesion
leucocito-endotelio (IL-1, IL-6, MMP-9, P-Selectinas, ICAM-1y VCAM-1).

34 Utilidad clinica de la determinacion de NURR1 como biomarcador prondstico de

complicaciones hemorragicas

Para confirmar nuestra hipétesis, nos propusimos estudiar NURR1 como marcador de dafio en
pacientes con ictus isquémico que habian recibido tratamiento trombolitico. Concretamente,
quisimos comprobar si existia una asociacidon entre los niveles plasmaticos de NURR1 y la

aparicidon de complicaciones hemorragicas tras la trombolisis.

En la ultima parte de este estudio, se determinaron los niveles séricos de NURR1 en pacientes
en fase aguda del ictus isquémico a diferentes tiempos: basal (antes de recibir el tratamiento
trombolitico), 1h tras la administracién de r-tPA intravenoso, 12h y 24h tras el inicio de los
sintomas. Nuestros resultados mostraron que los pacientes que posteriormente sufrian una TH
sintomatica, presentaban unos niveles basales de NURR1 mas altos que los pacientes con una

TH asintomatica o sin complicaciones hemorragicas tras el tratamiento y respecto a controles.
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La elaboracién de curvas ROC nos permitié determinar que los niveles basales de NURR1 se
asociarian a la aparicidn de TH sintomatica con una sensibilidad del 83.3% y especificidad del
81.7%. Ademas, las diferencias en los niveles de NURR1 entre pacientes con una posterior TH
sintomdtica en comparacion al resto de grupos eran aun mas significativas cuando se
determinaban los niveles de la proteina en muestras obtenidas transcurrida una hora de la
administracién de r-tPA. Después de 12 y 24 h del inicio de los sintomas, los niveles de NURR1
disminuian independientemente del tipo de TH. Por tanto, nuestros resultados muestran una
asociaciéon entre los niveles periféricos de NURR1 y la aparicion de complicaciones
hemorrdagicas en pacientes que han sufrido un ictus isquémico y han recibido tratamiento
trombolitico. En este sentido, proponemos que NURR1 actuaria como un factor de
transcripcién temprano activado por r-tPA, que rapidamente induciria la activacién de la

cascada inflamatoria induciendo una disfunciéon endotelial.

En referencia a la fuente de la proteina NURR1 en suero, especulamos que podria ser de origen
endotelial, siendo un marcador de dafio celular y de integridad de la BHE (gravemente
comprometida). Pero, dado que otra de las principales fuentes de Nurrl son los linfocitos T,
creemos que la sobreexpresién de NURR1 regulada por r-tPA podria ser también una
respuesta sistémica, de manera similar a la respuesta que se da en pacientes con esclerosis

multiple (Doi et al., 2008).

Una gran limitacidon de nuestro estudio es el pequefio tamafio de la cohorte analizada y el
numero limitado de pacientes con aparicidon de TH sintomatica. Por ello, consideramos que el
valor prondstico de transformacién hemorrdgica que pueda aportar la determinacion de
NURR1 en suero deberia ser confirmado en un nuevo estudio prospectivo y multicéntrico.
Ademads, pensamos que seria muy interesante analizar el valor prondstico de este biomarcador
en combinacién con otros descritos previamente en nuestro laboratorio, como son la MMP9,

VAP-1 o la proteina APC.

4, Rol de las Apolipoproteinas en el trafico de AR a través de la BHE
4.1 Modelaje de la BHE in vitro: una herramienta preclinica para el estudio de AACy la
EA.

Mientras que en el articulo 2 se utilizé una linea celular endotelial humana para determinar

