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La plasticitat de les sinapsis glutamatérgiques, amb canvis en la dinamica dels
receptors de glutamat, s’ha postulat com un mecanisme clau en el processament dels
processos cognitius, i sembla evident que alteracions en aquestes sinapsis poden estar
relacionades amb els deficits primerencs en aprenentatge i memoria que s’observen en
el deteriorament cognitiu lleu (DCL o MCI, per mild cognitive impairment) i en les
primeres etapes de la malaltia d’Alzheimer (MA). El nostre projecte se centra a
dilucidar els mecanismes moleculars subjacents a la disfuncié dels receptors de
glutamat AMPA (AMPAR) que estiguin implicats en els déficits d’aprenentatge i
memoria associada a la MA. Basats en dades preliminars obtingudes en el nostre
laboratori amb ratolins transgénics, creiem que la disfuncié sinaptica mediada per oAB
associada a aquests déficits en aprenentatge es deu a l'alteracidé en la preséncia de
receptors AMPA funcionals a la membrana sinaptica com a conseqiéncia de la
combinacié de diversos processos: (1) una regulacié a la baixa de I'AKAP79/150 o de la
carnitina palmitoiltransferasa I (CPT1C); (2) una disminucid en la sintesi sinaptica
d’aquests receptors per regulacié alterada de miRNA, i (3) la sobreexpressio de la
SSAOQO/VAP-1, que afecta l'alliberament d’angioneurines requerides per a la funcié
sinaptica correcta dels AMPAR. Utilitzant diferents models experimentals d’AD, aixi com
mostres humanes de controls i pacients d’MCI o estadis inicials de MA, el nostre
projecte pretén identificar noves dianes terapeutiques i biomarcadors utils per
promoure la prevencio, la diagnosi i terapies de recuperacio futures en els estadis

primaris de la malaltia d’Alzheimer.

La regulacid dels nivells dels receptors AMPA (AMPAR) a la membrana postsinaptica és
un mecanisme important involucrat en I'aprenentatge i la formacié de la memoria.
Nombroses evidéncies han suggerit que una alteracid en els receptors sinaptics AMPA
esta involucrada en els déficits cognitius inicials observats en la MA. L'objectiu principal
del projecte va ser provar si AKAP79/150, CPT1C, la regulacié alterada dels miRNA o
I'alteracid de la barrera hematoencefalica contribueixen a la disfuncié del receptor

AMPA en models experimentals de la MA.



La transmissié sinaptica excitadora esta estretament regulada per la quantitat i
funcionalitat dels AMPAR presents en la sinapsi. Les evidéncies actuals suggereixen que
els AMPAR s’insereixen en la membrana postsinaptica durant la potenciacié a llarg
termini (PLT) i podrien eliminar-se de la membrana durant la depressié a llarg termini
(DLT). A més, s’ha demostrat que els oligomers del péptid AB (0AB) alteren la funcid i
I’'estructura sinaptica, inhibeixen la PLT i faciliten els processos de DLT. La
desfosforilacié de GluAl en els residus Ser845 i un augment en la seva endocitosi son
esdeveniments critics en la modulacié de la DLT. A més, els canvis en les proteines
d’esquelet situades a la densitat postsinaptica (DPS) també estan relacionats amb la
regulacio per oAB dels AMPAR sinaptics. En el present estudi, hem analitzat I'efecte de
la induccié de la DLT quimica (cDLP) o d'0oAB en els nivells d’AKAP150, una proteina
sinaptica que s’ha proposat que funciona en la regulacié de la fosforilacid, I'activitat i el
transit endosomal dels AMPAR. En determinar els nivells d’AMPAR en cultius neuronals,
hem pogut observar com tant els oAB com la cDLT indueixen una degradacié dels
nivells de la proteina AKAP150 que és dependent de l'activacié del proteosoma, pero no
de l'activitat de la calcineurina. La reduccié d’AKAP150 és paral-lela a la desfosforilacio
en Ser845 i I’endocitosi sinaptica dels AMPAR mediada per oAB (i cDLT). La relacid
causal entre la disminucid dels nivells d’AKAP150 i I'endocitosi dels AMPAR també esta
reforcada per la desfosforilacié de GIluA1l i I'endocitosi dels AMPAR observada quan es
va silenciar I'expressié d’AKAP79/150. D’altra banda, la sobreexpressiéo d’AKAP150 va
restaurar els nivells d’AMPAR, amb una reduccié de I'endocitosi i la desfosforilacio de
GluA1l. Com que AKAP79/150 és una proteina sinaptica que s’ha proposat que funciona
com un esquelet de senyalitzacié que regula la fosforilacié dels AMPAR, la seva activitat
i el transit endosomal associat a la plasticitat sinaptica, els canvis mediats per oAB en
els nivells d’AKAP79/150 podrien estar relacionats amb una desregulacié dels receptors

sinaptics d’AMPA en les primeres etapes de la MA.

