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[.Brocos-Mosquera Introduccién

1. ESQUIZOFRENIA
1.1. Aspectos generales

La esquizofrenia es una enfermedad cronica e incapacitante que se caracteriza
fundamentalmente por una distorsion de la realidad. Esta patologia tiene una prevalencia
aproximada del 0.7%, afectando a mas de 21 millones de personas en todo el mundo. Esto,
ademas, supone un gran coste a nivel sanitario por hospitalizaciones reiteradas, la necesidad de
servicios psicoldgicos y apoyo social (Organizacion Mundial de la Salud, OMS, 2020). La
esquizofrenia se encuentra entre las diez causas principales de discapacidad por enfermedad en
el mundo (Marder & Cannon, 2019) y se estima que es la quinta enfermedad mas costosa para la
sociedad en términos de atencion requerida y pérdida de productividad. Su coste anual en la
Union Europea supera los 29 mil millones de manera directa y, al sumarle los costes indirectos,
asciende a mas de 90 mil millones (Olesen et al, 2012). Se calcula que los pacientes que la
padecen presentan una esperanza de vida 15 afios menor que la poblacién general y tienen un
riesgo 5-10 veces superior de cometer suicidio (McCutcheon et al, 2020). Esta patologia es mas
frecuente en hombres que en mujeres, con una ratio 1.4:1, siendo los varones los que cursan con
sintomas mas graves, desarrollan la enfermedad de una manera mas temprana y tienen una
menor respuesta al tratamiento (OMS, 2020). En hombres la edad de debut suele producirse a
finales de la adolescencia o inicio de la etapa adulta, mientras que en mujeres el inicio de la
enfermedad se produce al final de la veintena o principio de la treintena (Marder & Cannon,

2019).

La sintomatologia presente en la esquizofrenia se recoge mayoritariamente en tres
categorias diferentes (Coyle, 2017; Ibrahim & Taminga, 2011; Owen et al, 2016; Tandon et al,
2009):

- Los sintomas positivos son los englobados en lo cominmente llamado psicosis, como
son los delirios, alucinaciones, pensamiento y habla desorganizados.

- Los sintomas negativos recogen la apatia, anhedonia (pérdida de interés o de la
capacidad de sentir placer o satisfaccion), alogia (disminucién o ausencia del lenguaje
espontaneo), aplanamiento afectivo (dificultad o incapacidad de presentar sentimientos
0 emociones) y retraccidn social.

- Los sintomas cognitives engloban una serie de disfunciones como problemas de
mantenimiento de la atencién, velocidad de procesamiento de la informacién, memoria,
aprendizaje verbal y visual, aprendizaje social, resolucién de problemas, toma de
decisiones, planificacion o memoria de trabajo. Estas alteraciones se explican en

profundidad en el apartado 1.4.
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Los sintomas negativos y cognitivos suelen ser mas estables a lo largo de toda la
enfermedad, mientras que los sintomas positivos suelen tener una aparicion mas esporadica, en
brotes, contribuyendo a posibles hospitalizaciones y empeoramiento del paciente (Tandon et al,
2009). El inicio de la enfermedad es gradual y tarda varios afios en desarrollarse hasta que llega
el momento del debut, conocido como primer episodio psicético (PEP), donde la persona
muestra los sintomas positivos iniciales. Previamente a este episodio psicotico van apareciendo
los sintomas negativos y cognitivos en lo que se define como la fase prodrémica, en la cual no
suele existir un diagndstico claro. Con la aparicién de los sintomas positivos se acentia el
deterioro y la cronicidad de la patologia, como se puede observar en la figura 1 (Insel, 2010;

Tandon et al, 2009).

Prenatal Infancia R PEP Tratamiento Recaida R

prodrémica F\ crénica
\ / N\
— | e\ —

Sintomas
positivos

Severidad

Sintomas
negativo

Tiempo

Figura 1. Aparicion gradual de la sintomatologia de la esquizofrenia a lo largo del tiempo. Modificada a partir

de una imagen tomada de McCutcheon et al, 2020.

El diagnoéstico de la esquizofrenia se basa en los criterios clinicos establecidos en el
Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-5) publicado en 2013 por la
Asociacion Estadounidense de Psiquiatria (American Psychiatric Association, 2013) o en los que
establece la Clasificacion internacional de enfermedades (CIE-10) publicada en 1992 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (World Health Organization, 1992) (Owen et al, 2016;
Van Os & Kapur, 2009).

1.2. Etiopatogenia

La esquizofrenia es una patologia multifactorial cuya etiologia completa se desconoce. Lo
que si se sabe es que tiene cierto componente genético y numerosos factores ambientales
influyen en su apariciéon. Los estudios epidemiolégicos y genéticos parecen sugerir que el riesgo
de sufrir esquizofrenia es producto de interacciones gen-ambiente (predisposicion genética a
agresiones ambientales, como se explica a continuacién) y del fendmeno de epistasis (fenotipo

dependiente de la interaccion entre diversos genes) (Comer et al, 2020).



[.Brocos-Mosquera Introduccién

1.2.1. Factores genéticos

Gracias a estudios en gemelos se ha podido establecer que existe una elevada
heredabilidad de esta patologia, puesto que si un gemelo monocigdtico desarrolla esquizofrenia,
el otro gemelo tiene una probabilidad del 80% de desarrollarla también (Birnbaum &
Weinberger, 2017; Imamura et al, 2020; Sullivan et al, 2003). La probabilidad de desarrollar
esta patologia, si ambos progenitores la padecen, es aproximadamente de un 50%. Al ir
disminuyendo el grado de parentesco la probabilidad de padecer esquizofrenia disminuye, pero

aun asi es mayor que la de la poblacién general (Zhu et al, 2016).

Se han llevado a cabo varios estudios para encontrar un gen candidato que sea el
causante de la esquizofrenia; sin embargo, no se ha encontrado un candidato claro. Dichos
estudios se han realizado mayoritariamente mediante la técnica de asociaciéon del genoma
completo (genome wide association study, GWAS), donde se han observado asociaciones con la
enfermedad a nivel de polimorfismos de un solo nucleétido (single nucleotide polymorphism,
SNP) y de variacion en el nimero de copias (copy number variation, CNV) en numerosos genes
(Birnbaum & Weinberger, 2017; Caldeira et al, 2019; Foley et al, 2017; Van de Leemput et al,
2016). A pesar de no haber encontrado un solo gen candidato, se han asociado varios genes con
un mayor riesgo de aparicién de esquizofrenia, por lo que se ha sugerido que esta patologia es
una enfermedad poligénica. Algunos de los genes que se han visto alterados en pacientes con
esquizofrenia son NRG-1, COMT, BDNF, DISC1, RGS4 y GRIN1, que codifican proteinas que tienen
funciones relacionadas con la sinapsis y la neurogénesis, como son neuregulina 1, catecol O-
metiltransferasa, factor neurotréfico derivado del cerebro, proteina alterada en esquizofrenia 1,
regulador 4 de la sefializacién de la proteina G, subunidad 1 del receptor de glutamato NMDA,
respectivamente (Gokhale et al, 2015; Sakata & Duke, 2014; Sekar et al, 2016; Tripathi et al,
2018; Zamanpoor, 2020).

1.2.2. Factores ambientales

La presencia de alteraciones en los genes relacionados con la aparicion de la
esquizofrenia causa una predisposicion a padecerla. Sin embargo, para que ésta se manifieste es
necesaria la presencia de factores ambientales desencadenantes previos al debut de la
enfermedad (Stilo & Murray, 2019). Se ha visto que tanto la edad paterna y/o materna avanzada
(Lopez-Castroman et al, 2010; Malaspina et al, 2002), como la existencia de infecciones
maternas durante el embarazo (Aguilar-Valles et al, 2020; Karlsson & Dalman, 2020), la
desnutricién materna o problemas obstétricos perinatales son factores que favorecen la
aparicion de esquizofrenia. Ademas, vivir en un ambiente urbano, pertenecer a una clase social
baja 0 a una minoria social también son factores de riesgo. Asimismo, cuando a edad temprana
ocurren vivencias como traumas infantiles o el consumo de drogas, como el cannabis, durante la
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adolescencia (Dunn et al, 2020) también pueden ser factores desencadenantes de la patologia

(Van Os & Kapur 2009; Zamanpoor, 2020).

Por otra parte, se han observado también cambios estructurales asociados con la
esquizofrenia. Las modificaciones mas destacables son la reducciéon del volumen cortical, con
una reduccién del tamafio del 16bulo frontal y los 16bulos temporales, habiendo una pérdida de
materia gris y un aumento del volumen ventricular (Hirjak et al, 2016; Laskaris et al, 2016).
Estas modificaciones se han correlacionado con una pérdida de células piramidales (Garey et al,
1998), interneuronas (Dienel & Lewis, 2019) y una mala organizaciéon de la arborizacién
neuronal, asf como con alteraciones en la migracién y diferenciacién neuronal (Glantz & Lewis,
2000; Kolluri et al, 2005; Krajcovic et al, 2019). Estos eventos se pueden relacionar con una
disminucion de las funciones corticales, algunas de las cuales, deberian alcanzar su maximo
desarrollo a la edad de aparicion de la esquizofrenia (Coffman et al, 2016; Cui et al, 2016; Yin et

al, 2012).

1.2.3. Alteraciones en los sistemas de neurotransmision

Las alteraciones observadas en la esquizofrenia se han relacionado con variaciones en
varios sistemas de neurotransmision, como se puede ver en la figura 2 (Benes, 2010; Landek-
Salgado et al, 2016). A consecuencia de ello, a lo largo de la historia se han establecido diferentes

hipotesis para tratar de explicar la etiopatogenia de esta enfermedad.
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* forebrain

sensory-relay W' -
nudeusr {‘.:e’“(

‘ -}L . tegment; Y

nucleus

Basal ganglia
neuron

Substantia
nigra
nudeus

Motor output

Figura 2. Circuitos neuronales y neurotransmisores implicados en la etiopatogenia de la esquizofrenia,
como dopamina (DA), serotonina (5-HT), glutamato (GLU), acido y-aminobutirico (GABA), acetilcolina

(ACH) y noradrenalina (NA). Tomada de Freedman, 2003.



[.Brocos-Mosquera Introduccién

1.2.3.1. Hip6tesis dopaminérgica

Esta hipétesis fue la primera que se propuso para explicar el origen de la esquizofrenia. A
principios de los afios 50 Laborit y Deniker utilizaron por primera vez un farmaco, la
clorpromazina, para tratar la psicosis de manera eficaz en psicosis agudas y agitacién maniaca. A
finales de los afios 60, Van Rossum describié el efecto antagonista dopaminérgico de estos
farmacos y, a principios de los afios 70, Seeman y Kapur propusieron que la potencia de los
antipsicoticos se correlacionaba con su ocupacién de los receptores D;. Ademas, a finales de esta
década, Carlsson observo que la psicosis inducida por ciertas drogas, como las anfetaminas y la

cocaina, provocaban un aumento de dopamina en la sinapsis (Madras, 2013).

Todo ello llevé a la conclusién de que en la esquizofrenia existe un desequilibrio
dopaminérgico. Primero se observd una hiperdopaminergia mesolimbica responsable de los
sintomas positivos y, posteriormente, se determind la existencia de una hipodopaminergia
cortical, responsable en parte de los sintomas negativos y cognitivos (Davis et al, 1991). Sin
embargo, esta es una vision simplificada de la enfermedad y no explica todo lo que se observa en
ella, puesto que los sintomas negativos y cognitivos no mejoran con firmacos que inhiben la

recaptacidon de dopamina a nivel cortical (Davis et al, 1991; Yamaguchi et al, 2015).

1.2.3.2. Hipotesis serotonérgica

El inicio de esta teoria se basé en la observacién de que el consumo de LSD (dietilamida
del acido lisérgico) causa efectos similares a las alucinaciones producidas en la esquizofrenia.
Como la estructura quimica de esta sustancia es similar a la serotonina, se propuso que este
neurotransmisor podria estar implicado en la etiopatogenia de la enfermedad (Woolley & Shaw,
1954). Mediante estudios de fijacién de radioligandos se establecié que diferentes sustancias
alucinégenas tenian afinidad por el receptor 5-HT2a y su unidn a este receptor era la causa de los

efectos alucinégenos que provocaban (Glennon et al, 1984).

La aparicién de un nuevo tipo de fArmaco antipsicotico, la clozapina, mostré una mayor
eficacia para tratar la esquizofrenia (explicado en el apartado 1.3.). Este compuesto posee una
mayor afinidad por el receptor 5-HT2a que por el D, (Meltzer & Massey, 2011). A partir de estas
observaciones se hipotetiz6é que la serotonina tenia un efecto inhibidor sobre la dopamina en la
corteza y, como resultado, aumentaria la hipodopaminergia cortical. Por lo que el uso de
antipsicoticos atipicos que bloquearan el receptor 5-HT:a (explicados en el apartado 1.3.)
produciria una reversion de este efecto inhibidor sobre la trasmisién dopaminérgica a nivel
cortical, y con ello, mejorarian los sintomas negativos de la patologia (Baumeister & Hawkins,

2004).



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

En esta linea, nuestro grupo de investigaciéon ha demostrado recientemente la existencia
de un aumento de la expresion de los receptores 5-HT2a de alta afinidad en la corteza prefrontal
(CPF) de sujetos con esquizofrenia (Muguruza et al, 2013). Ademas los receptores 5-HTza
mostraron una hiperfuncionalidad en la CPF de sujetos con esquizofrenia y una mayor

sefializacion a través de la proteina Gay; (Garcia-Bea et al, 2019).

1.2.3.3. Hipotesis glutamatérgica

Los efectos provocados por la fenciclidina (PCP) y la ketamina dieron lugar al inicio de
esta teoria. La PCP, una droga alucinégena, y la ketamina, un anestésico usado en el ambito
veterinario, presentan efectos disociativos. Ambos compuestos son antagonistas del receptor de
glutamato N-metil-D-Aspartato (NMDA) y pueden producir, a dosis bajas e infra-anestésicas,
psicosis transitoria, disminucién de las capacidades cognitivas y alteracién del estado afectivo; lo

que se asemeja a la sintomatologia de la esquizofrenia (Krystal et al, 2005).

Se han descrito numerosas alteraciones en el sistema glutamatérgico en pacientes con
esquizofrenia, como una alteracién de niveles de glutamato en varias areas cerebrales o
diferencias en la expresion de los distintos tipos de receptores glutamatérgicos (Meador-
Woodruff & Healy, 2000). Por otra parte, hay que destacar la presencia de receptores NMDA en
los circuitos reguladores de la liberacién de dopamina, por lo que una desregulacién en el
sistema glutamatérgico podria dar como resultado las alteraciones dopaminérgicas que se han

observado en la esquizofrenia (Javitt, 2010).

1.2.3.4. Hipotesis GABAérgica

Algunos estudios han demostrado una disminucion de la sintesis (a través de la enzima
acido glutamico descarboxilasa [GAD]) y de la liberacién de acido y-aminobutirico (GABA) en la
CPF y en el nicleo accumbens en esquizofrenia, lo que podria contribuir a las alteraciones de
este sistema en la enfermedad (Huang & Akbarian, 2007). Ademas, en otras areas cerebrales,
como el hipocampo o la amigdala, se ha descrito una menor presencia de proteinas recaptadoras

de GABA en pacientes con esquizofrenia (Lewis et al, 2008; Steiner et al, 2016).

1.3. Tratamiento farmacolégico de la esquizofrenia

Los farmacos antipsicéticos son la base farmacoldgica actual para tratar la esquizofrenia.
Junto a la toma de estos farmacos, los sujetos que padecen esta patologia se deben someter,
habitualmente, a psicoterapia para mejorar su calidad de vida. Los farmacos antipsicoticos,
también llamados neurolépticos, son generalmente eficaces para tratar los sintomas positivos.

Sin embargo, frente a los sintomas negativos no muestran apenas eficacia y, en cuanto a los
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sintomas cognitivos tampoco los mejoran e, incluso, pueden empeorarlos (explicado en el

apartado 1.4.3) (Freedman, 2003; Jarskog et al, 2007; McCutcheon et al, 2020).

Los antipsicoticos se clasifican en dos grandes grupos: antipsicoéticos tipicos y

antipsicoticos atipicos.

1.3.1. Antipsicéticos tipicos o de primera generaciéon

Son potentes antagonistas del receptor dopaminérgico D, Estos fArmacos dan lugar a
una alta ocupacién de estos receptores mejorando los sintomas positivos presentes en la
patologia. Sin embargo, también conllevan la aparicién de efectos secundarios como los
sintomas extrapiramidales al ocupar los receptores D, situados en la via dopaminérgica
nigroestriatal, y la hiperprolactinemia, por la ocupacién de estos receptores en la via
tuberoinfundibular. Algunos de los farmacos pertenecientes a esta generacion son la
clorpromazina (Delay & Deniker, 1955) (primer antipsicético, sintetizado en 1950), el

haloperidol y la levopromazina (Freedman, 2003; Jarskog et al, 2017; Maric et al, 2016).

1.3.2. Antipsicoéticos atipicos o de segunda generacién

Se caracterizan por mostrar una menor afinidad por los receptores D, ademas de
antagonizar el receptor 5HT2a. Ello induce una menor frecuencia de apariciéon de los efectos
secundarios generados por los antipsicéticos tipicos, principalmente los efectos
extrapiramidales. Ademads, este tipo de antipsicéticos muestran afinidad por otro tipo de
receptores como pueden ser los receptores serotonérgicos 5HTi1a o 5HT,c los receptores
adrenérgicos a1 0 a2 o los receptores dopaminérgicos D1 o D3 (Jarskog et al, 2017; Maric et al,
2016). La clozapina fue el primer farmaco de esta generacion, sintetizado en 1990, y
actualmente sigue siendo el mas eficaz. Sin embargo, puede producir la aparicion de
agranulocitosis como efecto adverso, por lo que no suele ser el antipsicdtico de primera eleccién,
dado que requiere una vigilancia estrecha con una monitorizacién del paciente midiendo
diversos parametros sanguineos (Marder & Cannon, 2019). Otros antipsicéticos de esta familia
son risperidona, olanzapina o quetiapina. Estos farmacos provocan efectos secundarios
diferentes, principalmente el sindrome metabdlico asociado a aumento de peso o aumento de los
niveles de colesterol, que originan un aumento del riesgo cardiovascular del paciente (Coyle,

2017; Freedman, 2003; Jarskog et al, 2017).

Ante la existencia de pacientes no respondedores a la medicacién, en muchas ocasiones
se les prescribe un aumento de dosis por encima de las dosis recomendadas o un segundo
antipsicédtico (en mas del 75% de las personas diagnosticadas con esquizofrenia). La efectividad

de estas medidas no estd demostrada de manera empirica (Marder & Cannon, 2019; Samara et
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al, 2018). Por otra parte, ademads de estar tratados con antipsicéticos, los pacientes suelen estar
polimedicados con otro tipo de firmacos como son antidepresivos o benzodiacepinas
(Freedman, 2003; Samara et al, 2018). En la actualidad, el tratamiento de eleccién suele ser los
antipsicoticos atipicos. Sin embargo, alrededor de un 30-40% de pacientes son resistentes al

tratamiento (Elkis & Buckley, 2016).

1.4. Alteraciones cognitivas en esquizofrenia

Los déficits cognitivos causan una disfuncion importante en los sujetos con
esquizofrenia, dado que son una de las causas por las que estas personas no tienen autonomia ni
pueden ejercer un empleo facilmente. Estos sintomas, como ya se ha explicado anteriormente
(apartado 1.3.), no sufren una mejoria significativa con los fArmacos antipsicoticos que existen
actualmente. Por ello, es necesario conocer en profundidad cémo funciona la cognicién en el
cerebro humano y cémo ésta se encuentra alterada en la esquizofrenia, para intentar conseguir

un tratamiento mas adecuado para tratar estos déficits.

1.4.1. Corteza prefrontal v cognicién

La CPF es la region cerebral encargada de regular las funciones cognitivas y estd mas
desarrollada en humanos que en la otra especie animal que la posee, los primates. Se encuentra
en la zona frontal del cerebro y estd conectada con numerosas regiones cerebrales como son el
talamo, el sistema limbico, los ganglios basales, el hipocampo y otras areas de la corteza tanto

frontal como parietal o temporal (Teffer & Semendeferi, 2012).

