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El glutamato, principal aminoacido excitador, y la neurotransmisién glutamatérgica
ejercen una funcién fundamental en los procesos neuronales (neurogénesis,
sinaptogénesis, supervivencia neuronal, plasticidad sinaptica) y funciones cerebrales
subyacentes (memoria, cognicién, actividad motora). Funcionalmente, la liberacion de
glutamato activa los receptores de glutamato (metabotrdpicos y/o ionotrdpicos),
permitiendo la transmision sinaptica. La activacién de los receptores ionotrdpicos de
glutamato (iGIuR) permite la entrada de iones necesaria para los procesos sinapticos y
su perturbacién perjudica la comunicacion sinaptica y causa disfuncién cognitiva. En
particular, los iGIuR de tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR) ejercen un papel
fundamental en los procesos de memoria y cognicién, y en la actualidad representan la
Unica diana farmacoldgica —-mediante tratamiento con memantina, un antagonista de
los NMDAR aprobado por la FDA- para la enfermedad de Alzheimer (EA). Cabe
destacar que tanto la localizacion como las propiedades biofisicas de los NDMAR estan
moduladas por mecanismos postraduccionales. En base a la relevancia de los NMDAR
en la funcidn sindptica (y su desregulacion) en EA y la modulacién de los mismos
mediante mecanismos de fosforilacion, nuestro proyecto tuvo como objetivo identificar
el patrén de fosforilaciéon de los NMDAR, tanto para identificar posibles dianas
terapéuticas (fosforresiduos, cinasas, fosfatasas) como para dilucidar los mecanismos
sinaptopaticos mediados por los NMDAR en EA. La hipdtesis de trabajo de nuestra
propuesta se basd en un papel bien establecido de la distribucion subcelular de NMDAR
en su comportamiento dicotémico, que puede promover la activacién neuronal y la
supervivencia celular o, por el contrario, inducir la activacién de vias de sefializacion

gue causan disfuncion sinaptica y conducir a procesos neurodegenerativos como la EA.

Para abordar esta hipotesis, realizamos un analisis mediante espectrometria de masas
no dirigido (untargeted) de compartimentos subsinapticos, a partir de biopsias EA de
regiones cerebrales (hipocampo y corteza entorrinal) afectadas en las etapas iniciales
de esta condicion, asi como en muestras del modelo de ratén Ts65Dn. El estudio sobre
este modelo murino trisémico de sindrome de Down (SD), se basa en la comorbididad
entre EA y SD. Efectivamente, el SD es una condicion neuroldgica con inicio temprano
de signos histopatoldgicos de la EA y déficits cognitivos que recapitulan alteraciones de
tipo EA. El andlisis mediante espectrometria de masas acoplado a fosfoenriquecimiento

reveld un patron de fosforilacidon de los iGIuR asociado al compartimento subcelular y a



la trisomia. De forma concomitante, se determind una composicién proteica (cinasa y
fosfatasa, mas particularmente) diferencial entre los compartimientos subsinapticos del
hipocampo Ts65Dn. A través de una estrategia de biologia de sistemas, los datos
bioguimicos se utilizaron para construir una matriz del fosfopatrén, asociando

genotipo-quinoma-iGIuR en los diferentes compartimientos subsinapticos.

Conjuntamente, los resultados obtenidos presentan un perfil especifico de las
alteraciones del patréon de fosforilacidon de los iGIuR en la sinapsis glutamatérgica del
modelo de ratéon Ts65Dn, respaldando la hipétesis de trabajo, basada en la
contribucion de la desregulaciéon de los iGIuR y de su fosforilacidn en las sinaptopatias
tales como la EA y el SD. La alteracién de los fosforresiduos iGIuR en el hipocampo
Ts65Dn, junto con la firma cinasa/fosfatasa, han permitido identificar nuevas dianas
para el tratamiento de las disfunciones glutamatérgicas en SD y, potencialmente, en
EA.