los cambios fisiopatoldgicos, en el articulo 3 se puso a punto un modelo murino de BHE in
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vitro a partir de cultivos primarios. Durante los Ultimos afios, muchos de los estudios
funcionales en el campo de la B-amiloidosis cerebral se han basado en el transporte del
péptido AP tanto in vitro como in vivo. En este sentido, en el tercer trabajo de esta tesis,
quisimos establecer en nuestro laboratorio un modelo de BHE in vitro murino primario,
disefiado y caracterizado por el grupo liderado por el Dr. Cecchelli (Cosine et al., 2006;
Ceccheli et al., 2007; Mysiorek et al., 2009), para el estudio del trafico del péptido AB. El
principal objetivo de este modelo es mimetizar las caracteristicas de la BHE in vivo, para
desarrollar una herramienta preclinica y evaluar el transporte del péptido AB y el impacto de
algunas moléculas relevantes descritas hasta la fecha en el campo de la AACy la EA. Como ya
hemos descrito, la importancia de la BHE se basa en la regulacién de la permeabilidad de los
microvasos de cerebro, y por tanto, el transporte restrictivo de substancias. Hasta la fecha,
muchos autores han comparado y cuestionado el origen de los cultivos utilizados para
establecer un modelo in vitro de BHE que mimetice la situacion en humanos. Durante afios,
el modelo mds utilizado ha sido el bovino, el de rata y posteriormente el de ratén. Este
ultimo ha adquirido un gran interés ya que permite el uso de ratones transgénicos para
estudios dirigidos a moléculas especificas (Mysiorek et al., 2009). Recientemente, se ha
puesto de manifiesto las diferencias génicas entre estas especies y el humano, y es por ello
por lo que muchos investigadores han puesto mucho interés en el desarrollo de modelos de
BHE in vitro humanos. Estos se han establecido mediante el cultivo primario de células
endoteliales aisladas de tejidos frescos obtenidos por autopsia, o por biopsias de pacientes
con tumores o pacientes epilépticos. A pesar de los buenos resultados, existe la limitacidn de
la disponibilidad del material de partida y por ello no se ha podido establecer como modelo
de uso universal (Ceccheli et al.,, 2007). Como alternativa, hay otros estudios que utilizan
lineas celulares humanas inmortalizadas, como las células hCMEC/D3. Sin embargo, la
inmortalizacion de estas células da lugar a diferencias en las propiedades especificas de BHE,
como una baja resistencia eléctrica (TEER) basal y diferencias en la discontinuidad y nivel
expresion de proteinas TJ (Weksler et al., 2005; Eigenmann et al., 2013), lo que se traduce en
un aumento de permeabilidad y transporte de pequefas substancias en este modelo. Por
otro lado, cabe destacar el reciente desarrollo de un modelo de BHE basado en células
endoteliales a partir de la diferenciacién de células madre (Man et al., 2008; Lipmann et al.,
2012; Cecchelli et al.,, 2014), aunque las estrategias para la diferenciacion en células

endoteliales de BHE aln son objetivo de estudio.

Teniendo en cuenta las ventajas/desventajas y las dificultades del uso del modelo de BHE in

vitro humano, nuestra eleccion fue la puesta a punto de un modelo murino. A pesar de ser
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conscientes de las diferencias génicas y biolégicas entre ratén y humano, creemos que el
modelo primario de ratén mantiene las propiedades de BHE (especificidad del paso de
substancias y baja permeabilidad), tiene bajo coste, y, es facil de disefiar y manipular. A
diferencia de otros modelos de BHE como el bovino, el tiempo de cultivo desde el aislamiento
endotelial hasta su confluencia para el uso son sélo 5 dias, lo que permite que las células
mantengan su fenotipo real sin la necesidad de co-cultivar el endotelio con astrocitos o medios

condicionados.

Para su puesta a punto, el primer objetivo del articulo 3 fue validar el modelo murino de BHE
previamente establecido (Coisne et al., 2005) para evaluar la eliminacién de AB(1-40) cerebral
utilizando un método de determinacion fluorimétrica (Zlokovic, 2004; Saint-Pol et al., 2012;
Saint-Pol et al., 2013; Bachmeier et al., 2010; Bachmerier et al., 2013). Nuestro modelo refleja
el fenotipo propio de BHE, con una expresidn continua del marcador endotelial CD31, de la
proteina TJ ZO-1 y una baja permeabilidad paracelular. Utilizamos diferentes dosis no tdxicas
de AB(1-40) fluorescente (de 1-120 nM), para evaluar la cinética de transporte de cerebro a
sangre (eflujo) mediado por receptor. Ademas, utilizamos paralelamente Inulina marcada
radioactivamente, debido a que es una molécula de igual tamano que el péptido soluble AB(1-
40) y nos sirve de control negativo de transcitosis no mediada por receptor. Ademads, para
caracterizar nuestro modelo, confirmamos que la eliminacién de AB(1-40) del compartimento
basolateral al apical era principalmente via LRP, como previamente se habia descrito (Deane et
al., 2004; Bell et al., 2007; Zlokovic et al., 2004). A nivel de expresidn, verificamos que nuestras
células endoteliales expresaban el receptor LRP1 y LRP2, dado que en el modelo bovino de
BHE extensamente utilizado se ha observado recientemente la ausencia de su expresiéon
endotelial (Candela et al., 2015). A nivel funcional, tras bloquear los receptores LRP1/2 con
RAP, obtuvimos una clara reduccién en la movilizacién de AP(1-40), por lo que pudimos

concluir que la eliminacién cerebral B-amiloide se producia principalmente via LRP.