La CPF se compone de tres areas diferentes (Fuster, 2001), como se puede observar en la
figura 3:
- La CPF ventromedial estd involucrada en los procesos emocionales.
- La CPF orbitofrontal es la encargada de inhibir impulsos o conductas inapropiadas.
- La CPF dorsolateral (CPFDL) lleva a cabo las funciones de cognicidn, atencioén, y la
mayoria de funciones ejecutivas, como la memoria de trabajo, memoria a corto plazo y

organizaciéon temporal.
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Figuras 3. Areas de la CPF con los nimeros correspondientes a la clasificacion de Brodmann.

Tomada de Fuster, 2001.

En humanos y primates no humanos, la CPFDL es el principal sustrato anatémico de las
actividades cognitivas, especialmente de la memoria de trabajo, representando un componente
basico de las funciones ejecutivas. La CPFDL posee capacidad para inhibir informacién
irrelevante ajustando la conectividad cortical a las demandas de cada tarea, guiando asi el
pensamiento, el comportamiento, las emociones, inhibiendo las conductas inapropiadas y

permitiendo planificar el futuro.

Se ha descrito que la CPF es muy sensible a la liberacion de catecolaminas, pero con
ciertas diferencias entre regiones. Mientras que la CPF ventromedial parece ser mas sensible a la
serotonina (5-HT), la CPFDL esta mas influenciada por la dopamina (DA) y la noradrenalina (NA)
(Hains & Arnsten, 2009; Topolov & Getova, 2016). Estos dos ultimos neurotransmisores tienen
un gran peso en la memoria de trabajo, de la cual se encargan principalmente los receptores de
la familia D1 (D1 y Ds) (Arnsten et al, 2017; Vijayraghavan et al, 2016) y los receptores

adrenérgicos a (a-AR).

Los sistemas monoaminérgicos y sus neurotransmisores (DA, NA y 5-HT) modulan la
relacién sefal:ruido en varias areas cerebrales, como la CPF, en situaciones como el estrés, el
ciclo suefo/vigilia y la motivacion. Ademads, los cuerpos celulares de estos sistemas
monoaminérgicos, que se encuentran en los nucleos del tronco cerebral, sufren un control “Top-
Down” a través de las proyecciones de las neuronas de la CPFDL (Robbins & Arnsten, 2009).
Gracias a este control “Top-Down” se modifica la sefalizacion neuronal mediante la

prolongacién o acortamiento del disparo neuronal.

Para un funcionamiento adecuado de la memoria de trabajo son necesarios unos niveles
adecuados de DA en la CPFDL, ya que este neurotransmisor tiene un efecto en “U invertida”. Si

hay un bloqueo de receptores D1 o una depleccion de DA, se observan déficits en la memoria de
11
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trabajo (Brozoski et al, 1979; Sawaguchi & Goldman-Rakic, 1991). Inversamente, un aumento de
DA o un exceso de actividad de los receptores D1 también causa déficits en las funciones
cognitivas de la CPFDL (Vijayraghavan et al, 2007). La enzima catecol-orto-metil-transferasa
(COMT) puede presentar una variante polimérfica que causa un cambio en los niveles corticales
de DA, por lo que las personas que tienen dicha variante son mas susceptibles a sufrir
alteraciones en la memoria de trabajo (Robbins & Arnsten, 2009). La hipodopaminergia cortical
observada en la esquizofrenia podria deberse a una hipoactividad de las células glutamatérgicas
de la CPFDL cuyas proyecciones llegan a los ntcleos del tronco cerebral (Lewis & Gonzalez-
Burgos, 2008). Sin embargo, un modelo animal de psicosis producido por antagonistas NMDA,
ha mostrado una hiperexcitabilidad en las neuronas piramidales de la corteza frontal
provocando un aumento de la liberacién de DA cortical, cuya diana principal serian las
interneuronas GABAérgicas (Ldopez-Gil et al, 2009). Estos resultados que pueden parecer
contradictorios, podrian explicarse por el efecto opuesto que pueden causar los antagonistas
NMDA sobre células piramidales. Es decir, se inhibirfan las “Delay cells” (neuronas que tienen un
disparo neuronal persistente, por lo que hay una excitacion sin un estimulo) y se desinhibirian
las “Response cells” (neuronas que disparan tras un estimulo sensorial, para desencadenar una
respuesta motora, o tras recibir una respuesta motora) (Wang et al, 2013). Los déficits de la
memoria de trabajo en esquizofrenia se pueden deber al efecto inhibitorio sobre las neuronas de
la capa III de la corteza. Se conoce que tanto antipsicoticos tipicos como el haloperidol, que son
antagonistas de los receptores D2, o antagonistas de los receptores D1, causan déficits en la
memoria de trabajo y aprendizaje asociativo en primates y, que los agonistas de los receptores

D1 revierten el efecto de los antipsicoticos (Aleman & de Haan, 2000; Puig & Miller, 2012).

Otras funciones de la CPFDL como la memoria de aprendizaje, la impulsividad o la
atencidn, son controladas por el sistema serotonérgico a través de varios subtipos de receptores
(Williams et al, 2003; Celada et al, 2013). Los receptores 5-HTia se encuentran en los conos
axonicos de las células piramidales. Mientras, los 5HT2a estan principalmente en las dendritas
apicales de estas células, aunque también se encuentran en interneuronas GABAérgicas,
provocando efectos inhibitorios o, en las neuronas glutamatérgicas de la capa V, produciendo
efectos estimulatorios. Los antipsicoticos atipicos son antagonistas de los receptores 5-HT2a,
dando lugar a una modulaciéon de la 5-HT cortical y de la actividad de este neurotransmisor
sobre los receptores 5-HTia (Celada et al, 2013). No obstante, agonistas del receptor 5-HT2a,
como el LSD, dan lugar a modelos farmacolégicos de psicosis debido a su caracter alucinégeno,
mientras que existen otros agonistas 5-HT2a, anadlogos del LSD, que no poseen esta capacidad
alucinégena. En nuestro grupo se ha estudiado esta disyuntiva, observando que los agonistas 5-
HT24 no alucindgenos sefializan a través de las proteinas Gaq en la CPFDL humana, mientras que

los agonistas alucinégenos lo hacen a través de estas proteinas Gag pero, también lo hacen a
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través de las proteinas Gais (Garcia-Bea et al, 2019). Ademds, se ha visto que la
supersensibilidad de los receptores 5-HT,a en sujetos con esquizofrenia se debe a un incremento
del estado de alta afinidad, acoplado a proteinas Gai; (Muguruza et al, 2013; Garcia-Bea et al,

2019).

El sistema noradrenérgico tiene un rol fundamental en la regulacién de las funciones
cognitivas en la CPFDL (Robbins & Arnsten, 2009). La influencia de la NA sobre la CPFDL
también sigue un efecto en "U invertida" (Arnsten et al, 2012), provocando una regulacién fina
de los procesos cognitivos. Esto provoca que tanto si no hay suficiente NA como si hay
demasiada, pueda haber una alteracion de la cognicion, pudiendo dar lugar a déficits cognitivos
(Arnsten, 2009). El tono noradrenérgico sobre las células piramidales de la capa III, en
condiciones basales, es regulado por los receptores adrenérgicos a; (az-AR) postsinapticos (esto
sera explicado mas en detalle en el apartado 2.2.) (Arnsten & Goldman-Rakic, 1985; Arnsten et
al, 2012). Sin embargo, cuando hay un exceso de NA, este neurotransmisor se une a los a1-ARy a
los adrenoceptores 3 (-AR) por los cuales tiene una menor afinidad. En humanos, los a»-AR se
encuentran en las en las capas I y Il de la corteza (Grijalba et al, 1996), mientras que en
roedores estos receptores se encuentran sobre todo en las capas [V y V de la corteza (Franowicz
et al, 2002). Con el uso de agonistas selectivos aza-AR, como la guanfacina, se ha observado una
mejora de la memoria de trabajo regulada por la CPFDL. Por el contrario, cuando se han
utilizado agonistas az-AR no selectivos, como la clonidina, no se observéd ningin efecto en la
memoria de trabajo (Arnsten & Goldman-Rakic, 1985). No obstante, si las vias presinapticas se
encuentran dafadas, el efecto de la guanfacina es mayor y, mutaciones en el subtipo a24-AR han
mostrado un empeoramiento cognitivo (Arnsten & Goldman-Rakic, 1985; Franowicz et al, 2002).
En cuanto a los ai-AR, el uso de agonistas de este receptor ha provocado un deterioro de la
memoria de trabajo, mientras que la utilizacién de antagonistas ha protegido de los deterioros
causados por el estrés o las adicciones (Arnsten, 2009; Arnsten, 2011). Ademas, los ai-AR se
coexpresan con los receptores 5-HTza en las células piramidales (Santana et al, 2013) y son
antagonizados por la accion de los antipsicéticos atipicos, lo cual podria contribuir a su accién

terapéutica.

1.4.2. Alteraciones cognitivas en esquizofrenia

Los sintomas cognitivos parecen ser el nticleo de la esquizofrenia. Aparecen antes de que se
manifiesten el resto de sintomas y provocan una alteracion de las funciones cognitivas antes de
que la enfermedad sea diagnosticada (Kahn & Keefe, 2013). En ningin caso los sintomas
positivos o negativos de la esquizofrenia son los causantes de los déficits cognitivos, sino que

estos ya estan presentes con anterioridad. Ademas, los sintomas cognitivos pueden ser un
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predictor de como podria ser la readaptacion social del sujeto tras el diagndstico de la

enfermedad (Luck et al, 2019).

Gracias a la aportacién de numerosas investigaciones sabemos que existe una hipoactivacion
de la CPFDL en sujetos con esquizofrenia cuando estin realizando actividades de
reconocimiento o memoria, actividades de cifrado semantico y en todas las actividades que
requieren una actividad cognitiva alta (Achim & Lepage, 2005; Guo et al, 2019; Lett et al, 2014).
Las alteraciones cognitivas mas importantes en esta patologia se producen en los campos de la
memoria de trabajo, atencién, aprendizaje verbal y visual, memoria, velocidad de
procesamiento, cognicion social, razonamiento y resoluciéon de problemas (Adhikari et al, 2019;

Harvey & Isner, 2020).

1.4.3. Sintomas cognitivos y tratamiento antipsicotico

Los fArmacos antipsicoticos actuales no son eficaces para tratar los sintomas cognitivos
y, ademads, pueden llegar a empeorarlos. Se han realizado diversos estudios para analizar el
efecto de los antipsicéticos, tipicos o atipicos, en las capacidades cognitivas de sujetos con
esquizofrenia (Benes et al, 1985; Kasper & Resinger, 2003; Meshul et al, 1992), en proteinas
asociadas a estas funciones en CPF (Lidow et al, 2001; Uranova et al, 1991), y las alteraciones
producidas por estos antipsicéticos en los receptores por los que muestran afinidad (Kim et al,
2012b; Vincent et al, 1994). En varios estudios se ha visto una ausencia de mejoria (Lett et al,
2014; McCutcheon et al, 2020) o un empeoramiento de las capacidades cognitivas debido a dosis
altas de antipsicoéticos, tanto tipicos como atipicos, (Nielsen et al, 2015; Veselinovic et al, 2019) o
debido al uso continuado durante un periodo largo de tiempo de estos farmacos (Husa et al,

2017).

Por un lado, los farmacos antipsicoéticos tipicos, que solamente parecen ser eficaces en el
tratamiento de los sintomas positivos, pueden contribuir al empeoramiento de la cognicion
(Nielsen et al, 2015; Pandurangi & Buckley, 2020). Ademas, los sintomas negativos como la
disforia, que los antipsicoticos de primera generacién no logran mejorar, pueden contribuir a la
reduccidn de la actividad cognitiva. A esto se le afade que el consumo de anticolinérgicos, para
paliar los sintomas extrapiramidales que producen estos antipsicoticos tipicos, da lugar a un
empeoramiento de la memoria y del aprendizaje (Ibrahim & Tamminga, 2011). En este sentido,
Vincent y colaboradores, describieron un aumento de terminales GABAérgicos que
interactuaban con las neuronas piramidales de la corteza frontal en ratas tratadas con
haloperidol. Este efecto podria provocar una inhibicidn sobre los receptores dopaminérgicos y,
empeorar asi, la hipofuncién cortical dopaminérgica y aumentar, de este modo, los sintomas

cognitivos (Vincent et al, 1994).
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Por otro lado, un estudio valoré el efecto de los antipsicdticos atipicos sobre las
funciones cognitivas de pacientes con esquizofrenia donde se observé que habia mejora en
algunos de los test para probar diferentes funciones cognitivas. Para llegar a este punto en casi
todos los grupos incluidos en el estudio era necesario estar tratados un periodo largo, pudiendo

llegar incluso a 1 afio, para ver una mejoria en estas funciones (Kraguljac et al, 2015).

En diversos estudios han relatado cémo al producirse una intervenciéon temprana de la
enfermedad, las funciones cognitivas se ven menos afectadas. Esto serviria para atenuar su
deterioro, mejorar la respuesta al tratamiento, tanto con antipisicéticos tipicos como atipicos, e
incluso, frenar el empeoramiento cognitivo (Ngrbak-Emig et al, 2016; Omachi & Sumiyoshi,

2018).

Sin embargo, todas estas mejoras descritas en los diferentes estudios no se vieron
trasladadas a la vida cotidiana de los sujetos, ya que sigue habiendo una deficiencia en la vida
ocupacional y/o social de las personas que padecen esquizofrenia (Fleischhacker et al, 2014;
Insel, 2010). Por tanto, es necesaria la busqueda de nuevos fairmacos que sean efectivos frente a
estos sintomas cognitivos en la esquizofrenia, para que los pacientes tengan una mejor calidad

de vida y se reduzca su coste social (Jin & Mosweu, 2017).

1.5. Alteraciones epigenéticas en esquizofrenia

Diversos estudios han demostrado que las alteraciones epigenéticas pueden tener un
papel importante en el origen y la evolucién de la esquizofrenia (Cariaga-Martinez et al, 2016;
Gavin & Akbarian, 2012; Ibi & Gonzalez-Maeso, 2015; Kavhari & Cairns, 2020; Punzi et al, 2018;
Richetto & Meyer, 2021; Smigielski et al, 2020; Thomas, 2017).

1.5.1. Aspectos generales de la epigenética

La epigenética es el estudio de los cambios que provocan la activacién o inactivacién de
la transcripcion de genes sin cambiar la secuencia de ADN. Estas modificaciones pueden ser

hereditarias o pueden deberse a factores ambientales (Bohacek & Mansuy, 2013; Sui et al, 2012).

La cromatina se organiza en unas estructuras que se denominan nucleosomas. Cada uno de
ellos esta formado por un tetramero de histonas H3 y H4 y dos dimeros de histonas H2A y H2B.
Todo ello se encuentra rodeado por dos vueltas de ADN y una porcién de ADN que sobresale de
este octamero y se une a la histona H1, que actia como estabilizadora del ADN. Estas unidades
basicas de la cromatina tienen un tamafio de ~150pb, pesando ~300kDa (Barrachina et al,
2012). En funcién de las modificaciones que pueda haber en los nucleosomas la cromatina puede

estar en dos estados reversibles, mostrados en la figura 4 (Maze et al, 2013):
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Heterocromatina o cromatina inactiva: el ADN estd unido al octimero de histonas

para que no pueda acceder la maquinaria transcripcional, por lo que estos genes estan

inactivados.
Eucromatina o cromatina activa: el ADN estd abierto y hay espacio para que la

magquinaria transcripcional se pueda unir a él y, potencialmente, los genes que se

encuentran en esa secuencia de ADN se puedan transcribir.

Heterocromatina

Transcripcion
> .:.iica inactiva

1 I[HDACSI KMTs |
O () ()

HZB ¢ |-|2|3 ’ \ e

Eucromatina

DNA

Transcripcion

A}
) \ -
1 1 génica activa

Figura 4. Activacion o inactivacion de la cromatina debido a modificaciones epigenéticas (acetilaciéon o

metilacion). Modificada a partir de una imagen tomada de Thomas, 2017.

Tanto el ADN como las histonas pueden sufrir modificaciones que varien el estado de la
cromatina (Ibi & Gonzalez-Maeso, 2015; Mitchell et al, 2014; Nestler et al, 2016; Thomas, 2017),

como se puede ver en la figura 5. A continuacion se explican las posibles modificaciones (Gavin

& Akbarian, 2012; Giirel et al, 2020; Xin et al, 2012):

1. Metilacion del ADN: Se metila la citosina del grupo CpG. Fue la primera modificacion
epigenética descrita y, es especialmente importante en las islas CpG de las secuencias
promotoras de genes para mantenerlos silenciados (Giirel et al, 2020). Este patrén de
metilacion se transmite entre las células al dividirse y, por esta razon, se encuentra muy

relacionado con diferentes tipos de cancer. Las enzimas encargadas de llevar a cabo esta
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metilaciéon son las metilasas especificas que se conocen como Dnmtl (mantiene la
metilacion), Dnmt2 y Dnmt3 (encargada de la metilacién de novo). Para eliminar estos
grupos metilos pueden actuar varias enzimas, principalmente TETs (tet metilcitosina
dioxigenasas), AID/APOBEC (deaminasa de citidina inducida por activacién/enzima
editora de la apolipoproteina B) y TDG (timina-ADN glicosilasa). Estas enzimas oxidan a
5mC (5-metilcitosina), transformandolo en 5hmC (5-hidroximetilcitosina) y, de este
modo, se produce la liberacién de la citosina del ADN y se forma una nueva no metilada.

2. Metilacion de histonas: Se produce la unién de uno, dos o tres grupos metil (me, me2 o
me3) en el N-terminal de lisinas (K) o argininas (R). Esta modificacién puede ser
represiva o permisiva, en funcion del residuo metilado y de las proteinas que dicha
marca epigenética permita unirse. Por ejemplo, la marca H3K4me3 (trimetilacién en la
lisina 4 de la histona H3) es una marca permisiva mientras que H3K27me3 (trimetilacion
en la lisina 27 de la histona H3) es una marca represiva. La uniéon de estos grupos
metilos es llevada a cabo por las enzimas metiltransferasas especificas para modificar
ciertos residuos y su eliminaciéon se produce por las enzimas desmetilasas, para las
cuales también hay diferentes tipos segtin el residuo sobre el que acttien.

3. Acetilacion de histonas: Se da la uniéon de un grupo acetil (Ac) en el N-terminal de
lisinas (K). La unién de este grupo acetil a la lisina neutraliza la carga de este residuo
facilitando la descondensacion del ADN y permitiendo la transcripcion génica. Esta
modificacion es afiadida por las enzimas histona acetiltransferasas (HAT) y eliminada
por las enzimas histona deacetilasas (HDAC).

4. Fosforilacion de histonas: Se une un grupo fosfato (P) en las serinas (S), treoninas (T) o
tirosinas (Y) en el N-terminal de las histonas a través de quinasas. Esta modificacion
neutraliza la carga positiva del aminoacido provocando la separaciéon entre éste y el ADN
y, con ello, su apertura permitiendo la unién de la maquinaria transcripcional. La
eliminacion de esta marca es realizada por las enzimas fosfatasas.

5. Ubiquitinizaciéon de histonas: Se produce la unidn entre una lisina de las histonas H2A
o H2B y una proteina llamada ubiquitina, que consta de 76 aminoacidos, mediante la
activacion consecutiva de tres enzimas E1, E2 y E3. Cuando la histona H2A se
ubiquitiniza impide que se pueda unir la maquinaria transcripcional, en contraposicion,
si la unidén se produce en la histona H2B favorece la transcripcion génica. Su eliminacién
es llevada a cabo por enzimas deubiquitinizantes.

6. Sumolacion de histonas: Se une a las lisinas (K) una proteina denominada SUMO (small
ubiquitin related modifier), formada por 100 aminoacidos, que interacciona con otros
complejos proteicos reprimiendo la transcripcién génica.

7. Deiminacion de histonas: Las argininas (R) pasan a citrulinas para que no puedan ser

reconocidas por las metiltranferasas y, por lo tanto, no se pueden metilar.
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Figura 5. Tipos de modificaciones epigenéticas y los residuos de las histonas del nucleosoma

sobre las que estas pueden ocurrir. Tomada de Thomas, 2017.

Ademas de estas modificaciones, hay diferentes mecanismos que pueden contribuir al efecto

de la epigenética sobre la transcripcién génica:

- Impronta genética: Es un proceso biolégico mediante el cual los genes estan expresados
de manera diferente segin el origen paterno o materno, ya que estas marcas se generan
en la gametogénesis, y por lo tanto son heredables. Esto sirve principalmente para
reducir la expresiéon de uno de los alelos, en funcién de su origen paterno o materno
(Bohacek & Mansuy, 2013; Lee et al, 2019).

