
I. Introduction 

A defining characteristic in individuals with dementia, particularly those with Alzheimer’s disease (AD) 
and primary progressive aphasia (PPA), is the difficulty to transmit words in written and spoken 
communication (Burke; Premi).1,2 Projections in prevalence rates indicate that 4.6 million new cases of 
dementia are diagnosed per year (one case per 7 seconds), whereby this number is expected to result in 
81.1 million people with dementia by the year 2040 (Ferri 2005).3 As a result of this alarming incidence 
rate, questions have risen regarding how to better understand the biomarkers that give light to the disease 
and its diagnostic criteria.  

MicroRNAs (also referred to as miRNA) are small, noncoding regions of RNA that have been of 
particular interest in the AD and PPA arena for their influence in cognitive pathways. Such pathways, like 
the commonly cited amyloid beta and protein tau pathways of neuronal degradation, have long been 
studied as underlying agents of dementiarelated symptoms.4,5,6 Language network disruption pathways, 
however, have only sparsely been considered because of their lesser understood vulnerabilities in 
languageassociated brain regions. These brain regions heavily involved in language acquisition, 
production, and impairment include those found in the left hemisphere, primarily in the frontal and 
temporal regions (Premi).2  

Extant evidence has found that mutations in the foxhead box P2 gene (FOXP2) directly results in speech 
and language impairments and corresponds with the frontotemporal degeneration typical of some 
dementia types (specifically, PPA; Premi; Fu).2,7 What is still unknown, however, is whether this FOXP2 
gene actually gives rise to language impediments through miRNA regulation. MiRNAs have been 
repeatedly found to dictate the normal functioning of brain networks, whereby specific alterations in these 
miRNA profiles (ie. their genes) can contribute to AD pathways and thus neurodegeneration (sources 
2,6).5,8  

MiRNAs maintain a complex 
role as moderators of 
transcriptome processes, and are 
comprised of multitarget 
networks. That is to say, 
miRNAs not only target multiple 
genes, but multiple genes can be 
affected by more than one 
miRNA. MiRNAs are 
posttranscriptional in level, 
meaning that any regulation 
caused by these molecules 
occurs between the transcription 
and translation processes. As 
demonstrated in Figure 1, 
miRNA is processed outside of 
the nucleus where it then 



mediates gene silencing through mRNA degradation.9  

As a result of AD’s poligenetic nature, it is important to study miRNA profiles of not only the most 
popular genes associated with AD, like APP and BACE1, but also those like FOXP2 whose connection 
with dementia is still unclear. Schonrock et al. (2010) suggest that not only do miRNAs influence the 
pathways of these common ADassociated genes, but that the genes themselves lend a hand towards the 
regulation of miRNA systems. In an effort to identify what regulation (if any) is affected by genetic 
mutations, Schonrock and her colleagues explored miRNA expression of the amyloid precursor protein 
(referenced above as APP) gene, a gene that typically codes for a 40 amino acid long polypeptide. 
Mutations to this gene can lead to production of a longer, 42 amino acid long unit (Aβ42) that is known to 
form destructive, signalinterrupting plaques in the brain.  

To test their hypothesis that 
Aβ42treated neurons cause neuronal 
miRNA deregulation, the group used 
RNA from the hippocampal neurons 
of mice that expressed the human APP 
gene. The study found 230 miRNAs 
(60%) that were able to have 
expression levels analyzed, and that of 
these 230, 47% of the miRNA yielded 
a downregulating effect. Moreover, 
20 miRNAs were found to 
significantly downregulate as a result 
of Aβ42 exposure (Figure 2). As a 
final step, Schonrock et al. analyzed 
predicted gene targets, finding that the 
strongest significantly downregulated miRNAs functioned primarily in axon guidance pathways (proper 
brain functioning pathways).10  

What would be interesting to report, however, is a similar occurrence with the FOXP2 gene. The present 
study aims to elucidate whether miRNAs are in fact downregulated as a result of mutated FOXP2.  