Paralelamente, el proyecto nos ha permitido asignar de forma dirigida (targeted), la
contribucion de una modificacion postraduccional de los NMDAR en condiciones de
sinaptopatia. De forma mas precisa, hemos caracterizado las consecuencias
moleculares, celulares y funcionales derivadas de la fosforilacidon de la subunidad
GIuN2A de los NDMAR (mediada por la cinasa DYRK1A) en el residuo serina 1048. Al
inicio de este proyecto identificamos la marca de fosforilacion de GIuUN2A(pS1048),
mediada de forma especifica por DYRK1A, una proteina cinasa cuya sobreexpresion
estd asociada a la EA y al SD. Tras identificar este fosforresiduo, hemos generado un
anticuerpo policlonal antifosfo GIuUN2A(pS1048) que, tras su validacién, hemos aplicado
para el analisis bioquimico e histoldgico en biopsias de EA y del modelo Ts65Dn. Asi,
hemos podido determinar un aumento de los niveles de la subunidad fosforilada de
GIuN2A(pS1048) en las fracciones postsinapticas de las muestras AD y Ts65Dn. Para
evaluar su potencial impacto patogénico, hemos realizado estudios in vitro en los que
hemos podido determinar que la sobreexpresion de GIuUN2A(pS1048) conduce a una
disfuncidon sinaptica. Conjuntamente, estos datos confirman la asociacidon entre un
patrén de fosforilaciéon aberrante de los NMDAR (en particular, un aumento de los
niveles de GIuN2ApS1048) y la disfuncidon sinaptica. Actualmente, con el fin de evaluar
in vivo la relevancia patoldgica de los cambios del fosfopatrén de los iGIuR
anteriormente descritos, hemos generado un modelo de ratén que expresa de forma

constitutiva la subunidad fosfomimética GIuUN2A(S1048D). Este modelo de ratén, en la



actualidad sujeto a su fenotipado conductual, permitira evaluar la contribucion de la
alteracion del patrén de fosforilacién de los NMDAR en la disfuncion neuronal y en los

déficits cognitivos asociados a la EA, asi como en el futuro cribado farmacolégico.

En resumen, este proyecto aporta una visidon global y especifica del patréon bioquimico

de las moléculas asociadas a las sinaptopatias presentes en EA y SD. Ello ha permitido
identificar los fosforresiduos de los NMDAR alterados, asi como las cinasas y fosfatasas
desreguladas para su posterior cribado farmacoldégico como dianas terapéuticas para la
EA. En el siguiente apartado se describen de forma mas detallada los principales logros

cientificos del proyecto.

Objetivo especifico 1. Caracterizacion del perfil fosfoprotedomico sinaptico de
los receptores NMDA en etapas iniciales de la enfermedad de Alzheimer y en

modelos murinos EA

e Hemos establecido un método robusto y altamente reproducible para el
fraccionamiento subsindptico de regiones cerebrales, tanto a partir de muestras post

mortem humanas como de ratdn.

e Se ha completado el analisis protedmico semicuantitativo de las fracciones
postsinapticas y extrasinapticas del hipocampo de ratones trisémicos y controles, que
muestra una alteracién del proteoma y de las funciones asociadas, con especial

afectaciéon de las proteinas implicadas en la transmisidn sinaptica (figura 1A).

e Caracterizacién del perfil fosfoprotedémico, con especial atenciéon a los receptores
ionotrépicos de glutamato de ratones trisémicos, modelo de la EA. Este estudio
permitio describir de forma exhaustiva el repertorio de fosforilaciones de los iGIuR en el
modelo Ts65Dn, asi como la identificacién de cinasas/fosfatasas desreguladas en este

modelo, que representan potenciales dianas terapéuticas (figura 1B).



e Produccién y validacion de anticuerpos anti-GIuN2ApSer1048, que muestran la
presencia postsinaptica de esta fosforilacion en las sinapsis de neuronas piramidales

(excitadoras) del hipocampo (figura 2A).

e Identificacién de niveles significativamente aumentados de GIuUN2A(pSer1048) y
DYRK1A en el hipocampo y la corteza entorrinal de biopsias de EA, de forma lineal en

funcién del estadio de la EA (figura 2B).

e Identificacién de alteraciones en la firma protedmica (cinasas, fosfatasas) y del
patrén de fosforilacién de los iGIuR en el modelo Ts65Dn que cursa con sinaptopatia,

como potenciales dianas terapéuticas (figura 2C).

e En la actualidad se realiza un analisis comparativo del fosfoproteoma Ts65Dn vs. EA,
para la identificacion de posibles alteraciones bioquimicas coincidentes y/o dispares del
modelo Ts65Dn con la EA.