- Cross-talk: Es la capacidad que tiene una modificacién epigenética de influir en la
aparicién o no aparicién de otra. Hay modificaciones epigenéticas que tienen efecto
sumatorio, como la acetilaciéon de K5, K8 y K12 en la histona H4, que son favorecidas
cuando el residuo R3 de la histona H4 esta metilado y, todo ello, lleva a la activacién de la
cromatina (Kouzarides, 2007).

- Cromatina bivalente: Es un proceso epigenético en el que la cromatina tiene a la vez
marcas permisivas y represivas en equilibrio y, la llegada de otra marca epigenética o la
eliminacién de una de las existentes, provoca la modificaciéon de la cromatina hacia un
estado activo o inactivo. Esta cromatina bivalente se encuentra asociada a secuencias de

promotores con regiones ricas en CpG, es decir, a islas CpG (Peter & Akbarian, 2011).
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En patologias neuroldgicas como Alzheimer o Parkinson, se ha visto que hay otros factores
que también varian el estado de las marcas epigenéticas, como pueden ser el sexo (Gilbert et al,
2019; Huang et al, 2007; Labrie et al, 2012; Mill et al, 2008) o la edad (Gilbert et al, 2019; Nativio
etal, 2018; Tang et al, 2011).

1.5.2. Epigenética y cogniciéon

Los diferentes estudios que relacionan cognicién y alteraciones epigenéticas tienen como
objetivo la identificaciéon de alteraciones en marcas epigenéticas en promotores de genes que
intervienen en funciones cognitivas o, en las enzimas encargadas de modificar dichas marcas

(Jakovcevski et al, 2015).

En modelos animales se ha descrito que los mecanismos epigenéticos pueden alterar la
memoria y el aprendizaje. Estos estudios se realizaron bajo el condicionamiento del miedo,
donde se observé un aumento transitorio de H3K4me3 durante el aprendizaje asociativo y un
aumento de H3K9me?2 mantenido en el tiempo en promotores de genes como DNMT3a y BDNF.
La proteina fosfatasa tipo 1 (PP1) interviene en la modificacién del estado de la cromatina en
promotores de genes como CREB (elemento de unién de respuesta a AMPc) o NF-kB (factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de las células B activadas), y a su vez interacciona
con enzimas como HDAC1 y JMJD2A (desmetilasa 2A de lisinas de histona), provocando que la
cromatina esté inactiva. Sin embargo, la inactivacién de la PP1 permite la activacion de la
cromatina y da lugar a un aumento de H3S10P y AcH3K14 en el promotor de CREB, facilitando
su transcripcion. Cabe destacar que el CREB es un factor de transcripcién involucrado en
aprendizaje y memoria (Koshibu et al, 2009). También se ha visto que el estrés aumenta la
expresion de HDAC2 y, esta sobreexpresion causa deficiencias en la formacién de la memoria y
en la plasticidad sinaptica, provocando anomalias en la cognicién (Ibi et al, 2017). Con estos
datos, tanto inhibidores de HDAC (Guan et al, 2009; Rudenko & Tsai, 2014) como inhibidores de

PP1 podrian mejorar el aprendizaje y la memoria.

También se ha estudiado la posible implicacién de otras enzimas, como las Dnmt, cuya
disminucién en neuronas corticales puede provocar una menor expresion de reelina y, con ello,
una alteracién de la migracién neuronal, la plasticidad sinaptica y la formacién de la memoria

(Lubin et al, 2011).

Para mantener un buen control sobre la memoria y el aprendizaje es fundamental, por una
parte, una regulacidon coordinada en la acetilacién de histonas que permitan la transcripcién
génica para regular estas funciones (Sui et al, 2012) y, por otra parte, la existencia de cambios en
la metilacién del ADN y en promotores de genes, como COMT y HOMER1 (proteina estructural

homer 1), que puedan tener un impacto en la consolidacién de la memoria. Ademas, se ha visto
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que un aumento del aprendizaje puede inducir el aumento de la actividad de TET1 y este

aumento de actividad favorece la formacion de memoria (Jarome & Lubin, 2014).

En este contexto, se han encontrado ejemplos de cross-talk mostrando que la metilacién de
H3K4 correlaciona de manera negativa con la metilaciéon del ADN y, un aumento de H3K4me3 en
los promotores de BDNF y EGR1 (proteina de respuesta de crecimiento temprano 1) causa una
disminucion de H3K9me2, provocando que la cromatina se active y dichos genes se puedan

transcribir (Gupta-Agarwal et al, 2012).

La mayoria de la investigaciéon relacionada con epigenética se ha realizado mediante
estudios GWAS, dando una mayor probabilidad de asociar variaciones genéticas a alteraciones o
patologias. De este modo, se encontraron alteraciones epigenéticas en varios genes relacionados
con funciones cognitivas. En muchos casos estos estudios se han centrado en la regién
cromosomica 22q13.2, donde se han encontrado numerosas alteraciones que causan déficits
cognitivos y, algunos de los genes situados en dicha regién estadn involucrados en patologias

psiquiatricas, como puede ser la esquizofrenia (Ohi et al, 2018).

1.5.3. Epigenética y esquizofrenia

No existen muchos estudios que relacionen epigenética y esquizofrenia, por lo que hay poco
conocimiento previo en este campo. Sin embargo, si existen algunos estudios donde se muestran
alteraciones en pacientes con esquizofrenia de algunas marcas epigenéticas o de las enzimas

involucradas en su colocaciéon o desaparicion.

La gran mayoria de estudios se centran en cambios de metilacién del ADN en los promotores
de algunos genes, como una hipermetilaciéon en el promotor de RELN (reelina) (Alladi et al,
2018), SOX10 (caja HMG relacionada con SRY) (Khavari & Cairns, 2020), GAD1 (Ovenden et al,
2018); hipometilacion del promotor BDNF IV en corteza frontal de sujetos con esquizofrenia
(Smigielski et al, 2020); o cambios en la metilacion en la CPF de islas CpG de genes asociados con
la esquizofrenia y el neurodesarrollo como NOS1 (é6xido nitroso sintasa 1), AKT1 (RAC-alfa
serina/treonina 1), DNMT1 y SOX10 (Punzi, 2018). No obstante, también hay estudios que se
han centrado en cambios producidos en las modificaciones epigenéticas de las histonas, como un
aumento de la marca permisiva AcH3K9K14 en los promotores de GAD1, HTR5C (receptor
serotonina) y TOMM70A (subunidad del receptor de importacién mitocondrial TOM70) (Tang et
al, 2011). En otro estudio se ha descrito un aumento de H3R17me causando la disminucién de la
expresion de varios genes con funciones metabdlicas como CRYM (proteina de unién a la
hormona tiroidea regulada por NADP), MDH (malato deshidrogenasa), OAT (ornitina
aminotransferasa) y CYTOC/CYC1 (citocromo c1) en la CPF de sujetos con esquizofrenia (Darby

& Sabunciyan, 2014). También se ha observado una disminuciéon de AcH3K9 en diferentes
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promotores como en GAD1, PVALB (parvalbumina), KCNV1 (subfamilia V del canal dependiente
de voltaje de potasio 1) como resultado de un aumento de HDAC1 (Thomas, 2017). Asimismo, se
ha descrito una relacion entre el aumento de la metilacién en H3R17 con el aumento cortical de
HDAC1 y de metiltransferasas de histonas, asi como una disminucién de HDAC2 en la CPF de
sujetos con esquizofrenia (Khavari & Cairns, 2020; Richetto & Meyer, 2021). Ademas, se observd
una desregulacion en los niveles de H3K4me3 y H3K27me3 en numerosos genes en células de

epitelio olfatorio de sujetos con esquizofrenia (Giirel et al, 2020; Kano et al, 2013).

A lo descrito anteriormente se le afiade la existencia de alteraciones en marcas epigenéticas
debidas al tratamiento antipsicético (Mahgoub & Monteggia, 2013; Ovenden et al, 2018). Kurita
y colaboradores describieron una disminuciéon de AcH3 y un aumento de H3K27me3 en el
promotor de GRM2 (receptor metabotropico de glutamato 2), acompafiados de una menor
expresion de su ARNm, en sujetos con esquizofrenia tratados con clozapina (Kurita et al, 2012).
Ademas, Ibi y colaboradores sefialaron como el tratamiento crénico con clozapina dio lugar a un

aumento de HDAC2 debido a una mayor expresién de NF-kB (Ibi et al, 2017).
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2. RECEPTORES ADRENERGICOS Az

2.1.

Aspectos generales

2.1.1. (lasificacién de los receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son receptores de membrana acoplados a proteinas G, que

se encuentran distribuidos en diversos tejidos, tanto del SNC como periféricos. Estos receptores

forman parte del sistema noradrenérgico y se clasifican en dos familias debido a su sefializacién,

estructura y propiedades farmacoldgicas: los receptores adrenérgicos a y los receptores

adrenérgicos  (Hein & Kobilka, 1995; Ramos & Arnsten, 2007). A continuacién se explica su

sefializacion, ilustrada en la figura 6:

- Receptores adrenérgicos a (a-AR) subdivididos en dos grandes grupos, a1-AR y az2-AR.

Receptores adrenérgicos a; (a1-AR): se acoplan principalmente a proteinas Gaq
que activan la fosfolipasa C (PLC) y ésta da lugar al desencadenamiento de
diversas cascadas intracelulares. Por una parte, se activa el inositrol-1,4,5-
trifosfato (IP3) que provoca un aumento de Ca*2. Por otra parte, se activa el
diacilglicerol (DAG) y este modula la accién de la proteina quinasa C (PKC)
involucrada en diferentes rutas intracelulares. Dentro de este tipo de receptores
se diferencian tres subtipos aia-, ais- y a1p-AR.

Receptores adrenérgicos a; (a2-AR): su via candnica de sefializacion es a través
de las proteinas Gai/, (explicada mdas en profundidad en el apartado 2.1.2.).
Encontramos tres subtipos, aza-, oz8-, ¥ ot2c-AR cuyos genes se encuentran en los
cromosomas 10, 2 y 4 respectivamente. Cabe destacar que las secuencias de
estos tres subtipos tienen una alta homologia. Estos receptores se explicaran en
profundidad en los siguientes apartados, puesto que son la base del estudio de

esta Tesis Doctoral (Resultados- Articulos, 1,2 y 3).

- Receptores adrenérgicos B (B-AR): se unen, principalmente, a las proteinas Gos

provocando una activacién de la adenil ciclasa (AC) desencadenando la apertura de

canales de K+, un aumento del AMPc intracelular y de la actividad de la proteina quinasa

A (PKA), y un aumento de Ca*?, dando lugar a la puesta en marcha de diferentes

mecanismos intracelulares. Dentro de esta familia encontramos tres subtipos de

receptores denominados f1-, B2- y B3-AR.
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Figura 6. Cascada de seiializacion de a1-, az- y B-AR.

2.1.2. Senalizacién de los az-AR
La sefalizacion de los az2-AR comienza con la unién a las proteinas Gai/o, provocando la
inhibicién de la AC que da lugar a la disminucién del AMPc; esto provoca una inhibicion de la
PKA con la consiguiente bajada del Ca*? intracelular y, con ello, la inhibicién de mecanismos
intracelulares (Lu & Ordway, 1997). En caso de que la concentracidn del agonista sea muy alta,

estos receptores se pueden unir a la proteina Gos, provocando un aumento de la actividad de la

AC (Qu etal, 2019).

En la CPF se ha observado que los aza-AR postsinapticos, mediante su inhibicién de la AC,
disminuyen los niveles de AMPc bloqueando los canales cati6nicos activados por la
hiperpolarizacién y modulados por nucleétidos ciclicos (HCN) y provocando asi, un aumento de
la actividad de la PKA y del disparo neuronal tardio (Arnsten et al, 2012). Cuando los canales

HCN y KCNQ (canales neuronales de potasio) estan abiertos provocan un aumento del AMPc y la
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activacion de la PKA como se ve en la figura 7 (Arnsten & Jin, 2012). Los canales HCN son
numerosos en las espinas dendriticas de la capa IIl de la CPF de primates y colocalizan con los
aza-AR. Cuando se estimulan estos receptores se produce un aumento en el disparo neuronal,
mientras que al bloquear los a24-AR este disparo disminuye. Sin embargo, a pesar de que los aza-
AR sigan bloqueados, si se bloquean los canales HCN este disparo neuronal vuelve a la

normalidad (Arnsten & Wang, 2016).

SK HCN KCNQ
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Figura 7. Interaccién de los az-AR con los canales HCN y KCNQ y su efecto en el disparo neuronal.

Tomada de Arnsten & Jin, 2012.

2.1.3. Localizacién de los a2-AR en el encéfalo

Los az-AR se encuentran en practicamente todas las regiones del encéfalo. El subtipo oza-
AR es el mayoritario en el encéfalo, mientras que el subtipo azg-AR tiene una baja presencia,
relegada casi exclusivamente al talamo. El subtipo azc-AR parece ser el subtipo mas numeroso
en el nicleo caudado, con una menor presencia en otras regiones del encéfalo como en el
hipocampo, la CPF, el hipotalamo, el bulbo olfatorio, y en otros ganglios basales (Fliigge et al,

2003; Grijalba et al, 1996; Pazos et al, 1988).

A nivel subcelular, estos receptores estan presentes en las membranas sinapticas de las
neuronas, principalmente. En primates, se ha determinado que el subtipo aza-AR se encuentra
mayoritariamente en la membrana postsinaptica de neuronas noradrenérgicas (Ji et al, 2008),
aunque también hay cierta presencia en las membranas presinapticas (Schlicker & Feuerstein,
2017). Ademads de encontrarse en las membranas de neuronas, se ha descrito la presencia de
02a-AR en membranas de astrocitos, del aparato de Golgi y del reticulo endoplasmatico rugoso

(Aoki et al, 1998).

2.1.4. Funciones de los a;-AR
Los az-AR llevan a cabo diferentes funciones, como el control de la presion arterial (Moura et
al, 2012), control de la glucosa en sangre (Gilsbach & Hein, 2012), analgesia (Brede et al, 2004),
secrecion endocrina (Fornai et al, 1990), cogniciéon y memoria de trabajo (Arnsten et al, 1996;
Brede et al, 2004; Kawaura et al, 2014), ciclo suefio-vigilia (Fornai et al, 1990), respuesta

termogénica (Bill et al, 1989) o control de la liberacion de NA (Brede et al, 2004).
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Por una parte, se ha visto que, los az-AR presinapticos, pueden inhibir la liberacion de
neurotransmisores, principalmente NA y DA, (Devoto et al, 2001) y también puede inhibir el
disparo neuronal (Aoki et al, 1994). Por otra parte, se ha observado que agonistas que actdan
sobre los az-AR a nivel postsindptico pueden desencadenar una mejora cognitiva mediante la
disminucion de AMPc en la CPF. Esta disminucién de AMPc produce un aumento de la
excitabilidad piramidal que conlleva una hiperpolarizacién por el cierre de canales (Arnsten et

al, 2012).

Se ha visto que la inhibicion de la recaptacién de NA a nivel presinaptico en CPF es mas lenta
cuando estd mediada por el subtipo azc-AR que cuando se realiza mediante el subtipo aza-AR
(Uys et al, 2017b). Asimismo, se ha visto que su activacién puede causar un aumento de DA
cortical (Blcheler et al, 2002). No obstante, un estudio realizado en cerebro de ratédn, mostré
que el subtipo azc-AR es necesario para la regulacion inhibitoria de la liberacién de NA, DAy 5-

HT (Trendelenburg et al, 2001; Uys et al, 2017a).

2.2. Receptores adrenérgicos a; y cognicion

Como ya se ha explicado anteriormente (apartado 1.4.1.), el sistema noradrenérgico
realiza un control fino de la cognicién mientras que los sistemas dopaminérgico y serotonérgico
realizan un control mas grueso sobre estas funciones cognitivas. Los az-AR son los encargados
de este control cuando hay unos niveles de NA normales. Esta relaciéon entre los az-AR y la
cognicion comenzd a investigarse a mediados de los afos 80 mediante la manipulaciéon
farmacolégica. Se observé una mejora cognitiva en primates ancianos tratados con clonidina,
agonista az-AR, y se vio un empeoramiento cognitivo al someterse a tratamiento con yohimbina,
antagonista az-AR (Arnsten & Goldman-Rakic, 1985). Estos estudios probaron que los az-AR
tienen un gran peso en el control de las funciones cognitivas. Esta regulaciéon de las funciones
cognitivas parece llevarse a cabo mediante la activacidn de los aza-AR (Arnsten & Wang, 2016) y

de los azc-AR (Galeotti et al, 2004; Uys et al, 2017a).

La NA actia sobre los az-AR postsinapticos de la CPF y se relaciona con la memoria
espacial (Li & Mei, 1994; Li et al, 1999). No obstante, agonistas de los a,-AR pueden mejorar la
cognicion de manera indirecta modulando la liberacion de DA en la CPF y controlando el exceso
de NA que puede producirse por la accion de los a1-AR, en situaciones patolégicas como el estrés
(Arnsten, 1997), cuyo exceso puede empeorar procesos cognitivos. En este punto, los aza-AR
presinapticos de las células piramidales pueden dar lugar a la activacién de circuitos inhibitorios
(Arnsten & Wang, 2016), causando una inhibicién de la liberacién de NA y del disparo neuronal
(Ramos et al, 2006). A esto hay que afadir que, cambios en la sintesis del AMPc, mediada por
receptores adrenérgicos, puede beneficiar a aspectos cognitivos. Por una parte, los aza-AR

producen una disminucién del AMPc, lo que conlleva el cierre de los canales HCN y fortalece el
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disparo neuronal tardio (Wang et al, 2007a) y de este modo, favorece la memoria de trabajo. Por
otra parte, los B-AR provocan un aumento de AMPc, que participa en la consolidacién de la
memoria y la potenciacion a largo plazo (Ramos et al, 2006), puesto que la activacién de la via de
sefializacion AMPc/PKA mejora la memoria a largo plazo. La desinhibicién de esta via puede
tener efectos cognitivos mas marcados con el aumento de la edad, puesto que animales viejos
son mas sensibles a los cambios de actividad de la PKA (Ramos et al, 2003). Estos mecanismos
de regulacion dan lugar a una mejora de la conectividad sindptica favoreciendo la funcionalidad
de los microcircuitos de la CPF, mejorando asi las respuestas cognitivas. Esto también puede
regular otras funciones como la atencion, el comportamiento y la inteligencia emocional, a través

del circuito CPF-hipocampo (Ramos et al, 2006).

Para poder afinar mas el papel de los az-AR en la cognicién, se han realizado numerosos
estudios observando diferencias al utilizar distintos tipos de farmacos, como la guanfacina, con
mayor afinidad por los aza-AR que por los azc-AR, o la clonidina, también agonista a;-AR pero
con una afinidad muy similar por ambos subtipos, o 1a propia NA, que tiene mas afinidad por los
ozc-AR que por los aza-AR (Brosda et al, 2014; Coull, 1994; Uys et al, 2017a). Los agonistas o;-
AR, clonidina y la guanfacina, han mostrado una mejora cognitiva, de la atencién o impulsividad,
al actuar sobre los az4-AR postsinapticos (Kawaura et al, 2014). La clonidina puede proteger la
memoria de trabajo de las distracciones aumentando la actividad tardia de la CPF o suprimiendo
la informacién irrelevante (Franowicz & Arnsten, 1999). Sin embargo, la guanfacina actuando
sobre los azs-AR postsinapticos en las neuronas de la CPF, aumenta el disparo neuronal que
desencadena la memoria de trabajo (Kim et al, 2012a) e inhibe la produccién de AMPc
aumentando el control cognitivo del comportamiento (Arnsten & Jin, 2012). Ademas, la
guanfacina da lugar a menos efectos secundarios, ya que el efecto de sedacién e hipotension es
menor (Franowicz & Arnsten, 1999; Friedman et al, 2004). Esto es debido a que a mayor
afinidad de los agonistas por los aza-AR, mejoran las funciones cognitivas y muestran una menor
cantidad de efectos adversos (Arnsten et al, 1996; Arnsten & Wang, 2016). No obstante, parece
que la clonidina es mas activa sobre los receptores presinapticos que la guanfacina (Arnsten et
al, 1988) y que, dosis bajas de clonidina, puede dar lugar a una mejora cognitiva gracias a su
accion sobre estos a2a-AR presindpticos (Arnsten, 1997) o por una disminucién de la liberacién
de NA en el locus coeruleus (LC) (Jakala et al, 1999). En contraposicion, se ha establecido la
posibilidad de que un antagonista aza-AR a dosis bajas pueda mejorar la memoria de trabajo
mediante un aumento de la estimulacion de NA postsinaptica (Arnsten, 1997). Este mismo
efecto se obtuvo al bloquear los azc-AR, en cambio, su activacion tiene un efecto negativo en la

cognicion, (Kalkman & Loetscher, 2003).