Dades recents suggereixen que un dels components del complex AMPAR és la carnitina
palmitoiltransferasa 1 C (CPT1C), una isoforma especifica present en el cervell i
ubicada al reticle endoplasmatic de les neurones. Resultats previs van demostrar que la
deficiencia de CPT1C interromp la maduracié d’espines dendritiques en les neurones de
I'hnipocamp i afecta I'aprenentatge espacial. No obstant aix0, el paper de CPT1C en la
fisiologia dels AMPAR era desconegut. En aquest projecte hem demostrat que CPT1C
s’uneix a les subunitats GIuAl i GIUA2 i que les tres proteines tenen el mateix perfil

d’expressié durant la maduracié neuronal. A més, en les neurones de I’hipocamp de



ratolins knock-out per a CPT1C (CPT1C-KO), els corrents miniatura postsinaptics
excitadors i els nivells sinaptics de les subunitats GIuA1 i GIluA2 d’AMPAR disminueixen
significativament. Vam demostrar que |I'expressié d’AMPAR depén dels nivells de
CPT1C. Hem constatat que els nivells totals de GluAl i GIuA2 estan disminuits en
I'hipocamp de ratolins CPT1C-KO i que aquests nivells poden tornar a la normalitat si
sobreexpressem en les neurones CPT1C. CPT1C sembla afectar selectivament els
AMPAR, ja que no observem variacions en els nivells d’altres proteines sinaptiques.
Notablement, els nivells d’/ARNm d’AMPAR es van mantenir sense canvis en aquests
cultius, la qual cosa indica que CPT1C esta involucrat en la regulacié post-
transcripcional d’aquests receptors i afecta principalment la sintesi de novo de GIuA1l i
no la seva degradacid. A més, en les neurones CPT1C-KO la sintesi de GIuA1 després
de la cDLT va disminuir clarament. Aquestes dades identifiquen CPT1C com un nou
regulador de l'eficiencia de traduccié d’AMPAR i, per tant, de la funcié sinaptica en
I'hnipocamp. No obstant aix0, tot i que observem una disminucié en els nivells de
proteina CPT1C en I'hipocamp de pacients amb MA en estadis Braak III/IV, no vam
poder observar canvis significatius en els nivells de proteina CPT1C en cultius de
neurones d’hipocamp després del tractament amb oAB o en els cultius hipocampals
provinents de ratolins APPs,, 1nq. Per tant, sembla que no hi ha una relaci6 entre els
nivells de CRT1C i la disminucié en AMPAR sinaptics observada en els models

experimentals de MA encara que CPT1C regula els nivells totals d’aquest receptor.

Diverses evidencies indiquen que el deteriorament cognitiu observat en les primeres
etapes de la MA podria explicar-se per alteracions en la funcié sinaptica que precedirien
la neurodegeneracié. A més, alguns informes han demostrat que la desregulacié dels
nivells de proteines sinaptiques podria estar relacionada amb la disfuncié cognitiva
primerenca en models experimentals de MA. Per tant, els canvis en els mecanismes
reguladors involucrats en I'expressio de proteines sinaptiques podrien ser valuosos per
avaluar el pronostic i la taxa de deteriorament cognitiu en la MA. Atés que els nivells de
proteines sinaptiques estan modulats per miRNA i els miRNA podrien usar-se com a
biomarcadors, analitzem en aquest projecte els canvis en els perfils de miRNA en
pacients de MA i subjectes control en diferents arees cerebrals. A partir dels resultats
obtinguts, hem examinat els nivells plasmatics de diversos miRNA associats amb
proteines sinaptiques i hem explorat la utilitat d’'un subconjunt d’aguests miRNA com
un biomarcador selectiu potencial per a la MA. Per a aquests estudis exploratoris, hem

utilitzat mostres de plasma d‘una cohort espanyola formada per subjectes control i



pacients diagnosticats de deteriorament cognitiu lleu (DCL) o MA. Els resultats
obtinguts van ser molt esperancadors, ja que trobem un augment significatiu en els
nivells d’expressid dels miR-92-3p, miR-181c-5p i miR-210-3p en els subjectes amb
DCL i MA. A més, trobem que el nivell d’expressié d’aquests miRNA podria ser un bon
indicador de si els pacients amb DCL progressarien a MA, ja que el seguiment durant
diversos anys d’'aquests pacients va permetre descobrir que els pacients amb DCL que
finalment van desenvolupar MA tenien nivells plasmatics més alts d’aquests miRNA.
També trobem que els nivells d’expressié d’aquests miRNA podrien usar-se de manera
fiable com un biomarcador potencial per a la MA, atés que no es van observar canvis
en els nivells plasmatics en una cohort de pacients amb demencia frontotemporal.
Sobre la base d’aquests resultats, proposem que, en conjunt, els miRNA miR-92-3p,
miR-181c-5p i miR210-3p probablement constitueixen una signatura molecular
especifica que pot ser potencialment desenvolupada com un biomarcador sensible i
selectiu per a la deteccio de la MA en etapa primerenca i un bon predictor de si és

probable que hi hagi un progrés del DCL a la MA.