Objetivo especifico 2. Generacion de herramientas moleculares y de modelos

in vivo para la expresion de subunidades GIuN de los NMDAR fosfomodulados

e Generacion de particulas lentivirales Lv::GFP-GIuN2A de tipo silvestre (wildtype) y
fosfomiméticas para la transduccidn in vitro e in vivo de constructos GIuN2A.

e Validacion de la infectividad in vitro de particulas virales Lv::GFP-GIuUN2A, en cultivos
neuronales primarios.

¢ Generacion de un modelo murino de tipo knock-in KI-GIuN2A(S1048D) mediante
tecnologia CRIPSR-Cas9. Obtencidén de ratones fundadores y analisis gendmico de
secuencias off-target en los distintos ratones fundadores. Amplificacion de colonias

animales en el estabulario de la Northwestern University (Chicago, EEUU).

Objetivo especifico 3. Evaluacion del impacto funcional de la modulacion
mediante fosforilacion de los NMDAR en modelos murinos de la enfermedad

de Alzheimer

e Caracterizacién de la activacion glial (células GFAP- e Ibal-positivas) en el modelo de

ratdon adulto Ts65Dn (ratones de 4 y 9 meses de edad).



e Identificacién de las consecuencias neuronales de la sobreexpresion de la forma
fosfomimética GIuUN2A(S1048E), asociada a una alteracion de la morfologia y la funcion
neuronales, con la presencia de una densidad aumentada de espinas inmaduras

(espinas neuronales de tipo thin, figura 3A).

e La sobreexpresién de GIuN2A (S1048E) en cultivos neuronales primarios provoca una
desregulacion de las corrientes EPSC mediadas por NMDAR, con posibles efectos
adversos para la funcion neuronal (defectos en plasticidad sinaptica, excitotoxicidad).
Ademas, se ve afectado el proceso de plasticidad sindptica de LTP inducida
guimicamente por la glicina. En conjunto, estos datos indican un impacto patogénico
del aumento de los niveles de GIUN2A(pS1048), asociado a las condiciones de
sinaptopatia, y definen los NMDAR (y sus mecanismos de fosforilacion) como dianas

para futuras intervenciones terapéuticas de la EA (figura 4C).

e En la actualidad hemos iniciado el fenotipado del modelo animal KI-GIuUN2A(S1048D),
con particular interés en la caracterizacion de su fenotipo cognitivo. Este analisis se
acompafara de una evaluacion de los beneficios terapéuticos de farmacos dirigidos a
modular los NMDAR.

El proyecto titulado Funcién de la fosforilacion de los receptores NMDA en la etiologia
de la enfermedad de Alzheimer: de la protedmica a modelos 'in vivo’se llevd a cabo
con el fin de determinar el impacto del fosfopatrén de los NMDAR en la fisiopatologia
de la EA. Al final de estos tres anos mas uno de trabajo experimental, se han generado
multiples datos relevantes que demuestran el impacto patogénico del fosfopatrén
asociado a la EA en la disfuncidn. La fortaleza de estos datos preclinicos abre nuevas
opciones terapéuticas y son objeto de lineas de investigacion en curso y futuras
investigaciones preclinicas con potencial de transferencia clinica. En los siguientes
parrafos se resume la principal relevancia de los datos generados, asi como las

posibles aplicaciones clinicas derivadas de este proyecto.

Los estudios bioquimicos y funcionales del proyecto proporcionan una integracién

exhaustiva de las alteraciones fosfoprotedmicas y protedmicas en un modelo murino de



sindrome de Down, una condicion genética asociada a la EA con inicio prematuro. Estos
datos representan, a dia de hoy, el repertorio mas completo de descripcién de las
alteraciones fosfoprotedmicas de los receptores ionotrépicos de glutamato, y en la
actualidad estamos ampliando estos hallazgos al fosfoproteoma sindptico global de las
sinapsis excitadoras. Adicionalmente, el enfoque de biologia de sistemas combinado
con los hallazgos protedmicos ha permitido la identificacién de potenciales dianas
terapéuticas (proteinas cinasas y fosfatasas), para su futura evaluaciéon como posibles

intervenciones terapéuticas.