Estudios con animales han mostrado el efecto in vivo que pueden tener estos

compuestos, acercandonos mas a la realidad de cual seria su efecto fisiol6gico. Por una parte, se
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observo que primates con mutaciones en el aza-AR no mostraban mejoria en la memoria de
trabajo tras tratarlos con guanfacina (Franowicz & Arnsten, 1999). Ademas, primates tratados
con agonistas aza-AR mostraron una proteccion frente a estimulos de distraccién, por lo que
estos farmacos mejoraron la atenciéon y memoria en los test cognitivos a los que fueron
sometidos (Arnsten & Contant, 1992). Por otra parte, estudios realizados con dos compuestos
antagonistas de azc-AR mostraron una mejora cognitiva en roedores. El compuesto ORM-10921
produjo una menor inmovilidad, una mayor interaccién social y el aumento de DA en la CF
(Sallinen et al, 2013) causando una mejora cognitiva en ratas (Uys et al, 2017a). El compuesto
OR-12741 dio lugar a una mejora en la memoria de trabajo, el aprendizaje espacial, la
navegacion y la memoria (Uys et al, 2017b). Por lo tanto, la activacion de los subtipos aza-AR y
ozc-AR podria tener una funcién opuesta sobre la cognicién, como parece suceder con la
sedacidn que se produce al activar los a2a-AR mientras que cuando se activan los azc-AR, se

revierte este efecto (Sallee et al, 2013).

2.3. Receptores adrenérgicos . y esquizofrenia

En la esquizofrenia existe una hipodopaminergia cortical (explicado en el apartado 1.2.3.1)
que sumada a las alteraciones en el sistema noradrenérgico en la CPFDL, ha dado lugar a la
hipotesis de este trabajo, la existencia de una alteracion en la funcionalidad de los az-AR. Se ha
observado que en la esquizofrenia hay una disminucién de NA en la CPF, lo que podria
contribuir a los déficits cognitivos que se presentan en esta patologia (Friedman et al, 1999).
Esto podria ser la causa principal de los sintomas cognitivos que sufren los sujetos con

esquizofrenia.

No existen muchos estudios en los que se evalien los az-AR en esquizofrenia in vitro con
tejido humano. Un estudio realizado en plaquetas de sujetos con esquizofrenia mostré una
disminucion de estos receptores en dichas plaquetas (Rice et al, 1984). En algunos trabajos que
analizan enfermedades psiquiatricas se estudian las plaquetas porque comparten origen
embrionario con las neuronas y son faciles de conseguir (Asor & Ben-Shachar, 2012). Por otra
parte un estudio realizado en diferentes regiones cerebrales, como el hipocampo y la CPF, no
observo cambios de expresion de los az-AR en sujetos con esquizofrenia (Klimek et al, 1999).
Ademas otro estudio no encontrd ninguna diferencia entre sujetos con esquizofrenia y sujetos
controles ni a nivel de densidad ni de afinidad en los a,-AR en la CPF (Dean, 2003). Sin embargo,
estos estudios evaluaron los a;-AR sin diferenciar su localizacién sinaptica y/o el subtipo. A esta
informacidn, se le suma la existencia de dos polimorfismos en la regién reguladora del gen
ADRAZ2A que dan cierta susceptibilidad a la aparicién de la esquizofrenia (Lochman et al, 2013).
No obstante, en estudios in vivo, se utilizé la prueba de la inhibiciéon prepulso (IPP), test que

evalua la atencién y alteraciones cognitivas, y en ella se vio que ratones KO para el subtipo aza-
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AR respondieron de una manera exagerada a este test, mientras que los ratones KO para los azc-

AR no respondieron a dicha IPP (Lidhdesmaki et al, 2004; Sallinen et al, 1998).

La mayoria de los estudios que han aportado informacién en este campo han usado diversos
compuestos como herramienta farmacoldgica para poder determinar la relacién entre los az-AR
y los sintomas cognitivos presentes en la esquizofrenia. En numerosos estudios se vio que tanto
la clonidina como la guanfacina, presentaron mejoras en procesos cognitivos de la CPF de
sujetos con esquizofrenia (Arnsten, 2004; Brosda et al, 2014; Jin et al, 2007). Por contra,
antagonistas de los azc-AR presindpticos podrian hacer que se libere mayor cantidad de NA a la
sinapsis y aumente la sefalizacién en las neuronas piramidales de la CPFDL y con ello la
cognicidn, como parece ocurrir con el compuesto ORM-10921. Este antagonista azc-AR mostré
una mejora cognitiva y efectos antipsicéticos, tanto en sintomas cognitivos como positivos, en un

modelo animal de esquizofrenia (Uys et al, 2016).

En la esquizofrenia se ha visto una disminucién de NA en la corteza frontal que se asocia con
un deterioro en la memoria de trabajo y del aprendizaje (Bridge et al, 1985; Friedman et al,
1999; Goldman-Rakic, 1987; Sara & Herve-Minvielle, 1995). La clorpromazina, antipsicético
atipico, manifesto la capacidad de bloquear los a;-AR de las plaquetas, por lo que dio lugar a un
aumento de NA (Langer, 1977; Rice et al, 1984). Este aumento de NA, también se notifico con el
antagonismo de los oz-AR e inhibidores de la recaptacién de NA que produjeron una mejora en

la disfuncién cognitiva de la esquizofrenia (Brosda et al, 2014).

Ademas, el uso combinado de idazoxan, antagonista a»-AR, y racloprida, antagonista del
receptor D;, mostré unos efectos similares a la clozapina (Marcus et al, 2005), pero con una
menor ocupaciéon de los receptores D, por lo que darfa lugar a menos efectos secundarios
asociados a estos receptores (Uys et al, 2017b). La mirtazapina, antidepresivo antagonista de los
a2-AR, dio lugar a una mejoria de la sintomatologia positiva y negativa en la esquizofrenia
(Abassi et al, 2010) por un aumento de NA y DA en la CPF, acompafiado de una mejora en la
atencién y en la velocidad de procesamiento (Brosda et al, 2014; Maletic et al, 2017). La
administracién combinada de mirtazapina y risperidona, antipsicético atipico, mostré una

mejora en la sintomatologia cognitiva en sujetos con esquizofrenia (Cho et al, 2011).

Los farmacos antipsicéticos atipicos, antagonistas a,-AR con mayor afinidad por los azc-AR
que por los aza-AR (Kalkman & Loetscher, 2003), demostraron en algunos estudios una mejora
en la cognicion, la funcionalidad social y aspectos sensorimotores de modelos animales de

esquizofrenia (Uys et al, 2017b).
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3. ESPINOFILINA
3.1. Aspectos generales

3.1.1. Estructura
La espinofilina es una proteina del citoesqueleto que consta de 817 aminoacidos y tiene
un peso molecular de 89.6 kDa, pese a que en un gel SDS-PAGE su aparicion puede estar entre 90
y 130 kDa (Satoh et al, 1998). Esta proteina esta codificada por el gen PPP1R9B que se encuentra
en la regién cromosémica 17q21.33 y consta de 10 exones (Sarrouilhe et al, 2006). La
espinofilina es una proteina acida, cuyo punto isoeléctrico es 4.6. Tiene una estructura de hélice
superenrollada, lo que provoca que tenga una solubilidad baja como muestra la figura 8 (Allen

etal, 1997).

Figura 8. Estructura 3D de la proteina espinofilina. Tomada de Kelker et al, 2007.

La estructura de la espinofilina consta de varios dominios, la mayoria de los cuales tienen
unas dianas de unién establecidas como se puede observar en la figura 9 (Allen et al, 1997;

Satoh et al, 1998; Sarrouilhe et al, 2006):

- Region N-terminal, rica en prolina y con 3 dominios de homologia Src3 (SH3). Mediante
esta region la espinofilina puede unirse a la proteina F-actina a través de dos dominios y
colaborar en la organizacién del citoesqueleto. Esta region puede ser fosforilada por
proteinas como ERK2 o Cdk5 y disminuir asi su capacidad de unién a la F-actina.

- Region de uniéon a receptores, a través de la cual puede interactuar con varios
receptores transmembrana mediante su unién con la 32 hélice intracelular, modificando
asi la actividad, localizacién y/o sefializacion de estos receptores.

- Region de union a la proteina fosfatasa 1 (PP1), que permite unirse a la subunidad
catalitica de dicha PP1 e inhibir su actividad enzimatica. Estas dos proteinas tienen una
gran afinidad.

- Region con motivo de cremallera, rica en leucina e isoleucina (LIZ). Sirve para mediar

la unidon entre fosfatasas o quinasas y canales idnicos.
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- Region con dominio PDZ, mediante la cual se une a la regiéon C-terminal de las
proteinas transmembrana de las espinas dendriticas.

- Region C-terminal, que contiene 3 dominios de hélice superenrollada. Esta region
permite la formacién de dimeros consigo misma o con otras proteinas, mediante la unién

de una hélice a anfipatica a esta zona.

1 154 417 492 494 583 817
151 444 485 510 664 814
Regién de Regidn de unién Region de Region Regién con Regién con 3 dominios
unién a actina a receptor uniéna PPI LIZ dominio PDZ hélice superenrollada

Figura 9. Estructura de la espinofilina con las regiones de union a diferentes moléculas indicando los

aminoacidos de la estructura que pertenecen a cada dominio.

3.1.2. Localizacidn en el encéfalo

La espinofilina se encuentra en diferentes regiones del encéfalo. Muestra una elevada
expresion en la capa I de la CPF (Muly et al, 2004a), ya que se ha detectado su presencia en la
mayoria de espinas de las células piramidales de esta regién (Muly et al, 2004b), pero también
se ha visto en otras regiones corticales. Asimismo, se puede observar una alta expresion de
espinofilina en otras areas cerebrales como el hipocampo, el caudado y el putamen, donde
aparece localizada en el citoplasma del soma y en dendritas espinales de las neuronas espinosas
largas. No obstante, se ha descrito una baja presencia de esta proteina en el cerebelo y el giro

dentado (Ouimet et al, 2004).

La localizacién celular de la espinofilina es, principalmente, en las espinas dendriticas y
su presencia es necesaria para el desarrollo normal de éstas. También se puede encontrar en el
tallo dendritico, axones preterminales, dendritas de interneuronas corticales y en glia. Donde no
se ha podido detectar la presencia de espinofilina es en los terminales ax6nicos (Muly et al,

2004a).

En la region postsinaptica (postsynaptic density, PSD) de la neurona se ha visto que la
espinofilina se encuentra distribuida de una forma muy heterogénea. Hasta los 100nm tiene una
elevada expresion y, a partir de este punto, va disminuyendo su expresion hasta llegar a los
400nm de distancia donde ya no se detecta expresidon alguna de dicha proteina (Muly et al,
2004a). Se ha descrito que la acumulacién de espinofilina en la membrana plasmatica es
dependiente de cadherina, y ambas colocalizan en las regiones de adhesion célula-célula. Sin
embargo, cuando la espinofilina es fosforilada, su expresiéon aumenta en el citosol y disminuye

en la membrana celular (Sarrouilhe et al, 2006).
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Durante el desarrollo, la expresién general de espinofilina va aumentando hasta la
adolescencia, momento en el que se ha observado una mayor cantidad de ARNm de espinofilina.
A partir de esta edad, va decayendo su expresion (Webster et al, 2011), al igual que pasa con el

ndmero de espinas dendriticas (Moyer et al, 2016).

3.1.3. Funciones en el encéfalo

Se han descrito numerosas funciones para la espinofilina, puesto que, como se ha
mencionado anteriormente, tiene a lo largo de su secuencia diferentes dominios que permiten la
unién con una gran cantidad de moléculas. Se han identificado hasta 30 proteinas que

interactiian con ella (Sarrouilhe et al, 2006).

La espinofilina puede producir, a corto plazo, cambios en la regulacién de la transmision
sinaptica mediante su interaccion con diferentes receptores transmembrana (explicado mas en
detalle en el apartado 3.2.) y canales i6nicos, regulando su estado de fosforilacién y, con ello, su
actividad (Allen et al, 1997). Mientras que, a largo plazo, produce cambios en la densidad y
morfologia de las espinas dendriticas, la plasticidad sindptica y la migracion neuronal
(Sarrouilhe et al, 2006). Feng y colaboradores describieron cémo en ratones KO para la
espinofilina se observaba una disminuciéon de peso corporal y del tamafio del cerebro, en
especial del grosor de las capas del hipocampo, y vieron un aumento en la densidad de espinas

dendriticas con una presentaciéon temprana de filopodia (Feng et al, 2000).

Por una parte, la espinofilina estd involucrada en la organizacion del citoesqueleto de las
espinas dendriticas a través de su interaccion con los filamentos de actina, y esto se relaciona
con la formacién, el mantenimiento y la morfologia de dichas espinas (Feng et al, 2000). La
funcién de la espinofilina se ve regulada mediante fosforilacién, por quinasas como PKA, PKC o
la calcio calmodulina quinasa II (CaMKII), dando lugar a una menor interaccién con actina.
Ademas, la espinofilina regula la morfologia de las espinas dendriticas gracias a su unién con
PP1, inhibiendo el crecimiento de las espinas o facilitando su retraccion, lo cual repercute en una
regulaciéon de la transmision sinaptica (Grossman et al, 2004). Asi, puede intervenir en el
aprendizaje y la memoria mediante su accién sobre el estado de la cromatina, como se comenta
en el apartado 1.5.2. Cabe destacar que los cambios de ntimero, tamano y forma de las espinas
dendriticas estdn asociados a cambios hormonales, de desarrollo y de aprendizaje (Feng et al,

2000).

Por otra parte, la espinofilina puede modular la funcién de canales idnicos y del
citoesqueleto, desencadenando procesos de sefializaciéon que dan lugar a cambios estructurales
en las espinas dendriticas y en la plasticidad sinaptica (Grossman et al, 2004). En este sentido,
mediante su interaccién con la PP1, puede modular la trasmisién sinaptica glutamatérgica (Feng

etal, 2000).
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3.2. Interaccion de la espinofilina con receptores

La espinofilina tiene un dominio propio en su secuencia para interaccionar con
receptores transmembrana, como se ha mencionado en la secciéon 3.1. Aun asi, hay receptores
que pueden unirse a mas de una regidn dentro de la secuencia de espinofilina. Los receptores
dopaminérgicos y los a-AR se unen a la region N-terminal y al dominio de unién a receptores de
la espinofilina (Kelker et al, 2007), mientras que los receptores opioides (OR) se unen a la regiéon
C-terminal y al dominio de unidn a receptores de la espinofilina (Fourla et al, 2012). Pese a esto,
la interaccion general con los receptores transmembrana se produce mediante la interaccion de
su 32 hélice intracelular con el dominio de unién a receptor de la espinofilina, lo cual estabiliza a
los receptores en la membrana (Di Sebastiano et al, 2016). La unién de espinofilina a estos
receptores varia su sefializaciéon, dado que modula las proteinas reguladoras de la sefializacién
de las proteinas G (RGS), que estan en el complejo de sefializacion (Liu et al, 2006). Ademas,
regula la sefializacion de receptores transmembrana uniéndolos con la sefializacién intracelular
dependiente de Rac/GEF y P70s¢K. Esto controla la translocacién del ARNm y la proliferaciéon

celular.

A continuacién se describen algunas interacciones de espinofilina con diferentes

receptores transmembrana:

- La espinofilina puede unirse con receptores glutamatérgicos metabotrdopicos e
ionotrdpicos. Por una parte, la unién de espinofilina con los receptores glutamatérgicos
metabotrépicos I (mGlul) bloquea la fosforilaciéon de ERKji/;, lo que impide el
reclutamiento de [3-arrestina y disminuye la endocitosis de estos receptores. Mediante el
uso de ratones KO para la espinofilina, se ha descrito un aumento de la estimulacién de
ERK1/, y la fosforilacién basal de AKT y, con ello un aumento de la endocitosis de los
receptores mGlul (Di Sebastiano et al, 2016). Por otra parte, la activaciéon de los
receptores glutamatérgicos a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA),
por la interaccién con la espinofilina, es imprescindible para el aprendizaje y la
formacién de memoria, ya que colaboran en la reorganizacién del citoesqueleto (Ragusa
etal, 2010).

- La interaccién entre espinofilina y los receptores 8-opioides (8-OR) también produce
una atenuacién de la fosforilacién de estos receptores por ERKj1/,. Ademas, se ha visto un
mejor acople de la espinofilina con 6-OR y esto causa una mayor interaccion entre las
proteinas Gaij, y AC, provocando una acumulacion de AMPc. Ademds, mediante la
interaccion de espinofilina con proteinas Gy se facilita la dimerizacion de 6-OR (Fourla

et al, 2012). Asimismo, la espinofilina se une a los receptores p-opioides (n-OR) dando
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lugar a la activacidén de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Fourla et al,

2012). Esta interaccidén promueve la endocitosis de los p-OR (Magalhaes et al, 2012).

- Lainteraccion de espinofilina con los receptores dopaminérgicos D, permite su unién a

otras proteinas ancladas a la membrana, siempre que contengan un dominio PDZ (Smith

etal, 1999).

- La espinofilina también puede interaccionar con los receptores adrenérgicos (AR),

impidiendo su endocitosis y regulando su localizacién y funcion.

Regulaciéon de la endocitosis. Los aza-AR pueden interaccionar a través de la 32

hélice intracelular con [-arrestina, 14-3-3¢ y proteinas Ga heterotriméricas,
pudiendo unirse a la vez a espinofilina y a la proteina Ga; pertinente (Richman et
al, 2001). La unién de los az-AR con la espinofilina bloquea la fosforilaciéon de
estos receptores. Cuando los az-AR son fosforilados por la GRK2 se desencadena
la activacién de la MAPK y da lugar a la union de la B-arrestina, y con ello la
endocitosis del receptor, como se puede observar en la figura 10 (Wang et al,
2007b). Ademas, el impedimento de la uniéon de la B-arrestina con los az-AR
también altera la sefializaciéon de Ca*2 (Magalhaes et al, 2012). La interaccion de
estos receptores con espinofilina o 3-arrestina es un mecanismo de regulacién y
de optimizacién de la sefializaciéon y respuesta celular (Wang et al, 2004). La
afinidad de ambas proteinas por a-AR es la misma in vitro (Wang & Limbird,
2002). Sin embargo in vivo, si el receptor esta fosforilado, tiene mayor
predisposicion de unién con la [-arrestina, mientras que si no se encuentra
fosforilado, se favorece la unién con espinofilina (Wang et al, 2007b). La
fosforilacion de la espinofilina por PKA regula la interaccion de ésta con aza-AR y

causa la internalizacion del receptor (Xu et al, 2008).
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Figura 10. Competicion entre espinofilina y B-arrestina para unirse a az-AR activado. Al estar
fosforilado, la B-arrestina tiene mayor afinidad, para la sefializacion producida por las
proteinas Gy el receptor se internaliza. Modificada a partir de una imagen tomada de Gilsbach

& Hein, 2012.

Regulacién de su localizacién y funcién. La interaccion de la espinofilina con los

az-AR puede regular la localizacion y la funcién de dichos receptores (Hu et al,
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2008), regulando la duracién de la sefializacién y la sensibilidad de la respuesta
(Wang et al, 2007b). Los a2a-AR activos en las espinas dendriticas reclutan
espinofilina a la membrana plasmatica, y asi pueden aumentar su sefializacion.
Esto se realiza mediante proteinas asociadas a espinofilina, gracias a los
numerosos dominios de uniéon que contiene su secuencia (Brady et al, 2005).
Ademas, la espinofilina tiene una mayor capacidad de interaccionar con los aza-
AR activos (Lu et al, 2010). La unién de espinofilina con aig-AR disminuye la
sefializacion de Ca*2. Se ha visto que una deleccién de espinofilina aumenta la
potencia de la sefnalizacién de Ca*2 desencadenada por la adrenalina (Wang et al,

2007b).