A més de les dues caracteristiques patologiques principals de la MA, que inclouen
plagues de B-amiloide (AB) extraneuronals i els cabdells neurofibril-lars, també hi ha
altres caracteristiques associades a la demeéncia de la MA que prediuen una alteracié en
la barrera hematoencefalica (BHE), com en el cas de I'angiopatia amiloide cerebral
(CAA). La bibliografia cientifica defensa avui dia que la vasculatura cerebral contribueix
de manera important a I'aparicié i progressié de la MA, i postula I’'existéncia d’un fort
vincle entre el dany vascular i aguesta patologia. Per tant, I'estudi de la interferéncia
neurovascular i les seves alteracions és important per comprendre les bases moleculars
de la MA. Aixi, en aquest projecte hem dedicat atencié a aquest aspecte i hem estudiat
la contribucié de la SSAO/VAP-1 endotelial en relaci6 amb la BHE en la MA. Els nostres
resultats mostren que I'expressié de SSAO/VAP-1 s’associa a l'activacié endotelial
mitjancant l'alteracio de l'alliberament de angioneurines proinflamatories i
proangiogéniques com I'IL-6, IL8 o VEGF. També esta relacionada amb una alteracié de
I'estructura de la BHE, amb una disminucié de les proteines d’unié estreta, com la
zonula occludens o claudina-5. A més, la BHE va revelar més permeabilitat i adhesié de
leucocits en cél-lules que expressen SSAO/VAP-1, aixi com un augment de la deposicid
d’AB vascular induida per mecanismes dependents i independents de l'activitat
enzimatica de SSAO/VAP-1. També hem observat una disminucié en I'alliberament de

BDNF en les cél-lules endotelials que sobreexpressen hSSAO/VAP-1 que afecten la



maduracio sinaptica. En aquestes condicions, hem observat una reduccié en els nivells
d’AMPAR i una disminucié significativa de PSD95 i AKAP79/150 en el terminal
postsinaptic. Aquests resultats confirmen el paper de la SSAO/VAP-1 endotelial en la
disfuncié de la BHE relacionada amb la MA i suggereixen que |'alliberament diferencial
d’angineurines podria afectar el desenvolupament i la funcid sinaptica. En total, els
nostres resultats obren una nova finestra en la recerca d’objectius terapéutics

alternatius per combatre la MA.

Els resultats obtinguts en aquest projecte han confirmat que les proteines
postsinaptiques AKAP79/150 i SSAO endotelial podrien ser noves dianes potencials per
a futures aproximacions terapéutiques. No obstant aix0, encara s’han de fer estudis per
poder confirmar-ho. D’altra banda, els resultats d'aquest projecte que podrien tenir
més impacte en menys temps sén els relatius a la signatura molecular de miARN en
plasma com a biomarcador primerenc de la malaltia d’Alzheimer (MA). El diagnostic
primerenc i, per tant, la intervencioé primerenca abans no apareguin els simptomes de
MA seria una de les millors opcions per alentir o aturar la progressio de la MA, de
manera que ha esdevingut una qlestié d’interes general identificar biomarcadors
eficients i economics. El diagnostic primerenc de la MA permetra: (1) que els pacients
comencin a aplicar mesures de salut per preservar la funcié cognitiva existent durant el
maxim temps possible (per exemple, amb la minimitzacié dels factors de risc vascular
0 amb un augment de l'activitat mental); (2) que es pugui iniciar el tractament dels
simptomes amb medicaments o altres intervencions; (3) que es maximitzi la
participacid de persones en estadis inicials de la malaltia en els assajos clinics; 4) que
s’ofereixi més temps per dissenyar equips medics i de cuidadors que puguin donar
suport efectiu davant les inquietuds mediques que apareixen durant el
desenvolupament de la malaltia; (5) que els pacients i els membres de la seva familia
tinguin més temps per coneixer a qué s’enfronten en el futur i es puguin planificar en
conseqliencia mentre els pacients mantinguin la capacitat cognitiva per prendre
decisions, i 6) que, en diagnosticar amb precisio les persones que tenen deteriorament
cognitiu lleu (DCL), no evolucionin cap a MA. En els propers anys planegem validar la
signatura molecular que hem identificat com un biomarcador selectiu i universalment

sensible per a la MA en estendre la nostra analisi a cohorts de DCL i MA de paisos



diferents. Un cop obtinguem aquesta validacid, el segon objectiu sera utilitzar les
nostres troballes com a plataforma per explorar el desenvolupament d’una eina de
diagnostic assequible i basada en plasma per a I'examen clinic de rutina. El nostre
biomarcador representaria un aveng significatiu, atés que actualment no hi ha cap
biomarcador en plasma (o un altre fluid periféric) aprovat o disponible per al diagnostic

de les etapes primerenques de la MA.
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