En resumen, consideramos que el modelaje in vitro de la BHE nos permite hacer predicciones
funcionales y de transporte para moléculas implicadas en la fisiopatologia del ictus, tanto
isquémico como hemorragico. En el caso especifico de la AAC y la EA, el marcaje vy
cuantificacion de AP mediante fluorescencia da lugar a un método rapido, econémico y eficaz

para evaluar su paso a través de la BHE.
4.2 Apol y Apol, éproteinas moduladoras de la acumulacion de AB?

La clara asociacion entre la ApoE en la EA (Schmechel et al.,, 1993: Lambert et al., 2013;

Michaelson, 2014) y la AAC (Greenberg et al., 1996; Nicoll et al., 1996; Greenberg et al., 1998;
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Rannikmae et al., 2014) ha despertado un gran interés en la investigacién de la participacién
de diferentes apolipoproteinas en procesos de acumulacién y eliminacion de AB a nivel
cerebral. Este es el caso de la ApoAl y ApolJ, componentes importantes del metabolismo de
los lipidos que pueden actuar también como chaperones naturales de péptidos AB. ApoJ forma
complejos con AB (Ghiso et al.,, 1993; Matsubara et al., 1995) y se cree que es una de las
principales proteinas transportadoras que modula su eliminacién cerebral (Calero et al., 2000;
Bell et al., 2007). En el caso de ApoAl, se ha encontrado unido a AB tanto en plasma como en
LCR en humanos (Golabek et al., 1995; Koudinov et al., 1998) y se ha demostrado su capacidad
de unién a AB, asi como la modulacién a la agregacién de A in vitro (Koldamova et al., 2001;
Paula-Lima et al., 2009), pero se desconoce si también tendria un papel en su transporte a
nivel cerebral. Por otra parte, dado que nuestro grupo ha observado un aumento de Apo)
plasmatica en enfermos de AAC en comparacién a pacientes con EA o controles, asi como una
correlacién entre los niveles de ApoAl y AB40 en los casos de AAC (Montafiola et al., 2015),
tuvimos interés en indagar el papel que podrian tener estas apolipoproteinas en la modulacién

del transporte amiloide a través de la BHE.

Con este propodsito, en primer lugar, produjimos y purificamos ApoAl y ApolJ humanas
recombinantes y comprobamos su funcionalidad. Mediante el ensayo de unién de Tioflavina T,
pudimos comprobar que las apolipoproteinas recombinantes eran capaces de unirse al péptido
AB (tanto al segmento 40 y como al 42) y evitar su agregacién in vitro, de una manera dosis
dependiente. Por otro lado, determinamos que ambas proteinas eran capaces de ser
transportadas bidireccionalmente a través de la BHE utilizando nuestro modelo. En el caso de
la entrada a cerebro de estas lipoproteinas, pudimos comprobar que se producia
principalmente por via LRP, ya que su bloqueo mediante RAP disminuia el transporte de ambas
proteinas. Ademads, observamos que este transporte direccional (entrada) se incrementaba
con la presencia de AB(1-40) en el compartimento opuesto, correspondiente a cerebro. Este
resultado sugiere que bajo condiciones de B-amiloidosis cerebral, habria un incremento en la

entrada de ApoA1l y Apol a cerebro, atraidas por el péptido AB.



Discusion de los resultados

A continuacién, confirmamos que tanto la ApoAl como la ApolJ eran capaces de modular la
eliminaciéon de AP cerebral a través de la BHE in vitro, aunque de manera muy diferente.
Nuestro estudio, en primer lugar, permitié confirmar que ApoJ recombinante unida a AB(1-40)
incrementaba el flujo del péptido AB del compartimento basolateral al apical. Como ya hemos
comentado, la eliminacion del péptido AB soluble a través de la BHE se produce
principalmente mediante los receptores endoteliales LRP1 (Zlokovic et al., 2010) y LRP2 si esta
unido a ApoJ en forma de complejo Apol-AB (Bell et al., 2007; Marzolo et al.,, 2011;
Stanimirovic y Friedman, 2012;). Debido a que la expresion de LRP1 (el receptor principal
implicado en la eliminacion de AB) se reduce en los pacientes de EA o en el proceso de
envejecimiento normal (Jeynes et al., 2008; Silverberg et al.,, 2010), ApoJ podria ser
considerado como modulador de AB cerebral utilizando rutas alternativas a LRP1, como LRP2,

para su eliminacién cerebral (Figura 11).