3.3. Alteraciones de la espinofilina en esquizofrenia

La espinofilina se encuentra principalmente en las espinas dendriticas, como ya se ha
dicho, y éstas estan disminuidas en las areas corticales en esquizofrenia. En la esquizofrenia hay
una disminuciéon del volumen de materia gris cerebral y del nimero de espinas dendriticas
principalmente en las células piramidales de la CPF (Sweet et al, 2009), el 16bulo temporal
(Glausier & Lewis, 2013) y el hipocampo (Critchlow et al, 2006). En estudios de sujetos con una
elevada predisposicion genética a desarrollar esquizofrenia se ha descrito una disminucién del
tamafo del cerebro, con especial relevancia en estas tres regiones cerebrales. La disminucién de
espinas dendriticas en esquizofrenia puede deberse a un problema de formacién, maduracién y
mantenimiento de las sinapsis axoespinosas (Glausier & Lewis, 2013). Se han descrito
numerosas alteraciones sindpticas en esta patologia, como una deficiencia en la conectividad
colateral del hipocampo (Weickert et al, 2008). Ademas, se ha visto que la disminucién sinaptica
en el hipocampo se produce por una pérdida de volumen de espinas dendriticas y un menor
contacto sinaptico entre neuronas, lo que da lugar a alteraciones en funciones de memoria

(Glausier & Lewis, 2013).

Con estas observaciones en esquizofrenia y, teniendo en cuenta la acciéon reguladora de
la espinofilina sobre las espinas dendriticas, numerosos estudios han analizado la expresién de
espinofilina, tanto a nivel proteico como a nivel de ARNm, en sujetos con esquizofrenia. Estos
estudios no van todos en la misma direccion. Por una parte, existen estudios que no han descrito
variaciones en el ARNm de espinofilina en CPF de sujetos con esquizofrenia (Catts & Weickert,
2012; Ide & Lewis, 2010; Weickert et al, 2004). Otros han observado un descenso de expresion
del ARNm de espinofilina en esquizofrenia en la corteza entorrinal, el subiculum o en el
hipocampo (Law et al, 2004a; Weickert et al, 2008). Por ultimo, otros estudios han descrito un
incremento de espinofilina en la CPF (Baracksay et al, 2006) o en el tdlamo (Clinton et al, 2005).

En estos ultimos estudios han observado una expresion heterogénea del ARNm, puesto que en la
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CPF describieron niveles mas elevados en las capas II, V y VI que en el resto de capas (Baracksay
et al, 2006) y, en el tdlamo observaron bajos niveles en los ntcleos reticular y ventral, y una
elevada expresion en el nicleo medial (Clinton et al, 2005). Por otra parte, los estudios de
expresidn proteica de espinofilina han visto una disminucién en la capa III de la corteza auditiva
(Sweet et al, 2009) o en la capa glomerular del bulbo olfatorio (Egbujo et al, 2015). Por el
contrario, otros estudios describieron que no habia alteraciones en los niveles de expresién

proteica de espinofilina en la corteza auditiva (Deo et al, 2013) o en la CPF (Koh et al, 2003).

También se ha estudiado la expresién de espinofilina o de su ARNm en modelos animales
de esquizofrenia. Se ha descrito una disminucién en el ARNm en el nucleo estriado (Beraki et al,
2009) y un aumento su expresion proteica en el drea tegmental ventral (Aguilar-Valles et al,
2012). Ademas, en un modelo animal de déficits sinapticos asociados a cambios de
comportamiento, han observado una disminucion de la expresiéon de ARNm de espinofilina en la
corteza occipital, el hipocampo y el cerebelo, mientras que en la corteza frontoparietal se ha

visto un aumento (Eastwood et al, 2007).

Ha habido varios estudios en los que se ha analizado el efecto de antipsicéticos, tanto
tipicos como atipicos, sobre la expresion de espinofilina. Varios estudios describieron que no
existia ninguna alteracién en la expresion del ARNm de espinofilina en ninguna regién cerebral
de ratas, tras tratarlas con diferentes antipsicéticos tipicos (haloperidol o clorpromazina) o
atipicos (clozapina, olanzapina o risperidona) (Baracksay et al, 2006; Law et al, 2004b). Sin
embargo, en otro estudio con tratamiento antipsicotico en células provenientes de hipocampo
de rata, se observé que la clozapina provocaba un incremento de la expresiéon proteica de
espinofilina, mientras que el haloperidol causaba una disminucién (Critchlow et al, 2006). Esto
mismo se ha descrito para la expresién proteica de espinofilina en corteza de ratén tras
someterlo a un tratamiento cronico con haloperidol o clozapina (Kabbani & Levenson, 2006). En
tratamientos con antipsicéticos en primates también existe una discordancia en los estudios de
expresion de espinofilina. Una investigacion describié la ausencia de cambios en la expresion
proteica de espinofilina en la corteza auditiva tras realizar un tratamiento crénico de
haloperidol (Sweet et al, 2009). No obstante, otro estudio observé un aumento de la expresién
proteica de espinofilina en CPF de primates tratados con haloperidol de manera crénica (Koh et
al, 2003). En contraposicion, varios estudios describieron la disminucién de transcritos génicos
o de la proteina en la corteza (Clinton et al, 2005; Lidow et al, 2001; Weickert et al, 2004) tras un

tratamiento crénico con haloperidol.

Como se puede observar a partir de todos estos estudios, no hay un consenso relativo a
la expresidn de espinofilina en la esquizofrenia, ni cdmo afectan los diferentes antipsicéticos a

dicha expresion.
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HIPOTESIS

La hipotesis de la presente Tesis Doctoral defiende que los receptores adrenérgicos aza
expresados en la region postsinaptica de las células piramidales de la CPFDL son
hipofuncionantes en sujetos con esquizofrenia. Esa hipofuncién conllevaria déficits cognitivos
propios de la enfermedad que pueden ser agravados por los tratamientos antipsicéticos
actualmente vigentes. Esta alteracion puede darse a través de mecanismos de regulacion
epigenética que contribuyen a una menor expresion de los subtipos de receptores adrenérgicos

2.

El déficit de funcionalidad de los receptores adrenérgicos a;a puede tener un sustrato
anatoémico en la reduccion de las espinas dendriticas sobre las que se expresan estos receptores,
como se ha observado ya en cerebro de esquizofrénicos, pero también podria representar un

desacople funcional entre el receptor y sus sistemas de sefializacién celular.

OBJETIVOS

Los objetivos abordados en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Caracterizar la distribucion de los receptores adrenérgicos aza y ozc en las fracciones
presinaptica y postsinaptica de la CPFDL humana postmortem.

2. Cuantificar la expresién proteica y la funcionalidad de los receptores adrenérgicos
az2a ¥ ozc en la CPFDL humana postmortem de sujetos con esquizofrenia y sus
controles emparejados, y observar la influencia del tratamiento antipsicético sobre
dichos parametros.

3. Cuantificar la expresion de varios subtipos de proteinas Ga en la CPFDL humana
postmortem de sujetos con esquizofrenia y sus controles emparejados, analizando el
impacto de los antipsicdticos sobre dicha expresion.

4. Evaluar la expresién génica y las modificaciones epigenéticas de los genes ADRA2A y
ADRA2C en la CPFDL humana postmortem de sujetos con esquizofrenia y sujetos
control emparejados, y determinar la posible influencia de los antipsicéticos en estos
genes.

5. Caracterizar la expresion de la proteina espinofilina, implicada en la formacion de
espinas dendriticas, en diferentes regiones del encéfalo humano postmortem, y en
distintas fracciones celulares de CPFDL humana postmortem.

6. Cuantificar la expresion proteica de la espinofilina en la CPFDL humana postmortem
de sujetos con esquizofrenia y sus controles emparejados, analizando el impacto que

tiene el tratamiento antipsicético sobre esta expresion.
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1. MUESTRAS CEREBRALES HUMANAS POSTMORTEM

Las muestras humanas utilizadas a lo largo de esta Tesis Doctoral procedieron de cerebros
humanos postmortem obtenidos tras la realizacion de la autopsia en el Instituto Vasco de
Medicina Legal (IVML) entre los afios 1994 y 2012. Todo el procedimiento se realizé de acuerdo
con la legislacion vigente sobre investigacion y aspectos éticos con respecto al uso de muestras
humanas postmortem en estudios de investigacidn, recogida en el Real Decreto 1716/2011.

Los fallecimientos de los sujetos incluidos en esta Tesis se produjeron por causas naturales,
accidentales o suicidas. Tras confirmar el deceso, el cuerpo se mantuvo a 4°C hasta el momento
de realizar la autopsia, en la cual se diseccionaron las diferentes areas del cerebro utilizadas en
esta Tesis Doctoral. Posteriormente, las muestras se guardaron a -70°C hasta el momento de su
procesamiento para la realizacidn de los diferentes estudios. A todos los sujetos se les extrajo
sangre durante la autopsia para someterla a un analisis toxicologico con el fin de detectar la
presencia de antidepresivos, antipsicéticos (AP), etanol, opioides y/u otros farmacos
psicotropicos. Estos andlisis fueron realizados en el Instituto Nacional de Toxicologia (Madrid,
Espafia) o en el propio IVML mediante técnicas de radioinmunoensayo, analisis
inmunoenzimatico, cromatografia liquida de alta resolucién y cromatografia de gases-
espectometria de masas.

En este estudio se utilizaron muestras de 48 sujetos de los cuales se realizé una busqueda
retrospectiva del historial clinico antemortem en ambulatorios, hospitales y centros de Salud
Mental. Se incluyeron 24 sujetos con diagnoéstico de esquizofrenia (SZ), de acuerdo con el
Manual Diagnédstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-4 y DSM-5) (American
Psychiatric Association, 1952; 2013) y/o la Clasificacién Internacional de Enfermedades (ICD-10)
(World Health Organization, 1992). Dependiendo de la presencia o ausencia de antipsicéticos en
sangre en el momento del fallecimiento se establecieron dos grupos: 12 sujetos con
esquizofrenia sin presencia de antipsicéticos en sangre en el momento de la muerte (a los cuales
denominaremos AP-free) y 12 sujetos con esquizofrenia con antipsicoticos en sangre (los cuales
se nombraran como AP-treated). Estos 24 sujetos SZ fueron emparejados con 24 sujetos
controles (C), es decir, sujetos sin ninguna patologia psiquiatrica antemortem. Este
emparejamiento se realiz6 teniendo en cuenta la edad, el sexo y el intervalo postmortem (PMD,
tiempo que transcurre entre el fallecimiento y la obtencién de las muestras) de los sujetos como

se puede observar en la siguiente tabla:
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Diagnéstico | Sexo Edad PMD | Causade muerte Niveles sanguineos
H/M (afios) (h de sustancias
S71 Esquizofrenia | H 31 14 Suicidio (precipitacion) Lorazepam
paranoide
C1 | Control H 32 4 Accidente (atropello) | ()
S72 Esquizofrenia | H 48 20 Suicidio (tren) )
paranoide
C2 | Control H 47 17 Natural (ICR) | Nordiazepam
SZ3 Esquizofrenia | H 45 3 Suicidio (precipitacion) Nordiazepam
paranoide
C3 | Control H 48 7 Accidente (trafico) | (-)
SZ4 Esquizofrenia | M 37 58 Suicidio  (ingesta de | Heroina
paranoide farmacos) Diazepam
Cc4 Control M 36 38 Homicidio Diazepam
Heroina
Cocaina
SZ5 Esquizofrenia | H 46 22 Suicidio (precipitacion) Biperideno
paranoide
C5 | Control H 46 24 Natural (infarto) | (-)
SZ6 Esquizofrenia | M 37 26 Suicidio (precipitacion) Lorazepam
paranoide
Cé6 | Control M 38 22 Accidente (atropello) |
S7.7 Esquizofrenia | H 48 11 Suicidio (precipitacion) ()
paranoide
C7 | Control H 49 8 Natural (ICR) |
S78 Esquizofrenia | H 35 5 Suicidio (ahorcadura) )
paranoide
C8 | Control H 37 6 Accidente (trafico) | Etanol (2.2)
SZ9 Esquizofrenia | M 59 9 Natural (ICR) )
paranoide
C9 | Control M 57 4 Accidente (trafico) | (-)
SZ10 | Esquizofrenia | H 45 18 Suicidio (precipitacion) )
paranoide
C10 | Control H 47 15 Accidente (trafico) |
S7Z11 | Esquizofrenia | H 34 15 Natural (ICR) )
paranoide
C11 | Control H 34 17 Accidente (trafico) | ()
S7Z12 | Esquizofrenia | H 52 7 Suicidio (precipitacion) Lormetazepam
paranoide
C12 | Control H 51 13 Accidente (trafico) | Etanol (2.13)
SZ13 | Esquizofrenia | H 44 7 Natural (ICR) Clotiapina
paranoide Levomepromazina
Nordiazepam
Biperideno
C13 | Control H 44 23 Accidente (atropello) | ()
S7Z14 | Esquizofrenia | M 30 28 Suicidio  (ingesta de | Haloperidol
paranoide farmacos) Lorazepam
Procainamida
Metamizol
Lidocaina
Mepivacaina
C14 | Control M 30 18 Accidente (trafico) | ()
SZ15 | Esquizofrenia | H 35 11 Natural (ICR) Clozapina
paranoide Clomipramina
Nordiazepam
Paracetamol
C15 | Control H 36 18 Accidente (laboral) Benzoilecgonina
Etanol (1.69)
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SZ16 | Esquizofrenia | M 60 23 Natural (peritonitis) Amisulpirida
paranoide Clozapina
Lorazepam
C16 | Control M 60 48 Natural (hemorragia | Carbamacepina
cerebral) Fenitoina
Fenobarbital
S7Z17 | Esquizofrenia | H 56 12 Natural (ICR) Olanzapina
paranoide Clotiapina
C17 | Control H 54 16 Accidente (laboral) | Etanol (0.58)
SZ18 | Esquizofrenia | H 41 17 Homicidio (arma blanca) | Clozapina
paranoide Alprazolam
C18 | Control H 40 18 Accidente (laboral) | Etanol (0.56)
SZ19 | Esquizofrenia | H 41 11 Suicidio (arma blanca) Quetiapina
paranoide Clotiapina
Lorazepam
Paracetamol
C19 | Control H 41 14 Natural (infarto) | ()
SZ20 | Esquizofrenia | H 42 14 Suicidio(ingesta de | Risperidona
paranoide toxicos) Nordiazepam
€20 | Control H 43 20 Natural (ICR) | Ibuprofeno
SZ21 | Esquizofrenia | H 36 8 Suicidio  (ingesta de | Olanzapina
paranoide téxicos)
C21 Control H 36 23 Accidente )
(aplastamiento)
SZ22 | Esquizofrenia | M 28 22 Suicidio (precipitacion) Risperidona
paranoide
C22 | Control M 32 19 Accidente (trafico) | Etanol (1.21)
SZ23 | Esquizofrenia | M 48 17 Suicidio (precipitacion) Olanzapina
paranoide Clotiapina
€23 | Control M 50 11 Natural (ICR) | ()
SZ24 | Esquizofrenia | M 42 14 Suicidio  (ingesta de | Clozapina
paranoide toxicos) Sulpirida
Quetiapina
Nordiazepam
C24 | Control M 41 22 Accidente ()
(aplastamiento)

Tabla 1. Variables demogrdficas de los sujetos incluidos en esta tesis doctoral. Los antipsicoticos presentes en
sangre en el momento de la muerte estdn resaltados en negrita. En la tabla el sexo se indica con H para hombre
Y M para mujer. ICR indica muerte por insuficiencia cardiorrespiratoria aguda. Los niveles de etanol se indican

eng/L
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2. MATERIALES

2.1.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los experimentos de Western Blot

fueron los siguientes:

Anticuerpos

Anticuerpos primarios
N

Casa comercial nc SPM Conc PSD
Anti-oza-
adrenérzg?co .Santa Cruz
aza-AR . Biotechnology, sc-1478 1:1000 1:1000
policlonal de inc
cabra
Anti-aza-
P Santa Cruz
aza-AR CUHEY Biotechnology, RS 1:1000
policlonal de .
inc
cabra
Anti-azc-
azc-AR adrenérgico Elabscience ~ ENT0300 1:1000 1:1000 1:1000
policlonal de
conejo
Anti-oac-
adrenérzgcico .Santa Cruz
oazc-AR . Biotechnology, sc-30439 1:1000
policlonal de inc
conejo
Anti-ozc-
azc-AR adrenérgico  Thermo Fisher  pyq 45149 1:1000
policlonal de Scientific
conejo
Anti-azc-
azc-AR adrenérgico - Thermo Fisher —p ¢ 57166 1.1000
policlonal de Scientific
conejo
Anti-Gai1 Santa Cruz
Gai1 monoclonal de  Biotechnology, sc-56536 1:200
raton inc
Anti-Gaiz Santa Cruz
Gaiz policlonal de Biotechnology, sc-7276 1:250 1:500
conejo inc
Anti-Gais Santa Cruz
Gais policlonal de Biotechnology, sc-262 1:200 1:100
conejo inc
Anti-Goo Santa Cruz
Gao monoclonal de Biotechnology, sc-393874 1:200 1:500
ratéon inc
Anti-Gas Santa Cruz
Gas policlonal de Biotechnology,i sc-383 1:200 1:500
conejo nc
Anti-Gog/11 Santa Cruz
Gag/11 policlonal de Biotechnology, sc-392 1:200
conejo inc
Anti-Gaiz/13 Santa Cruz
Gaiz/13 policlonal de Biotechnology, sc-28588 1:200
conejo inc
Anti-Gaz Santa Cruz
Gaz policlonal de Biotechnology, sc-388 1:200
conejo inc
Anti-
Espinofiling  °Spipofilina LifeSpan LSC162085  1:1000
policlonal de BioSciences
conejo
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Diana

Descripcion
Alexa Fluor

Casa comercial N2 catalogo

Con SPM

Anti-
T Santa Cruz
Espinofilina T N o it =701 1:250
monoclonal de inc
ratén
Anti-B-actina 1:50 000/
B-actina monoclonalde  Sigma-Aldrich A1978 1:500 000 1:500 000 1'_10 000
ratén )
Anti-B-actina
B-actina policlonal de Abcam ab8227 1:5000

Anticuerpos secundarios

Conc PSD

ConcPre

Cabra 680 mono anti- Invitrogen A21084 1:4000 1:4000
cabra
Alexa Fluor
Raton 680 cabra anti- Invitrogen A21057 1:4000 1:4000 1:3000
raton
IRDye800
Rat6n mono anti- Rockland 61(())_07245_ 1:6000 1:6000
ratén
Alexa Fluor
Conejo 680 cabra anti- Invitrogen A21076 1:4000 1:4000 1:3000
conejo
IRDye800
Conejo mono anti- Rockland 611'27745' 1:6000 1:6000 1:4000
conejo

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en los experimentos de Western Blot indicando su casa comercial y la
concentracion utilizada en cada una de las fracciones subcelulares. Los huecos en blanco en las concentraciones

de algunas fracciones se deben a la ausencia de su uso en duchas fracciones.

A continuacién se muestra en una tabla los anticuerpos utilizados para los ensayos de

proximidad de centelleo (scintilation proximity assay, SPA):

Anticuerpos primarios

Descripcion Casa comercial N2 catalogo

Gati1 Anti-Gai1 monoclonal de ratén . Santa Cruz . sc-56536 1:20
Biotechnology,inc

Gaiz Anti-Gaiz policlonal de conejo : Santa Cruz . sc-7276 1:20
Biotechnology,inc

Gais Anti-Gais policlonal de conejo . Santa Cruz . sc-262 1:30
Biotechnology,inc

Goo Anti-Goo monoclonal de ratén . Santa Cruz . sc-393874 1:40
Biotechnology,inc

Gas Anti-Gas policlonal de conejo . Santa Cruz . sc-383 1:20
Biotechnology,inc

. . . Santa Cruz

Gog/11 Anti-Gog/11 policlonal de conejo Biotechnology,inc sc-392 1:20

Gaiz/13 Anti-Gaiz/13 policlonal de conejo . Santa Cruz . sc-28588 1:20
Biotechnology,inc

Gaz Anti-Goz policlonal de conejo . Santa Cruz . sc-388 1:20
Biotechnology,inc

Tabla 3. Anticuerpos utilizados en los experimentos de ensayos de proximidad de centelleo indicando su casa

comercial y la concentracion utilizada en cada una de la fraccién enriquecida de membranas.
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Los anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) fueron:

Anticuerpos primarios

Ny Casa
Descripcion :
comercial
H3K4me3 Antl-trlmetllacmp en la lisina 4'de la histona Me.rck 07-473 1:333
3 policlonal de conejo Millipore
H3K27me3 Antl-’Frlmetllacwr.l en la lisina 27. dela l\./[e.rck 07-449 1:200
histona 3 policlonal de conejo Millipore
AcH3 Anti- histona 3 policlonal de conejo I\./[e.rck 06-559 1:200
Millipore
AcH3K9 Anti-lisina 9 de la hlst.ona 3 policlonal de l\./[e.rck 07-352 1:200
conejo Millipore
AcH3K27 Anti-lisina 27 de la hlsFona 3 policlonal de I\./[e.rck 07-360 1:167
conejo Millipore
AcH4KS Anti-lisina 5 de la hlst.ona 4 policlonal de l\./[e.rck 07-327 1:100
conejo Millipore
AcH4K16 Anti-lisina 16 de la hlsFona 4 policlonal de I\./[e.rck 07-329 1:200
conejo Millipore
. . ; Merck
IgG Anti-IgG policlonal de conejo Millipore 12-370 1:333

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en los experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina indicando su casa
comercial y la concentracion utilizada.