II. Experiment 

The primary goal of this experiment is to determine the regulatory influence of mutated FOXP2 on 
miRNA found in the human brain. To accomplish this task, the present proposal will utilize components 
of the Schonrock et al. (2010) study, particularly those involving cellular preparation and gene expression 
profiling.  

II.A. Murine Cell Preparation 

Mouse frontotemporal neurons will be plated and cultivated with a supplemental medium that will 
prevent growth of astrocytes and microglia. Synthetic FOXP2 peptides will be dissolved and introduced 
to the cells at 23 days after initial incubation (per Ref. 10). Half of the sample dishes will be treated with 



undamaged FOXP2, while the other half will 
be treated with the point mutation affected 
FOXP2 (denoted here as pmaFOXP2) that is 
associated with language defects.11  

II.B. RNA Extraction and Microarray 
Analysis 

Following treatment with either FOXP2 or pmaFOXP2, the RNA of each sample type will be isolated 
and extracted using the InviTrap RNA Kit (note: differs from the miRNeasy Kit used by Schonrock et al.) 
according to the method illustrated in Figure 3.12 Following RNA extraction, microarray analysis will be 
performed according to the methods of Figure 4 in order to determine miRNA expression levels.13 In the 
case where pmaFOXP2 indeed affects regulation of miRNA, I would expect to see increased levels of 
downregulating miRNAs between the pmaFOXP2 and the controls. Specifically, these downregulating 
miRNAs might include miR9 and let7, miRNAs that have been associated with gene regulation in the 
anterior temporal cortex.  

III. Discussion 

If my above experiments produce expected results, the pmaFOXP2 samples of miRNA will show 
considerable (significant) downregulation, especially for miRNA groups that are associated with the 
temporal and frontal lobes of the brain. Moreover, an interesting finding would be the downregulation of 
most or all of the twenty miRNAs whose expression was significantly changed as a result of Aβ42 
treatment. Other studies have suggest evidence that confirm these twenty miRNAs show significant 
differences in AD status versus a control.14,15 This finding could potentially elude to miRNA networks of 



AD and PPA that are still unclear. For instance, while it is known that miRNAs target multiple genes and 
that each gene can be targeted by multiple miRNAs (Figure 4), it would be fascinating to produce results 
demonstrating that dementiarelated diseases exhibit the same miRNA network despite differences in the 
biological pathways (memory decay versus 
language production, for example).  

While these findings would prove to be the ideal 
outcome, it might also be the case that 1) no 
previously studied miRNAs are affected by 
FOXP2 or 2) FOXP2 displays no regulatory 
function in miRNA expression. The former of 
these arguments would suggest that perhaps 
language transmission deficiencies are a 
completely separate pathway than the amyloid 
beta and protein tau pathwaysa finding that 
would dispute prior work indicating this is not 
the case.2  The latter of these scenarios, however, 
would instead provide support for a unilateral 
model of miRNA functionality. Though it has 
not been heavily investigated by others, there 
has been prior work that suggests miRNAs readily target the FOXP2 gene. This characteristic does not 
imply by any means that FOXP2 must then affect miRNA expression, but it would be rather interesting to 
reveal a onesided pathway such as this.  

Unfortunately, the breadth of this proposal does not expand to analyzing potential gene targets of 
deregulated miRNAs as was done in Schonrock et al. (2010). Schonrock et al. were successfully able to 
identify which pathways were most affected by their twenty selected downregulated miRNA. These 
pathways were primarily involved in axon guidance pathways, confirming the notion that brain function 
heavily relies on these particular miRNA.10 My study, in an ideal situation, would perform this predictive 
target gene analysis to further identify whether links can be made between language pathways and the 
miRNA that display higher levels of expression. Despite these constraints, however, the potential for 
novel understanding permeates throughout the exploration of pmaFOXP2 and its effect on miRNA. 
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