Condiciones Fisiolégicas Amiloidosis cerebral Efecto del aumento de los niveles
de ApoJ periféricos

Sangre

BHE

Cerebro

we @~

Figura 11. Hipétesis sobre el efecto de la ApolJ en la agregacidon y en la eliminacién del péptido AB en condiciones de B-beta-
amiloidosis cerebral. A laizquierda, se representa el transporte de AB en condiciones fisioldgicas, principalmente por via LRP1.
En el centro, las condiciones patoldgicas donde hay un acimulo de A cerebral y los procesos asociados, como la reduccién de
la expresion de LRP1 lo que daria lugar a una reduccién en la eliminacion del péptido AB y con la consecuente agregacion de
éste, y un incremento en los niveles periféricos y cerebrales de ApolJ, y salida del péptido amiloide via LRP2 en forma de
complejo con ApolJ (ApoJ-AB). A la derecha, el posible efecto del aumento de los niveles de ApolJ periféricos como terapia en
esta patologia, que incrementaria la entrada de ApoJ en cerebro para, a su vez, aumentar su posible eliminacién en forma de
complejo con AB (ApoJ-AB) via LRP, como mecanismo para reducir los niveles de AR cerebral.

Si ademds tenemos en cuenta que los casos de EA esporadico presentan niveles plasmaticos
de ApoJ mas elevados y que se relacionan con la severidad de la enfermedad (Schrijvers et al.,

2011), sugerimos que este incremento podria ser una respuesta adaptativa del organismo ante
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la acumulacién anémala de AB en cerebro. Por todo ello, dado que ApolJ puede unirse a ARy
bloquear su agregacién, junto con su capacidad de cruzar la BHE, especialmente cuando hay
un acumulo de AB en cerebro, pensamos que un aumento de Apol a nivel periférico
incrementaria el drenaje de AP cerebral y seria una posible estrategia terapéutica para

estimular la eliminacidn de AP a través de la BHE (Figura 11).

Por mecanismos totalmente distintos a ApoJ, en nuestro modelo in vitro, observamos que la
salida de AP cerebral estaba condicionada por los niveles de ApoAl en el compartimento
apical (sangre). Asi, en presencia de ApoAl en el compartimento apical (sangre), observamos
un incremento en la salida de AB(1-40) del compartimento basolateral al apical (de cerebro a
sangre). Por ello, nuestra investigacidon sugiere que ApoAl en plasma podria incrementar la
eliminacion de AB40 cerebral. A nivel clinico, algunos estudios han mostrado una disminucion
de los niveles de ApoAl plasmaticos en la EA (Kawano et al., 1995; Saczynski et al., 2007) y
que esta disminucidn se correlaciona con la gravedad de la enfermedad (Merched et al., 2000).
A partir de nuestros resultados podriamos considerar que ApoAl a nivel periférico podria
actuar como secuestrador de AP cerebral, tal y como se ha propuesto para diferentes
moléculas y anticuerpos siguiendo un mecanismo de arrastre periférico (teoria “peripheral
sink”) (Yamada et al., 2010). Este factor podria contribuir a la acumulacion de AB cerebral en
pacientes con EA, cuyos valores de ApoAl son mas bajos respecto la poblacién control. Por
otro lado, también podemos especular que los niveles de ApoAl en plasma estarian reducidos
en pacientes con EA como consecuencia de su entrada a cerebro atraida por la acumulacién de
amiloide cerebral. Al unirse al péptido amiloide, ApoAl quedaria retenida en cerebro, tal y
como observamos en nuestro estudio al mostrar una reduccidon del trafico de ApoAl del
compartimento basolateral al apical cuando la apolipoproteina estd unida a AB(1-40). De
hecho, algunos estudios puntuales han descrito que ApoA1l se encuentra asociada a las placas

seniles en EA (Wisniewski et al., 1995; Harr et al., 1996).