Junto con el analisis fosfoprotedmico no dirigido, anteriormente mencionado, hemos
desarrollado una aproximacion experimental para evaluar el impacto de los
fosforresiduos discretos de los receptores NMDA en la disfuncion sindptica. En esta
linea, hemos caracterizado el papel fisioldgico de la fosforilacién del residuo de serina
en la posicién 1048 de la subunidad GIuN2A de los receptores de tipo NMDA. Mas
importante aun, en el contexto de las condiciones de sinaptopatia, hemos demostrado
que el aumento de los niveles de subunidades GIUN2A(pSer1048) fosforiladas,
resultantes de la sobreexpresion de DYRK1A (una proteina cinasa asociada a la
enfermedad de Alzheimer y al sindrome de Down) es suficiente para afectar la
transmisiéon glutamatérgica, alterando tanto la morfologia sinaptica como los
mecanismos de plasticidad sinaptica, presentes ambas alteraciones en la EA. De forma
conjunta, estos hallazgos proporcionan evidencias sélidas de la implicacion de la
alteracién de la neurotransmision glutamatérgica en la condicion de la EA y definen

estas sinapsis excitadoras como una diana farmacoldgica para el tratamiento de la EA.

En relacién con las alteraciones de las sinapsis glutamatérgicas presentes en
sinaptopatias (EA, SD), a lo largo del proyecto hemos generado herramientas
moleculares y bioldgicas para la evaluacién funcional de estrategias farmacoldgicas
(mediante cribado de farmacos aprobados por la FDA) dirigidas a corregir y/o modular
la sinapsis glutamatérgica. Estas herramientas son en la actualidad objeto de
evaluacion en nuestro laboratorio y, junto con las lineas de investigacién actuales,
completardn la caracterizacion de las alteraciones fenotipicas del modelo de ratén KI-
Grin2A(S1048D), acompafada de la evaluacién in vivo del potencial beneficio

terapéutico de intervenciones farmacoldgicas.



En resumen, los resultados obtenidos a lo largo del presente proyecto sitdan la sinapsis
glutamatérgica como un elemento central en las condiciones de sinaptopatia, ademas
de evidenciar la relevancia de esta estructura/sistema neuronal en las estrategias

terapéuticas actuales y futuras para el tratamiento de la EA.
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Batlle E., Marcos D., Bayis i., Sindreu C., Armstrong J., Garcva-Cazorla i.
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Spain. September 2015.

e M Gomez de Salazar, C Grau, K Arato, JM Fernandez-Fernandez, P Sanchvs, D
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DYRK1A, a novel regulator of NMDA receptors: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. Spanish Network for the Study of Ion Channels, International

Meeting. Barcelona, Spain. October 2015.
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Tesis doctorales y formacion de estudiantes

Macarena GOmez de Salazar obtuvo su doctorado en septiembre de 2018 gracias a la
financiacion exclusiva del presente proyectp. La Dra. Gdmez de Salazar fue contratada
mediante la financiacion de la Fundacié La Maraté TV3, y su tesis doctoral estuvo

totalmente enfocada al abordaje de los objetivos de este proyecto.

Este proyecto también se beneficid de la contribucion de los estudiantes visitantes en
formacién, en su mayoria pertenecientes al Master en Neurociencias (UB). Estos
estudiantes posteriormente han proseguido su carrera investigadora como estudiantes
de doctorado, ya sea en nuestro grupo de investigacion o en otras universidades. Los
estudiantes que recibieron formacién y participaron en este proyecto, fueron los
siguientes: A. Santos (2017), en la actualidad en su segundo afio de doctorado
(IDIBELL); S. Locubiche (2018), solicitante de becas de doctorado (IDIBELL); A.
Amelianchik (2016), estudiante de doctorado en la Universidad de Cornell (NY, EEUU);
P. Sanchis (2015), estudiante de doctorado en la UAB.
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