2.2. Péptido bloqueante

El péptido bloqueante frente a la proteina espinofilina (LS-E4298, LifeSpan Bioesciences)
fue usado a una concentracién 1:500.

2.3. Lineas celulares

Células CHO que sobreexpresan en sus membranas el azs-AR (ES-030-M400UA, Perkin
Elmer, MA, USA) o el azc-AR (ES-032-M400UA, Perkin Elmer, MA, USA) humanos.

2.4. Radioligando

[35S]-Guanosin 5'-O-(y-tio)trifosfato ([35S]GTPyS) (NEGO30H250UC, Perkin Elmer, MA,
USA)con una actividad especifica de 1250 Ci/mmol.

2.5. Primers o cebadores y sondas

Los primers utilizados para realizar qRT-PCR se disefiaron con las herramientas que ofrece
la empresa Integrated DNA Technologies (IDT) y se compraron a esta misma. A continuacion se

detalla la informacidén de dichos primers:
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. Forward
ADRA2A

Tipo de primer
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Secuencia

5" .GAGCAAGCACTGGACTACAA-3’

Reverse

5’-AGAGAGAGAGTTGGGAATGGA-3’

ADNc humano

ADRA2C Forward

5’-TTCACCTTTGTGCTGGCT-3’

Reverse

5’- CAGGCTGTAGCTGAAGAAGAA-3’

Forward
ADRA2A

5’-TCCTGAGAGGGAAGGGATTT-3’

Reverse

ADNCc rata

5’-GTCTTGGTCCATCGCTGTAATA-3’

Forward

5’-CTCTGGCTGCCTGGACTT-3’

ADRA2C
Reverse

5’-GTTGGTCCCCCTATGTACCC-3’

Forward
ADRA2A

5’-TAACTCACACCGGAGGTTACT-3’

Reverse

5’-ACGGAGCAGAACGCAAC-3’

ADRA2C Forward

ADN gendmico

5’-TGGTGACTTTGAACACCTCTC-3’

Reverse

5’-TGCTGGAGCATGAATCATAACTA-3’

Forward

5’-TACTAGCGGTTTTACGGGCG -3’

Reverse

5’-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA -3’

Tabla 5. Primers utilizados en los experimentos de qRT-PCR con la secuencia disefiada para los diferentes
genes.

Los detalles de las sondas utilizadas para realizar qRT-PCR se encuentran en la siguiente tabla:

Muestra . . Nombre del gen ID ensayo Tagman
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 43333762F
RPS13 Proteina ribosomal S13 Hs01945436_ul

| DNc rata GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 4352932
I — RPS29 Proteina ribosomal S29 Mm02342448_gH

Tabla 6. Sondas utilizadas en los experimentos de qRT-PCR con el niimero de referencia para los diferentes
genes.

ADNc humano

2.6. Farmacosy productos utilizados

A continuacién se mencionan los diferentes compuestos quimicos utilizados en esta tesis

doctoral, agrupados por su casa comercial:

Applied Biosystem (Foster City, CA, USA): Fast SybrGreen Master Mix, Fast Tagman™ fast

universal PCR Master Mix.

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA): Ensayo de proteinas de Bradford; kit de ensayo de
proteinas DC; persulfato de amonio (APS); N,N,N’N’- tetrametiletilendiamina (TEMED);

marcador de peso molecular para electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato

sodico (SDS-PAGE).
Carlo Erba Reagents (Barcelona, Espafia): Metanol.

GE Healthcare (Buckinghamshire, UK): Membranas de nitrocelulosa (tamafio del poro: 0,45 pm)

y los papeles de celulosa Whatman ™ 3MM.
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Honeywell Fluka™ Chemicals (Charlotte, NC, USA): Glicerol y sacarosa.

Invitrogen (Barcelona, Espafia): DL-Ditiotreitol (DTT).
Laboratorios Lassa (Barcelona, Espafia): RX 821002.

Life Technologies (Carlsbad, CA, USA): H,0 molecular.

Merck (Darmstadt, Germany): Cloruro soédico (NaCl), cloruro de postasio (KCl), fosfato disédico
(NazHPO,), fosfato monopotasico (KH2PO4), cloruro de magnesio (MgCl,), dihidrato de cloruro
de calcio (CaClz-2H20), hexahidrato de cloruro de magnesio

(MgCl2-6H20), bicarbonato de sodio (NaHCO3), 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Merck Milipore (Burlington, MA, USA): Bolas magnéticas para ChIP recubiertas de proteina A.

National Diagnostics (Atlanta, GA, USA): Acrilamida 30%- bisacrilamida 0,8%.

Panreac quimica S.A.U. (Barcelona, Espafia): Acido acético glacial, 4cido clorhidrico y sacarosa.

Perkin Elmer (Waltham, MA, USA): Bolas para SPA de polivinil tolueno (PVT) recubiertas por

proteina A.
Quimivita (Barcelona, Espafia): Etanol.

Sigma  Aldrich® (Saint Louis, MO, USA): Albumina sérica bovina (BSA),
Tris(hidroximetil)aminometano hidrocloruro (Tris HCI), glicina, sodio dodecilsulfato (SDS),
monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano (Tween 20), Ponceau S, azul de bromofenol, azul de
Coomassie, guanosin difsfato (GDP), guanosin 5'-O-(y-tio)trifosfato (GTPYS), Tricina NaOH,
etilenglicol-bis(f-aminoetil éter) acido N, N, N’,N'-tetraacético (EGTA), igepal, céctel de
inhibidores de proteasas, ortovanadato de sodio (Na3VO4), floruro soédico (NaF), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), Triton X-100, cloruro de litio (LiCl), acido desoxicélico,
benzamidina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), proteinasa K, dimetil sulféxido (DMSO),

MNAsa.

Tocris Bioscience (Bristol, UK): UK 14304.
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3. METODOS
3.1. Western Blot
3.1.1. Preparacién de la fraccién subcelular enriquecida en membranas (fraccién P2)

Se pesaron 0.2-0.3 g de tejido de cada uno los sujetos control utilizados (descartando las
meninges, sustancia blanca y vasos sanguineos en la medida de lo posible) para hacer la
muestra de referencia (pool) y se homogeneizaron en 10 volimenes de tampdn de
homogeneizacién (sacarosa 0.32 M, Tris HCl 5 mM, pH 7.4) con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (50 pl/g de cocktail con inhibidores de proteasas Sigma, NaVO4 5mM, NaF 10 mM). Se
centrifugaron a 1100 g durante 5 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24,
FisherScientific, Madrid, Espafia), se descartaron los pellets y los sobrenadantes se sometieron a
una centrifugacién de 40 000 g durante 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24,
FisherScientific, Madrid, Espafia). Los pellets se resuspendieron en 5 volimenes de tampdn de
resuspension (Tris HCl 5 mM; pH 7.4 con inhibidores de proteasas y fosfatasas [50 pl/g de
cocktail con inhibidores de proteasas Sigma, NaV04 5 mM, NaF 10 mM]) y se centrifugaron a 40
000 g durante 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24, FisherScientific, Madrid,
Espaiia). Los pellets se resuspendieron en 5 volimenes de tampo6n de resuspension (Tris HCI 5
mM; pH 7.4 con inhibidores de proteasas y fosfatasas [50 pl/g de cocktail con inhibidores de
proteasas Sigma, NaVO, 5mM, NaF 10mM]) y se guardaron a -80°C hasta su uso. El contenido

proteico fue determinado por el método de Bradford utilizando BSA como estandar.

Corteza

prefrontal i
T 1100 g 40000 g 5 40000 g
A 54 0

Figura 1. Esquema de los principales pasos de la preparacion de fracciones subcelular rica en membranas de las
muestras de sujetos controles que conforman el pool para la técnica de Western Blot.

3.1.2. Preparacién de fracciones subcelulares, fraccién presinaptica (Pre) v fraccién
postsinaptica (PSD)

Se pes6 1 g de corteza prefrontal de cada uno las de los sujetos (descartando las meninges,
sustancia blanca y vasos sanguineos en lo posible) y se homogeneizé en 30 ml de tampé6n de
homogeneizacién (sacarosa 0.32 M, Tris HCl 5 mM; pH 7.4) con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (50 pl/g de cocktail con inhibidores de proteasas Sigma, NaV0O4 5 mM, NaF 10 mM),
obteniendo el preparado denominado como homogeneizado total (HT). Los HT se dividieron en
4 tubos y se centrifugaron a 1100 g durante 15 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24,

FisherScientific, Madrid, Espaiia), se separaron los sobrenadantes (S1, supernatant 1) a nuevos
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tubos y los pellets se guardaron como fracciéon nuclear (P1, pellet 1) a -80°C. Los sobrenadantes
se sometieron a una centrifugacion de 40 000 g durante 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C,
rotor SM-24, FisherScientific, Madrid, Espafia). Se guardaron los nuevos sobrenadantes
resultantes como fraccion citosoélica (CYT o S2, suppernatant2) a -80°C y los pellets se
resuspendieron en 3 ml de tampdn de homogeneizacién y se echaron sobre un gradiente de
sacarosa (3 ml de sacarosaa 1.2 M, 1.0 My 0.85 M con Tris HCl 5 mM; pH 7.4 con inhibidores de
proteasas y fosfatasas). Este gradiente fue ultracentrifigado a 100 000 g durante 2 h a 4°C
(ultracentrifuga Beckman XE-90, rotor SW 32.1) y se recogio, con ayuda de una jeringuilla, la
interfase situada entre los gradientes de 1.2 M y 1.0 M de sacarosa (alrededor de 500 pl), que
corresponde a los sinaptosomas (SPM). Los SPM fueron lavados con 5 volumenes (2 ml por SPM)
de tampén Tris HCl 5 mM, pH 7.4 (con inhibidores de antiproteasas y antifosfatasas) y se
centrifugaron a 40 000 g durante 10 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24,
FisherScientific, Madrid, Espafia). Los pellets resultantes fueron resuspendidos en 1 ml de
tampoén Tris HCl 5 mM; pH 7.4 con inhibidores de antiproteasas y antifosfatasas, se hicieron
alicuotas y se centrifugaron a 21 000 g durante 15 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5810R,
Eppendorf, Madrid, Espafia). Se eliminé el sobrenadante de cada tubo y los pellets,
correspondientes a la fraccién SPM, se guardaron a -80°C. Al dia siguiente una parte de los
pellets fueron descongelados en hielo (otra parte se queda congelada para realizar experimentos
en fraccion SPM). Cada pellet descongelado se resuspendié en 20 ml de tampo6n Tris HCl 20 mM,
pH 6.0 (con Triton X-100 1% con inhibidores de antiproteasas y antifosfatasas), se incub6 en un
agitador durante 30 min y se centrifugé a 35 000 g durante 20 min a 4°C (centrifuga Sorvall RC-
5C, rotor SM-24, FisherScientific, Madrid, Espafa). Los sobrenadantes resultantes son la fracciéon
sindptica vesicular (SV), que se guardaron a -80°C, y los pellets se resuspendieron en 8 ml de
tampo6n Tris HCl 20 mM, pH 8.0 (con Triton X-100 1% con inhibidores de antiproteasas y
antifosfatasas). Tras ello se incubaron en un agitador durante 60 min y se ultracentrifugaron a
140 000 g durante 30 min a 4°C (ultracentrifuga Kontrol, Centrikon T-2070, rotor de angulo fijo
TFT 55,38). Los sobrenadantes se corresponden con la fraccién presinaptica (Pre) y fueron
guardados a -80°C. Los pellets corresponden a la fraccion postsinaptica (PSD) y se

resuspendieron en 200 pl de tampdn Tris HCl 50 mM, pH 7.4 y se guardaron a -80°C.
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Figura 2. Esquema de los principales pasos de la preparacién de fracciones subcelulares de las muestras de
sujetos con esquizofrenia y de sus respectivos controles para la técnica de Western Blot. En la foto de la derecha
de la figura se observa el gradiente de sacarosa y la flecha roja sefiala los SPM que se extrajeron.

SPM

Las muestras emparejadas de sujetos con esquizofrenia y sujetos control fueron procesadas de
manera simultdnea. De todas las fracciones se guardaron pequefias alicuotas para realizar la
cuantificacién proteica. Para esta cuantificaciéon se uso el kit de ensayo de proteinas DC y se
utilizé BSA como estandar.

En algunos de los ensayos de caracterizacién fue necesario preparar las muestras sin inhibidores
de proteasas ni fosfatasas para estudiar la degradacion de la muestra (ver apartado 3.1.3, estudio

de protedlisis).

3.1.3. Preparaciones de las muestras para ensayos de caracterizaciéon

Para algunos ensayos de caracterizaciéon de la expresion de espinofilina se utilizaron
preparaciones de muestra especificas. Estos estudios se realizaron en una mezcla o pool de
cortezas prefrontales humanas postmortem de 4-5 sujetos sin ninguna patologia psiquiatrica

(descartando las meninges, sustancia blanca y vasos sanguineos en la medida de lo posible).

¢ Ensayo de inmunoprecipitacion

Se realizé el lisado del homogeneizado total de cortezas prefrontales humanas utilizando
un tampon de lisis (Tris HCl 10mM, Triston X-100 1% con inhibidores de proteasas y fosfatasas).
Las muestras lisadas se incubaron en rotaciéon durante 3 horas a 4°C con bolas de agarosa
recubiertas por proteina A/G (Santa Cruz, sc-2003) para eliminar todo lo que se une a estas
bolas de manera inespecifica (proceso denominado pre-clearing). Posteriormente se eliminaron
estas bolas, precipitandolas con una centrifugacion a 12 000 g durante 2 min, y los
sobrenadantes fueron incubados con el anticuerpo correspondiente anti-espinofilina (LifeSpan
BioSciences, LS-C162085 o Santa Cruz, sc-373974) a 4°C durante la noche en rotacion. Al dia

siguiente se afiadieron bolas de agarosa recubiertas por proteina A/G y se incubaron las
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muestras durante 3 h mas a 4°C. El immunoprecipitado se obtuvo mediante centrifugacién de la
muestra a 12 000 g durante 2 min, realizandose 3 lavados consecutivos con tampoén de lisis y
centrifugacion. La elusion de las muestras se realizé6 durante 5 min a 95°C en tampdn de
muestras para electroforesis (DTT 100 mM, SDS 2%, glicerol 8% y azul de bromofenol 0.01%).
Las muestras fueron centrifugadas a 12 000 g durante 5 min para separar las bolas de los

sobrenadantes, que se guardaron a -80°C para analizarlos mediante la técnica de Western Blot.

¢ Estudio de protedlisis

Para este ensayo se utilizaron muestras procesadas hasta la fracciéon subcelular enriquecida en
membranas. Algunas muestras se procesaron con inhibidores de proteasas y fosfatasas y otras

sin estos inhibidores para poder ver la degradacidn.

Para realizar un estudio tiempo dependiente de la posible protedlisis, las muestras fueron
incubadas a 37°C durante diferentes tiempos, entre 0 y 180 min. Las muestras sin inhibidores de
fosfatasas y proteasas se incubaron durante 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min, mientras que las
muestras con inhibidores de proteasas y fosfatasas se incubaron durante 0 y 180 min. Al
finalizar la incubacidn, se guardaron las diferentes muestras procesadas a -80°C hasta su uso en

experimentos de Western Blot.

Para realizar un estudio temperatura dependiente las muestras, procesadas sin inhibidores de
proteasas y de fosfatasas, fueron incubadas durante 15 min a diferentes temperaturas, entre 4°C
y 95°C. Las muestras se incubaron a 4°C, 30°C, 37°C, 50°C, 65°C, 80°C y 95°C. Al finalizar la
incubacién, se guardaron las diferentes muestras procesadas a -80°C hasta su uso en

experimentos de Western Blot.

Para estudiar el efecto de la congelacién y descongelacion de las muestras (con inhibidores
de proteasas) se realizaron 5 ciclos completos de ambas fases donde se realiz6 una primera fase
de congelacion a -80°C durante 20 min y una segunda fase a 4°C hasta que se producia la
descongelacion total de la muestra. Al finalizar la incubacién, se guardaron las diferentes

muestras procesadas a -80°C hasta su uso en experimentos de Western Blot.

¢ Ensayo de degradacion dependiente de calcio

Para este estudio se utilizaron muestras procesadas hasta la fracciéon subcelular rica en
membranas. Dentro de este estudio las muestras fueron incubadas a 37°C durante 5, 30 o 60 min
en 6 condiciones diferentes. Las condiciones fueron las siguientes: ausencia o presencia de CaCl,
2.5 mM, presencia o ausencia de EDTA 1 mM y presencia o ausencia de EGTA 1 mM. Al finalizar
la incubacién, se guardaron las diferentes muestras procesadas a -80°C hasta su uso en

experimentos de Western Blot.

54



[.Brocos-Mosquera Sujetos, material y métodos

¢ Ensayo de desfosforilacion

Muestras procesadas hasta la fracciéon subcelular rica en membranas se incubaron con dos
fosfatasas por separado, Lambda (Santa Cruz, sc-200312) y fosfatasa alcalina con rapida
termosensibilidad (Thermo Sientific, EF0654) siguiendo las instrucciones comerciales. Las
muestras se incubaron con los tampones correspondientes y en presencia o ausencia de cada
una de estas fosfatasas durante 1 h (a 30°C para la fosfatasa Lambda y a 37°C para la fosfatasa
alcalina). La reaccidn se paré al afiadir EDTA 50 mM y se calentaron las muestras a 65°C durante
1 h para la fosfatasa Lambda y a 75°C durante 5 min para la fosfatasa alcalina. Al finalizar la
incubacién, se guardaron las diferentes muestras procesadas a -80°C hasta su uso en

experimentos de Western Blot.
3.1.4. Técnica de Western Blot

Las muestras tuvieron que prepararse con el tampén para electroforesis con condiciones
desnaturalizantes y reductoras, de modo que cada muestra tuviera una concentracion final de
DTT 100 mM, SDS 2%, glicerol 8% y azul de bromofenol 0.01% y, posteriormente, se calentaron

a 95°C durante 5 min.

o Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para separar las proteinas en funcién de su peso molecular fue utilizada la electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Estos geles de
poliacrilamida constan de una parte superior que se llama gel de acumulacién (stacking gel) con
un 5% de poliacrilamida y una parte inferior llamada gel separador (resolving gel) con un 10%-
12% de poliacrilamida. Tras cargar las muestras (cantidad de ug dependiente de la fraccion de
estudio y del ensayo, en la gran mayoria se cargaron 20 pg), se conectaron a la corriente
eléctrica 30 min a 60V para que todas las proteinas se concentraran en el gel de acumulacion.
Posteriormente se aument6 a 120V durante aproximadamente 2 h para que las proteinas se
separaran por su peso molecular a lo largo del gel separador (este paso finaliza cuando el frente
azul abandona el gel separador). El tampdn de electroforesis esta formado por SDS 0.1%, glicina

192 mM, Tris HCI 25 mM; pH 8.3.

En todos los geles se cargdé un marcador de peso molecular (Dual color 161-0374, BioRad, CA,
USA). En los ensayos comparativos entre sujetos con esquizofrenia y sus controles, se cargd una
muestra de referencia externa (pool) y las muestras emparejadas siempre se cargaron en el

mismo gel y de manera contigua.
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Figura 3. Esquema de la forma en la que fueron cargados todos los geles SDS-PAGE con las muestras de sujetos
con esquizofrenia (SZ) y sus respectivos controles (C) emparejados y la muestra de referencia (pool).

e Transferencia a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa gracias a un campo eléctrico. Los
geles de poliacrilamida y dichas membranas de nitrocelulosa se pusieron en contacto directo
rodeadas de papeles de filtro Whatman (3 MM) y esponjas para mantener el contacto y tenerlos
bajo presion dentro del cassette. La transferencia se llevo a cabo durante 60 min a 110V, en hielo
y con agitacion constante en el tampdn. El tampon de transferencia estd compuesto por metanol

20%, glicina 192 mM, Tris HCI 25 mM; pH 8.3.