Por ultimo, también se han descrito propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes de las
particulas HDL formadas por ApoAl (Barter et al., 2004) y que éstas reducen transitoriamente
los niveles solubles de AB cerebral en un modelo experimental de EA (Robert et al., 2015). Asi
pues, todo en conjunto parece indicar que un aumento periférico de ApoAl podria reducir la
carga del AB vascular y la inflamacién asociada con su deposicidn. Por ello, sugerimos que la
administracién periférica de ApoAl podria inducir efectos protectores en modelos de -
amiloidosis cerebral, promoviendo asi la eliminacion de AB soluble y previniendo los efectos

deletéreos de su acumulacién, como son la inflamacién y la neurodegeneracién (Figura 12).
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Figura 12. Hipotesis sobre el efecto de la administracion intravenosa de ApoAl en la B-amiloidosis cerebral. A la
izquierda, se representa el transporte de AB en condiciones fisioldgicas, principalmente por via LRP1. En el centro,
onde hay un acumulo de A cerebral y los procesos asociados, como una reduccion de los niveles de ApoA1l periféricos
y una reduccién de la expresidn de LRP1, lo que daria lugar a una reduccion en la eliminacidn del péptido AB a través
de la BHE. A la derecha, el posible efecto del aumento de los niveles de ApoAl periféricos como terapia en esta
patologia, que estimularia la salida de AP cerebral mediante un mecanismo de arrastre periférico por parte de ApoAl
plasmética (teoria “peripheral sink”).
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En resumen, el conjunto de nuestros resultados sugiere que los niveles y la localizacidn tanto
de ApoJ como ApoA1l pueden modular el transporte de AB(1-40) a través de la BHE. Por tanto,
consideramos que ApolJ y ApoAl ofrecen un gran valor terapéutico en la AAC y en la EA

pudiendo modular la acumulacién y la eliminacién de AB cerebral.
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Conclusiones

Las principales conclusiones de esta tesis son las siguientes:

e A partir de la bibliografia publicada, consideramos que la determinacién en sangre de las
proteinas GFAP, S100B y/o RAGE permitiria diferenciar el ictus isquémico del ictus
hemorragico. Hasta la fecha, no se ha descrito ningin biomarcador que clasifique la

etiologia del ictus hemorragico.

e Mediante el screening transcriptomico masivo llevado a cabo por la tecnologia de
microarrays, nuestro primer estudio no ha permitido identificar biomarcadores plasmaticos
que sean capaces de diferenciar la etiologia de la HIC primaria. Aun asi, hemos encontrado
indicios de que la expresion en leucocitos del transcrito y de la proteina GOLGAS8A estdn
aumentados en la fase crénica de la HIC, aunque desconocemos los mecanismos

patoldgicos en los cuales estaria implicada dicha proteina.

e En un segundo estudio, hemos demostrado que la sobreexpresién de NURR1 inducida por
r-tPA durante la isquemia esta asociada a la disfuncién endotelial y a un incremento de la
respuesta inflamatoria. Ademds, hemos reportado que la determinacidon de los niveles
séricos de NURR1 en pacientes con ictus isquémico antes de recibir el tratamiento
trombolitico podrian predecir el riesgo de sufrir una transformacién hemorragica inducida

por la trombolisis.

e Por ultimo, hemos confirmado que el modelo murino de BHE in vitro utilizado en el tercer
trabajo es una herramienta util para el estudio del transporte del péptido AB. En este
sentido, hemos demostrado que la presencia y localizacidon de las apoliproteinas Apol y
ApoAl recombinantes humanas modulan la eliminacién de AB(1-40) a través de la BHE,
pudiendo ser consideradas como dianas para nuevas estrategias terapéuticas en el

contexto de la AAC.
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Anexo XX

Pagina de Inicio de la WebSite Stroke-Biomarkers (www.stroke-biomarkers.com). Esta web
ha sido construida en el Laboratorio de Investigacion Neurovacular (LIN) y tiene como objetivo
recoger todos los estudios relacionados con la identificacion de biomarcadores en el ictus. Los
biomarcadores pueden ser de utilidad diagndstica, prondstica, para clasificar su etiologia, de

riesgo o diferenciar el subtipo de ictus (isquémico o hemorragico).

Stroke Biomarkers E a

Home Biomarkers Resources Publications About Network Contact

Neurovascular Diseases and Biomarkers

Use of biomarkers in clinical practice is getting popular among physicians to aid making
diagnostic and prognostic decisions. In certain areas of biomedicine, biomarker
analysis has been incorporated to daily-practice as would be lipid-lowering therapy
(LDL), the diagnosis of acute myocardial infarction (troponins), etc. Recently there has
been a great interest for their use in neurovascular diseases to help physicians in
various stages of the evaluation of stroke, from predicting the risk of suffering a stroke
among healthy individuals to getting the biochemical diagnosis of stroke or using
biomarkers as tools for outcome prediction.

This website attempts to provide a data compilation of published candidate biomarkers
in the context of stroke (risk, diagnosis, subtype, etiology and prognosis), to offer
updated protocols and to connect research groups with interest in the field.

Indications


http://www.stroke-biomarkers.com/
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