Posteriormente se sumergieron las membranas en Ponceau S (Ponceau S rojo 0.5% y acido
acético 1%) para comprobar que se produjo bien el traspaso de proteinas de los geles a las
membranas. Después se lavaron las membranas a temperatura ambiente durante 30 min (3
lavados de 10 min) en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 12 mM, KH,PO4 1.38 mM; pH

7.4) para eliminar el metanol que pudiera quedar en las membranas.

Figura 4. Membrana de nitrocelulosa tras la tincion con Ponceau S.

e Bloqueo e inmunodetecciéon

Las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con la soluciéon de bloqueo
(leche desnatada 5%, Tween 20 0.1% en PBS) para reducir la sefal inespecifica. Posteriormente
las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con agitacién constante y con el
anticuerpo correspondiente (diluidos en leche desnatada 5%, Tween 20 0.1% en PBS)
(indicados en la tabla de la seccion 2.1). Al dia siguiente las membranas se lavaron durante 30

min (3 lavados de 10 min) a temperatura ambiente con PBS. Tras estos lavados las membranas
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fueron incubadas con anticuerpos secundarios fluorescentes conjugados anti-IgG (diluidos en
leche desnatada 5%, Tween 20 0.1% en PBS) (indicados en la tabla de la seccion 2.1) durante
90-120 min a temperatura ambiente con agitacion constante. Al finalizar esta incubacién las
membranas se volvieron a lavar durante 30 min (3 lavados de 10 min) a temperatura ambiente
con PBS. La sefial inmunoreactiva y los valores de intensidad integrada fueron detectados

utilizando el sistema de imagen infrarroja Odyssey (LI-COR Biosciences, Nebraska, USA).

Figura 5. Inmunodeteccion de diferentes anticuerpos en el sistema Odyssey tanto primarios como secundarios
con diferentes fluroforos que actiian a longitudes de onda diferentes. Los rojos que se ven en rojo emiten a una
longitud de onda optima a 680nm y los que observamos en verde lo hacen a una longitud de onda de 800nm.

e Cuantificacion de la sefial inmunoreactiva
La cuantificacion de las sefiales se realiz6 mediante el programa Image Studio Lite 5.2 (LI-COR
Biosciences, Nebraska, USA). Los valores fueron corregidos por los valores de
inmunoreactividad de B-actina y, en los casos de estudio de sujetos con esquizofrenia frente a

controles también se corrigi6 por el valor de la muestra referencia (pool). Todas las muestras

fueron evaluadas minimo por triplicado.

3.2. Ensayo de proximidad de centelleo (SPA)

3.2.1 Preparacién de la fraccién subcelular enriguecida en membranas (P2) para SPA

Se pes6 1 g de corteza prefrontal de cada uno las de los sujetos (descartando las meninges,
sustancia blanca y vasos sanguineos en lo posible) y se homogeneizaron (10 pulsos a maxima
velocidad) en 20 volimenes de tampén de homogeneizacion (Tris HCI
5 mM con 0.32 M de sacarosa; pH 7.4). Los homogeneizados fueron centrifugados a 1100 g a 4°C
durante 15 min (centrifuga Sorvall RC-5C, rotor SM-24, FisherScientific, Madrid, Espafia). Los
sobrenadantes se volvieron a centrifugar a 40 000 g a 4°C durante 10 min. Los pellets se

resuspendieron en 10 volimenes de tampo6n de homogeneizacién y fueron centrifugados a 40
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000 g a 4°C durante 10 min. Los pellets resultantes se resuspendieron en 5 volimenes de
tampon de centrifugacion (Tris HCl 50 mM, EGTA 1 mM, MgCl; 3 mM, DTT 1 mM; pH 7.4). El
contenido proteico fue determinado por el método de Bradford utilizando BSA como estandar.
Se realizaron alicuotas de 0.6 mg y fueron centrifugadas a 21 000 g a 4°C durante 10 min
(centrifuga Eppendorf 5810R, Eppendorf, Madrid, Espafia). Los sobrenadantes fueron
descartados y se guardaron los pellets secos a -80°C hasta realizar los ensayos. Las muestras

emparejadas fueron procesadas de manera simultanea.
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Figura 6. Esquema de los principales pasos de la preparacion de fracciones subcelular rica en membranas de las
muestras de sujetos con esquizofrenia y sus respectivos controles para la técnica de SPA.

3.2.2. Técnica de SPA

El estudio de la actividad especifica de los diferentes subtipos de proteinas Ga se realiz6
mediante la técnica denominada ensayo de proximidad de centelleo (SPA). Esta técnica consiste

en una combinacién de la técnica de uniéon de [35S]GTPyS con la inmunoprecipitacion de

anticuerpos especificos de los diferentes subtipos de proteinas Ga. Estos ensayos se realizaron
en placas de 96 pocillos (Perkin Elmer, LifeSciences, Maanstraat, Germany) con un volumen final

de 200 pl que contiene EGTA 1 mM, MgCl; 3 mM, NaCl 100 mM, DTT 0.2 mM, Tris HCI 50 mM pH
7.4, [35S]GTPS 0.4 nM, 12 ug de proteina por pocillo, diferentes concentraciones de GDP segiin

el subtipo de proteina Ga (50 pM para las subunidades Gaiz Go,y Gagyi1, 100 pM para todos las
demas subtipos) y el farmaco agonista, en este caso UK14304 a una concentracién 10 pM. Las
placas se sometieron a una incubacién de 2 h y media a 30°C con agitacion (400 rpm), después
se anadieron 20 pl de Igepal al 1% y SDS al 10% por pocillo y las placas se pusieron de nuevo a
30°C con agitacién durante 2 h (400 rpm). Posteriormente, fueron afiadidos los anticuerpos
especificos para los diferentes subtipos de proteinas Go diluidos en BSA 15% (Gaiz a una
concentracién 1:30, Ga, a una concentracién 1:40 y todos los demas anticuerpos a la
concentracién 1:20) y se pusieron las placas en una incubacién durante hora y media a 22°C con
agitacion (350 rpm). Tras este tiempo fueron afiadidas las beads para SPA de polivinil tolueno
(PVT) recubiertas por proteina A (0.75 mg por pocillo) y las placas se sometieron a una dltima
incubacién durante 3 h a 22°C con agitacién (350 rpm). Por ultimo, las placas se centrifugaron a
1000 g durante 5 min a temperatura ambiente (Centrifuga Eppendorf 5810R, Eppendorf,
Madrid, Espafia) y la radiacién unida se detect6é con el contador de centelleo MicroBeta Trilux
(Perkin elemer S.L., Madrid, Espafia). Los sujetos con esquizofrenia y sus controles emparejados

se evaluaron de manera simultinea y todas las muestras fueron evaluadas por triplicado.
58



[.Brocos-Mosquera Sujetos, material y métodos

UK14304

Luz

Detector

Figura 7. Representacién grdfica de un pocillo de la placa dptica en el contador de centelleo, donde se detecta la
seiial tras unirse el radioligando a la proteina Ga, el anticuerpo contra dicha proteina Ga y las beads de SPA.

La concentracidn elegida del agonista a2-AR, UK14304, fue 10 uM diluido 1:1 en DMSO y tampdn
de incubaciéon (EGTA 10 mM, MgCl, 30 mM, NaCl 100 mM, Tris HCI 500 mM pH 7.4). Con esta
concentracién se obtienen los valores de uniéon para el efecto maximo (Ewmax) en todas las
subunidades Ga. Para probar que la estimulacién de los diferentes subtipos de proteinas Ga era
mediada por los a2-AR se utilizé el antagonista RX821002 a 10 uM, diluido en tampén de
incubacién (EGTA 10 mM, MgCl; 30 mM, NaCl 100 mM, Tris HCl 500 mM pH 7.4) e incubado

junto con el agonista. La unién inespecifica se establece como la unién de [35S]GTPYS que

permanece en presencia de 10 mM GTP'S no marcado radiactivamente.

3.3. Expresion génica

3.3.2. Extraccion de ARN vy purificacién

La extraccion y purificaciéon de ARN de las muestras de corteza prefrontal postmortem de
sujetos con esquizofrenia y sus controles se realizé siguiendo las instrucciones del kit comercial

RiboPure™ (Thermo Fisher, MA, USA).

Para romper las células se homogeneizaron aproximadamente 100 mg de tejido de cada muestra
(descartando las meninges, sustancia blanca y vasos sanguineos en la medida de lo posible) en
10 volimenes de TRIzol (Tiocianato de guanidinio y fenol en una solucién monofasica), se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12 000 g durante 10 min
a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5810R, Eppendorf, Madrid, Espafia). Posteriormente se afiadié a
cada muestra 100 pl de BCP (1-bromo-3-cloropropano), los tubos fueron agitados en un vértex,
se dejaron incubar durante 3 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12 000 g durante
15 min a 4°C. Tras este paso se observaron 3 fases en los tubos, una inferior roja que

corresponde con la fase organica, una interfase y una fase superior incolora que corresponde a la
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fase acuosa donde se encuentra el ARN. Se transfirieron 400 pl de la fase acuosa a unos tubos
libres de ARNasa y se afiadi6 a cada tubo 400 pl de etanol al 70% y dichos tubos se agitaron en
un vortex. Las muestras se traspasaron a unos tubos recolectores y se centrifugaron a 12 000 g
durante 30 s a temperatura ambiente (microcentrifuga Eppendorf AG 22331, Eppendorf,
Hamburg, Germany). Se descarté el liquido, se afiadieron 700 pl de tampdn de lavado I a cada
tubo y se centrifugaron a 12 000 g durante 30 s a temperatura ambiente. Se descarté la parte
inferior del tubo colector, la parte superior se meti6é en una parte inferior nueva, se afiadieron
500 pl de tampdn de lavado II a cada tubo y se centrifugaron a 12 000 g durante 30 s a
temperatura ambiente. Se descart6 el liquido, se volvié a lavar con el tampén de Lavado Il y se
volvieron a centrifugar las muestras en las mismas condiciones. Se descarté la parte inferior de
los tubos y la superior se metié dentro de un tubo recolector, se afiadieron 100 pl de agua libre
de ARNasa a cada tubo y se incubaron 1 min a temperatura ambiente. Los tubos se
centrifugaron durante 2 min a 12 000 g a temperatura ambiente y de aqui obtuvimos el ARN

purificado que se guardé a -80°C hasta su uso.

La concentracion de ARN y su calidad (medida a partir de los ratios de observancia 260/280 y
260/230) fueron determinadas en el espectémetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher, MA, USA).
El RIN (nimero de integridad de ARN, otro indicativo de la calidad del ARN) fue determinado
mediante el aparato Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, CA, USA) utilizando el kit Agilent RNA

6000 Nano y los chips RNA Nano siguiendo las instrucciones comerciales.

3.3.3. Transcripcién inversa

La transcripcion inversa se realiza para obtener ADNc a partir del ARN purificado, para ello
se utiliz6 el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher, MA, USA) siguiendo

sus instrucciones.

Previamente a realizar esta transcripcidén inversa, las muestras de ARN se sometieron a un
tratamiento con ADNasa para eliminar los restos de ADN gendmico que pudieran quedar en
dichas muestras y contaminar los pasos siguientes. Para ello, se cogié 1 pg de ARN de cada
muestra y se le aiiadié 1 ul de tampdn de reaccion de ADNasa 10X, 1 ul de ADNasa y se completd
con H20 molecular hasta tener un volumen final de 10 pl. Estas muestras se incubaron durante
15 min a temperatura ambiente y posteriormente se les afiadié 1 pul EDTA 25 mM para frenar la

actividad de la ADNasa. Finalmente, las muestras se calentaron durante 10 min a 65°C.

De las muestras de ARN tratadas con ADNasa se cogieron 10 pl (1 pg de ARN) y se mezclaron
con 10 ul de la Master Mix de transcripcion inversa 2X (contiene cebadores o primers,

nucleétidos, transcriptasa inversa y tampoén). El proceso de transcripcion inversa se realizé en el
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sistema StepOne™ (Applied Biosystems™, CA, USA) en placas épticas de 96 pocillos (Applied

Biosystem™, California, USA) con las siguientes condiciones:

Actfvalc an Retrotranscripcion Inac!:lvzlu:.mn Mantenimiento
enzimatica enzimatica
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4C
Tiempo 10 minutos 2 horas 5 segundos oo

Tabla 7. Condiciones utilizadas para realizar la transcripcién inversa de ARN a ADNc.

Todas las muestras emparejadas fueron procesadas en paralelo y, en este tltimo paso se utilizé
como control negativo H,0 molecular. El ADNc resultante se diluyé a una concentracién de 5

ng/pl con H20 molecular y se guardé a -20°C hasta su uso.

Corteza
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Figura 8. Esquema de los principales pasos de la extraccion y cuantificaciéon de ARN de las muestras de corteza
prefrontal humana postmortem de sujetos con esquizofrenia y suscontroles emparejados.

3.3.4. Cuantificacibn de ADNc mediante RT-qPCR

La reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) fue utilizada
para cuantificar el ADNc de los genes seleccionados (ADRA2A y ADRA2C) en muestras de

corteza prefrontal humana postmortem y en muestras de corteza de rata.

Estos experimentos se realizaron en placas dpticas de 96 pocillos (Applied Biosystem™,
California, USA), las reacciones qPCR se llevaron a cabo con Fast SybrGreen Master Mix (Thermo
Fisher, MA, USA) para los genes de estudio y con Tagman® Fast Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystem™, California, USA) para los genes de referencia. Todas las placas se midieron

con StepOne™ system (Applied Biosystem™, California, USA).

El volumen final de la reaccién llevada a cabo con Fast SybrGreen Master Mix contenia 10 pl, de
los cuales 4 ul son de ADNc (20 ng las muestras humanas y 4 ng las muestras de rata) y los 6 pul
restantes corresponden a la Master Mix que contiene Fast SybrGreen, los primers del gen de
estudio (ADRA2A o de ADRA2C a una concentracion final de 0.8 pM para muestras humanas, y
de ADRA2A o de ADRA2C a una concentracion final de 0.4 pM para muestras de rata) y H,0
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molecular. Las curvas de disociacion se produjeron en el ultimo paso de la PCR para verificar

que el producto amplificado era el deseado.

El volumen final de la reacciéon hecha con Tagman® Fast Universal PCR Master Mix contenia 5 pl,
de los cuales 2 pl eran de ADNc (20 ng de las muestras humanas y 4 ng de las muestras de rata) y
los 3 pl restantes correspondian a la Master Mix que contiene Tagman® Fast Universal PCR, las
sondas de los genes de referencia (GAPDH y RSP13 para muestras humanas, GAPDH y RSP29

para muestras de rata) y H,0 molecular.
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Figura 9. La figura de la izquierda muestra una curva de amplificacion de una muestra representativa, y la
figura de la derecha muestra la curva de disociacion de la misma muestra (solamente se puede obtener cuando
usamos Fast SybrGreen Master Mix).

Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado, y las muestras de los sujetos emparejados
siempre se analizaron en la misma placa. En cuanto a las muestras de rata, fueron evaluadas en
la misma placa dptica las ratas control (pinchadas con salino) y los 3 grupos tratados con
antipsicoticos (risperidona, clozapina y haloperidol) de manera crénica y, en otra placa, las ratas
tratadas de forma aguda con los farmacos antipsicoticos y sus respectivos controles (salino).

Como control negativo se utilizéo H,0 molecular en todos los casos.

Las condiciones utilizadas para realizar la RT-qPCR con Fast SybrGreen Master Mix fueron las

siguientes:
Desnaturalizacion 40 ciclos e
. — - Curva de disociacién
inicial Desnaturalizacion  Amplificacién
Temperatura 95°C 95°C 60°C 95°C 60°C +0.3°C 95°C
Tiempo 20 segundos 3 segundos 30 segundos 15 segundos 1 minuto 10 segundos 15 segundos

Tabla 8. Condiciones utilizadas para la RT-qPCR usadas en los primers y MasterMix SybrGreen para las
muestras de ADNc.

Las condiciones utilizadas para realizar la RT-qPCR con las Tagman® Fast Universal PCR Master

Mix fueron las siguientes:

Desnaturalizacién 40 ciclos
inicial Desnaturalizacion  Amplificacién
Temperatura 95°C 95°C 65°C
Tiempo 20 segundos 1 segundos 20 segundos

Tabla 9. Condiciones utilizadas para la RT-qPCR usadas con las sondas y MasterMix Tagman.
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La cantidad de ARNm de los genes de estudio, ADRA2A y ADRA2C, fue corregida por una
muestra de referencia (pool), v los genes de referencia GAPDH y RSP13 en las muestras de
corteza prefrontal humana y, por GAPDH y RSP29 en muestras de corteza de rata. Para este

analisis se utiliz6 el método AACt:

AACt: (Ct (gen diana)muestra - Ct (gen de referencia)muestra) - (Ct (gen diana)muestra de referencia — Ct

[gen de referencia) muestra de referencia)-

3.4. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

3.4.2. Extraccién de ADN

e Digestion de la cromatina por la nucleasa microcdcica (MNAsa)

Se pesaron 120 mg de corteza prefrontal postmortem de cada sujeto (descartando las
meninges, sustancia blanca y vasos sanguineos en lo posible) y se homogeneizaron en tampdn
de homogeneizacion (MgCl; 4 mM, CaCl; 1 mM, Tris HCl 10 mM; pH 7.5). A continuacién, se eché
1 U/ml de nucleasa micrococica (MNAsa) incubando las muestras durante 10 min a 37°C. La
actividad de esta enzima se par6 afiadiendo EDTA 10 mM. Después, a cada muestra se le
afiadieron 9 volimenes de tampon hipoténico de lisis (benzamidina 0.1 mM, PMSF 0.1 mM, DTT
1.5 mM y EDTA 0.2 mM; pH 8.0) y se incubaron durante 1 h en hielo, con agitaciéon cada 10 min.
Las muestras se centrifugaron a 1000 g (Centrifuga Eppendorf 5810R, Eppendorf, Madrid,
Espafia) durante 10 min a 4°C y se descart6 el material no solubilizado. La cromatina
solubilizada se diluyé en 10 volimenes de tampon de incubacion (EDTA 50 mM, NaCl 500 mM,
Tris HCl 200 mM; pH 7.5). Se hicieron varias alicuotas de 1 ml y 2 alicuotas de 60 ul, estas
ultimas son las denominadas muestras input (o ADN nativo), y se guardaron todas ellas a 4°C

hasta el paso de elusion.

e Inmunoprecipitacion

Los anticuerpos correspondientes (concentraciones indicadas en la tabla 4 de la seccion
2.1.) y las beads magnéticas para ChIP recubiertas de proteina A fueron afiadidos a las alicuotas
y se pusieron a incubar con rotacién a 4°C hasta el dia siguiente. Los complejos
proteina/ADN/bolas magnéticas se separaron del sobrenadante utilizando un iman magnético, y
se hicieron una serie de lavados de los complejos diluyéndolos en diferentes tampones. Estos
lavados se hicieron en el siguiente orden: tampén de bajo contenido en sales (NaCl 150 mM,
EDTA 2 mM, SDS 0.1%, Triton X-100 1%, Tris HCl 20 mM; pH 8.1), tampdn con alto contenido en
sales (NaCl 500 mM, EDTA 2 mM, SDS 0.1%, Triton X-100 1%, Tris HCI 20 mM; pH 8.1), tampodn
de lavado del complejo inmune con LiCl (LiCl 250 mM, EDTA 1 mM, IGEPAL 0.01%, 4cido
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desoxicdlico 0.01%, Tris HCl 10 mM; pH=8.1) y tampdén TE (EDTA 1 mM, Tris HCl 10 mM;
pH=8.1). Tras diluirlas en cada uno de estos tampones, las muestras fueron incubadas con
rotacion durante 20 min a 4°C. Tras ello, se pusieron en los imanes magnéticos, se eliminaron los

sobrenadantes y se afiadié el siguiente tampo6n de lavado.

¢ Elusion y desunion del complejo proteina/ADN

Los complejos proteina/ADN se rompieron gracias a la actuacién del tampo6n de elusién
para ChIP (NaHCO30.1 M, SDS 1%) con proteinasa K (100 ug/ml), cuyo fin es liberar el ADN. Este
tampén fue anadido a todas las muestras, las sometidas a inmunoprecipitacién y los
denominadas inputs, y se mantuvieron durante 2 h a 62°C. Tras este paso se realizé una
incubacién de 10 min a 95°C. A continuacidn, las muestras se pusieron en los imanes magnéticos

y los sobrenadantes se pasaron a otros tubos, adecuados para purificar el ADN libre.

e Purificacion de ADN

La purificacién del ADN se llev6 a cabo a temperatura ambiente en columnas con el kit de
purificacién para PCR de QIAquick (Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo sus instrucciones. Se
afiadi6 el tampdn PB a las columnas con las muestras, se les dio una centrifugaciéon de 1 min a
11740 g (microcentrifuga Eppendorf AG 22331, Eppendorf, Hamburg, Germany) y se descartd el
liquido de la parte inferior de las columnas. Después se afladié el tampén PE y se hicieron dos
centrifugaciones seguidas de 1 min a 11740 g, descartando el liquido de la parte inferior de la
columna entre ambas. Posteriormente se metid la parte superior de las columnas en tubos
eppendorfs de 1.5 ml y se afiadi6é el tampo6n EB, se cerraron las columnas, se incubaron durante
1 min y se realizé una centrifugacion de 1 min a 11740 g. El liquido que pas6 a los tubos es el
ADN purificado y se diluy6 1:4 con H,0 molecular. Se guardaron todas las muestras a -20°C hasta

Su uso.
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Figura 10. Esquema de los principales pasos de la inmunoprecipitacion de cromatina e input de las muestras de
corteza prefrontal postmortem de pacientes con esquizofreniay sus controles, y de la purificacion de su ADN.

= |

3.4.3. Cuantificacién del ADN inmunoprecipitado mediante RT-qPCR

La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) fue utilizada
para cuantificar las diferentes marcas epigenéticas en los promotores de los genes seleccionados

(ADRA2A y ADRA2C) en muestras de corteza prefrontal humana postmortem.

Estos experimentos se realizaron en placas o6pticas de 96 pocillos (Applied Biosystem™,
California, USA), las reacciones qPCR se llevaron a cabo con Fast SybrGreen Master Mix (Thermo

Fisher, MA, USA) y se midieron con StepOne™ system (Applied Biosystem™, California, USA).

El volumen final de la reaccién contenia 10 pl, de los cuales 4 pl eran de ADN gendémico obtenido
a través de las inmunoprecipitaciones y los 6 ul restantes correspondian a la Master Mix que
constaba de Fast SybrGreen, los primers del promotor de estudio (ADRAZ2A a una concentracién
final de 0.1 uM o ADRA2C a una concentracién final de 0.2 uM) y H,0 molecular. Las curvas de
disociacion se produjeron en el altimo paso de la PCR para verificar que el producto amplificado
era el deseado. Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado. Todas las marcas
epigenéticas correspondientes a un sujeto se evaluaron en la misma placa 6ptica y siempre junto

con las muestras de su sujeto emparejado. Como control negativo se utilizé H,0 molecular.
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Figura 11. La figura de la izquierda muestra una curva de amplificacion de una muestra representativa y la
figura de la derecha muestra la curva de disociacién de la misma muestra.

Para comprobar que las inmunoprecipitaciones fueron llevadas a cabo de manera adecuada,
todas las muestras se evaluaron con un promotor de un gen de referencia (GAPDH a una

concentracidn final de 0.1 uM).

Las condiciones utilizadas para realizar la RT-qPCR con Fast SybrGreen Master Mix fueron las

siguientes:

Desnaturalizacion 40 ciclos .
e —— —— Curva de disociaciéon
inicial Desnaturalizacion  Amplificacion
Temperatura 95°C 95°C 60°C 95°C 60°C +0.3°C 95°C
Tiempo 20 segundos 3 segundos 30 segundos 15 segundos 1 minuto 10segundos 15 segundos

Tabla 10. Condiciones utilizadas para la RT-qPCR usadas en los primers y MasterMix SybrGreen para las
muestras de ADN genémico.

Cada inmunoprecipitacion se analizé en funcién del aumento con respecto a la muestra input de

su sujeto. Para esto se utiliz6 el método comparativo de las Ct:

ACt=Ct (promotor del gen diana)muestra ADN inmunoprecipitado — Ct (promotor del gen diana)

6% ADN input-

3.5. Analisis estadistico

Todos los valores se sometieron al test de Grubbs para detectar valores atipicos. Los
resultados se expresaron como media+SEM (error estandar de la media) y en todos los casos la

significancia se consider6 a partir de p < 0.05.

Se realiz6 una regresion lineal miltiple entre edad, sexo, PMD, RIN, los valores de ADNc de cada
gen y todas las marcas epigenéticas, mediante el programa SPSS 26.0 (IL, USA). Posteriormente
para las variables que dieron significativas se hizo un andlisis de covarianza (ANCOVA)
utilizando el programa InVivoStat. El efecto de la edad, el PMD y el tiempo de almacenamiento

en la conservacion de la proteina se analiz6 mediante una correlacion de Pearson de dos colas.

Las comparaciones estadisticas de los estudios tiempo y temperatura dependiente se realizaron
mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de un test post hoc Dunnett. El
analisis de las diferentes subunidades de proteinas Ga se realiz6 mediante el test T de Student
para una muestra. El resto de comparaciones de las medias se realizaron con el test T de Student
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de dos colas (pareado en los estudios de sujetos con esquizofrenia frente a controles). La
comparativa entre las muestras de ratas controles y ratas tratadas con diferentes antipsicéticos
(risperidona, clozapina y haloperidol) de manera crénica o aguda se realizd6 mediante el test
ANOVA de una via. Todos estos andlisis estadisticos y su representacién grafica se realizaron con

el programa GraphPad Prism 8® (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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ARTICULO 1

Los receptores adrenérgicos oy (a2-AR) son receptores de membrana acoplados a
proteinas G. Existen tres subtipos, con una elevada homologia entre ellos: aza-AR, az25-AR y 0azc-
AR. Los diferentes subtipos se distribuyen de manera diferente a lo largo del encéfalo. El subtipo
a2a-AR es el mayoritario en casi todas las regiones cerebrales, mientras que el azc-AR esta
altamente expresado en el caudado y, aparece también en otras zonas como la corteza prefrontal
(CPF). Por su parte, la expresion del subtipo azs-AR se da de manera casi exclusiva en el tdlamo.
Estos receptores participan en diversas funciones fisioldgicas, como son el control de la
liberacién de neurotransmisores (DA, 5SHT y NA) o la cogniciéon. La integracién de las funciones
cognitivas humanas se realiza en la CPFDL. Por lo tanto, para poder determinar el rol diferente
de cada uno de los subtipos en dichas funciones fisiolégicas, es importante conocer la
localizacién de los subtipos aza-AR y azc-AR en la CPFDL. Por consiguiente, el objetivo de este
estudio fue determinar la distribucién de los subtipos aza-AR y azc-AR en la CPFDL humana. En
este trabajo se cuantificé mediante la técnica de Western Blot la expresion proteica de ambos
subtipos de az-AR en las fracciones subcelulares presinaptica (Pre) y postsinaptica (PSD) de
muestras de CPFDL humana postmortem de sujetos controles sin ninguna patologia psiquiatrica.
Ademas se quiso evaluar el posible efecto de variables demograficas (intervalo postmortem,
tiempo de almacenamiento, sexo y edad) en la expresion proteica de los aza-AR y los azc-AR.
Debido a la gran homologia que existe entre los az-AR, se realiz6 una caracterizacion previa de
los anticuerpos para escoger aquellos mas especificos para cada subtipo de a»-AR. Esta
validacién se realizé utilizando células que sobreexpresan aza-AR o azc-AR, y dos regiones
cerebrales humanas con diferente expresion para estos subtipos de az-AR, la CPFDL (region con
elevada expresion de aza-AR) y el caudado (regiéon con elevada expresiéon de azc-AR). Como
resultado de este estudio se observd que un 5% de los a2a-AR se encontraban distribuidos en la
fraccién Pre y un 95% en la PSD. Por contra, los azc-AR mostraron una distribucién mucho mas
homogénea con un 60% en la fraccion Pre y un 40% en la PSD. Ademas, se vio que el intervalo
postmortem puede afectar a la expresion de los aza-AR en la fraccion PSD. Estos resultados
demuestran que los subtipos aza-AR y azc-AR estdn presentes en diferente proporcién en ambas
partes de la sinapsis neuronal en CPFDL humana. Estos datos podrian explicar los resultados
aparentemente contradictorios producidos por fAirmacos agonistas y antagonistas de los az-AR

en esta region clave en funciones como la cognicidn.
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Abstract

Background: Three different o,-adrenoceptor (o,-AR) subtypes have been described. The e,,-AR and o,-AR subtypes are highly expressed in the
human prefrontal cortex, where they modulate neurotransmission. However, due to the lack of subtype-selective ligands, the physiclogical relevance
of both subtypes has not been fully resolved.

Aims: In this context, the aim of the present study was to characterize the protein expression of both o,-AR subtypes, in different synaptic fractions
of postmortem human prefrontal cortex.

Methods: A subcellular fractionation of the samples was performed and the protein expression of a,,- and o-ARs was measured in presynaptic
membranes and postsynaptic density fractions by Western blot.

Results: The results revealed that the o,,-AR subtype is mainly located postsynaptically (95+3%) whereas the remaining 5=3% is in the presynapse.
Conversely, the a,-AR subtype showed a similar distribution between pre- and postsynaptic membranes, with a slightly higher percentage present in
the presynapse (60=2% vs. £02%).

Conclusions: These findings could explain some contradictory effects reported for «,-AR agonists and antagonists in the human prefrontal cortex.

Furthermore, the present data could contribute to elucidating the therapeutic potential of selectively targeting a;,- or a,-AR subtypes.

Keywords

ot,,-Adrenoceptors, a,-adrenoceptors, presynaptic, postsynaptic, human brain

Introduction

The existence of three different w,-adrenoceptor (ce-AR) sub-
types in mammals — oy, G and o — 18 now well accepted.
ADRA2A, ADRA2B and ADRA2C genes for the three distinct
but related receptor proteins exist on three separate human chro-
mosomes, C10, C2 and C4 (for c;,-, oy~ and op~AR, respec-
tively), and when expressed in heterologous systems exhibit
different pharmacological profiles (Hein and Kobilka, 1995;
Kobilka et al., 1987; Lomasney et al., 1990; Regan et al., 1988).
The three o,-ARs share a high level of homology in the trans-
membrane domains, whereas heterogeneous amino acid sequences
appear in the intra- and extracellular domains (Raymond et al.,
1990).

The three o;-AR subtypes are present in the central nerv-
ous system. However, whereas a,,-AR and o,--AR subtypes
are localized in numerous cerebral regions, the o,z-AR sub-
type is weakly expressed — mainly in the thalamus — and does
not seem to contribute to the negative feedback effect on
noradrenaline synthesis and release (Trendelenburg et al.,
2001). Conversely, the presynaptic o,,-ARs and a,~ARs are
directly involved in mediating the inhibitory effects of exog-
enous agonists (Trendelenburg et al., 2001). Nevertheless,
diverse works have attributed specific functions to the differ-
ent o,-AR subtypes. Thus, a,,-AR has been related to the

negative regulation of noradrenaline release in the locus coer-
uleus (Callado and Stamford, 1999; Fernandez-Pastor and
Meana, 2002). On the other hand, whereas a,,-AR subtype
plays a role in the control of serotonin synthesis, the control of
noradrenaline synthesis is exerted by the a,-ARs (Esteban
et al., 1996). Moreover, o;--ARs could have a more relevant
effect on dopamine signalling being activated by dopamine in
mouse striatum (Zhang et al., 1999) and regulating extracel-
lular dopamine concentrations in the prefrontal cortex (PFC)
(Ihalainen and Tanila, 2002).

In this context, it has been suggested that the o,~AR plays a
very distinct and specific role in memory, cognition and mood
disorders, in a manner different from that of the et;,-AR (Uys
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et al., 2017). This fact could be due to a different synaptic loca-
tion of both receptor subtypes in the human PFC, a key brain
region that has been involved in the control of cognitive func-
tions and emotions. Consequently, the understanding of the spe-
citic location of e,-AR subtypes in this brain area is clearly
important, particularly from a pharmacological point of view.

Accordingly, the aim of the present study was to characterize
the protein expression of o;4-AR and ayc-AR subtypes in pre-
synaptic membranes and postsynaptic density (PSD) fractions of
postmortem human PFC.

Materials and methods

Postmortem human brain samples

Human brain samples from subjects who died by sudden and vio-
lent causes (motor-vehicle accidents) were obtained at autopsy in
the Basque Institute of Legal Medicine, Bilbao, Spain. All the
subjects were free of psychiatric or neurological disorders based
on medical history, postmortem tissue examinations and a nega-
tive toxicological screening on blood at autopsy (detection of
antidepressanis, antipsychotics, other psychotropic drugs and
ethanol). Samples from the PFC (Brodmann's area 9) and cau-
date nucleus were dissected at the time of autopsy and immedi-
ately stored at —70°C until assay.

The validation of the subcellular fractionation of postmortem
PFC samples, the testing of the selected antibodies and the study
of the relative expression of o,,- and o, ~ARs in pre- and post-
synaptic fractions were performed in preparations from a unique
pool sample containing tissue from four different control subjects
(two male/two female, age 41+5 years (range 32-54); post-
morten delay (PMD) 16+4 h (range 4-22); storage time 38 +6
months (range 42-69). The potential bias effects of the variables
gender, age, PMD and storage time on the immunoreactive signal
of o,,- and o, -ARs were evaluated in 24 samples from control
subjects (16 male/8 female; age 43 =2 yvears (range 30-60); PMD
18=2 h (range 30-60); storage time 102+ 12 months (range 40—
254) analysed individually.

The study was developed in compliance with policies of
research and ethical review boards for postmoriem brain
studies.

Subcellular fractionation of postmortem
human PFC

Postmortem human PFC samples were fractionated following the
methods described by Hahn et al., 2009 (method n.3) and Bermejo
et al., 2014 with minor modifications. One gram of posimortem
brain tissue from each subject was homogenized in a glass-Teflon
tissue homogenizer containing 30 mL of cold Tris-sucrose buffer
{0.32 M sucrose in 5 mM Tris-HCI, pH 7.4) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (50 pL/g of Sigma protease
inhibitor Cocktail, 5 mM Na;VO,, and 10 mM NaF) and centri-
fuged at 1100 % g for 15 min (Sorvall RC-5C centrifuge, SM-24
rotor) to remove the nuclear fraction (P1). The supematants were
recentrifuged at 40,000 % g for 10 min. The new supemnatants
corresponded to the cytosolic fraction (cyt). The remaining mem-
brane pellets (P2 membranes) — which contain the crude synapto-
somal fraction — were resuspended in 3 mL of the same 0.32 M
Tris-sucrose buffer and overlaid on a three layer discontinuous
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sucrose gradient that consisted of 3 mL of each 1.2 M, 1.0 M and
0.85 M sucrose in 5 mM Tris HCI pH 7.4 buffer (supplemented
with the above mentioned antiproteases/phosphatases). The gradi-
ent was ultracentrituged at 100,000 x g for 2 h in a swinging
bucket rotor (Beckman XE-90 Ultracentrifuge, SW 32.1 rotor)
and the layer in the interphase between 1.0 and 1.2 M Tris-
buffered sucrose solutions — corresponding to the synaptosomal
plasma membrane (SPM) fraction — was collected. In order to par-
tially remove the glucose in the samples, each SPM fraction was
washed with 8 mL of 5 mM Tris-HCI pH 7.4 buffer (+antipro-
teases/phosphatases) and centrifuged at 40,000 * g for 10 min
(Sorvall RC-5C, SM-24 rotor). The resulting SPM pellets were
resuspended in | mL of 5 mM Tris-HC1 pH 7.4 buffer ( +antipro-
teases/phosphatases), centrifuged at 21,000 > g for 15 min
(Eppendorf 5810R centrifuge), the supernatants were eliminated
and the washed SPM pellets (corresponding to each gram of ini-
tial tissue) were stored at —80°C. Next day, each SPM pellet was
thawed on ice, resuspended in 20 mL of 20 mM Tris-HC1 pH 6.0
buffer with 1% Triton X-100 (+antiproteases/phosphatases),
rotated in a rocker for 30 min and centrifuged at 35,000 * g for 20
min (Sorvall RC-5C, SM-24 rotor). These supernatants (Triton
X-100 soluble fraction) corresponded to the synaptic vesicular
fraction. The resulting pellets were resuspended in 5 mL of 20
mM Tris-HC1 pH 8.0 buffer with 1% Triton X-100 {+antipro-
teases/phosphatases), rotated on a rocker for 60 min and ultracen-
trituged at 140,000 X g for 30 min (Kontron uliracentrifuge
Centrikon T-2070, fixed angle rotor TFT 55,38). The supematants
were stored at —80°C as the presynaptic membrane fraction (Pre)
and the final pellets corresponding to the PSD fraction were resus-
pended in 900 L of 50 mM Tris-HC1 pH 7.4 bufter, aliquoted and
stored at —80°C until assay. All steps were performed at 4°C. A
small aliquot from each step was separated and used for protein
quantification using a Bio-Rad DC Protein Assay Kit with BSA as
standard.

For the validation of the antibodies selected to detect o, -AR
and a,-AR proteins, P2 membranes from human PFC and cau-
date nucleus tissues were prepared as previously described
(Erdozain et al., 2015).

Cells expressing human .- or o ,~ARs

Cellular membranes of CHO cells selectively expressing human
0y~ OF o,-ARs were purchased from Perkin Elmer (ES-030-
M400UA and ES-032-M400UA, respectively). According to
manufacturer instructions, cells were kept at —80°C and small
aliquots were prepared in order to minimize negative impact of
freeze—thawing. A volume of 10 puL of these commercial prepara-
tions was used in Western blot assays for the validation of
antibodies.

Western blot

Western blot assays were performed as previously described
(Erdozain et al., 2015). Samples were prepared in electrophoresis
buffer in reducing and denaturing conditions {100 mM DTT, 2%
SDS, 8% glycerol, 0.01% bromophenol blue, and heated at 95°C
for 3 min). Denatured proteins (10-20 jug) were resolved on 12%
SDS-PAGE gels and transferred to nitrocellulose membranes
(Amersham™ Protran™ 0.45 um NC). After blockage for 1 h at
room temperature with 5% non-fat dry milk in phosphate-buffered
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Figure 1. Subcellular fractionation in postmortem human prefrontal

cortex. Representative Western blots show the expression of different
proteins that should be enriched in each fraction. These experiments
were performad in a pool preparation containing samples from four

subjects.

Cyt: cytosol; P1: nuclear fraction; Pra: presynaptic membrane fraction; PSD:
postsynaptic density; SPM: synaptosomal plasma membrane; SV: synaptic vesicles;
TH: Total homogenate.

saline (PBS), the membranes were incubated overnight at 4°C with
constant agitation with the primary antibodies against: glutamater-
gic N-methyl-D-aspartate receptor subumit 1 (NMDA-1, Santa
Cruz sc-1468, 1:1000), postsynaptic density protein 95 (PSD-95,
Millipore MAB 1596, 1:1000), Homer (Synaptic Systems 160 002,
1:1000), synaptophysin {Dako, 1:200), syntaxinlA (Millipore
MAB336, 1:2000), vesicular glutamate transporter 1 (Vglutl,
donated by Salah El Mestikawy, 1:1000), serotonin transporter
(SERT, Millipore AB10514P, 1:1000), stathmin (Cell Signaling
3352, 1:200), histonel (Santa Cruz sc-8030, 1:250), o,-AR
(Santa Cruz, sc-1478, 1:500), w,~AR (Elabscience ENTO0300,
1:1000) or B-actin (Sigma A1978, 1:100,000). Next morning,
membranes were washed again with PBS and incubated for 1 h at
room temperature with the fluorescent secondary antibodies
(IRDye™ 800 or Alexa Fluor® 680 conjugated). The immunore-
active signal (integrated intensity values) was detected and quanti-
fied using the Odyssey infrared imaging system (LI-COR
Biosciences, Nebraska, USA). For the quantification analysis the
immunoreactivity values were normalized for the B-actin signal.

Data analysis

The analyses were carried out with GraphPad Prism 5% and
results expressed as means *+ standard error of the mean. For the
relative expression of the receptor subtypes in the presynaptic
and PSD fractions, the relative percentage of the B-actin-
normalized signal was calculated for each experiment. The
effects of age, PMD and storage time in the study were analysed
by two-talled Pearson’s correlation test and p values <0.05 were
considered as being statistically significant. The effect of gender
was calculated by the statistical comparison between means with
a two-tailed Student’s #-test and p values <<0.05 were considered
as being statistically significant. Multiple regression analysis, by
means of SPSS 15.0 software, was used to confirm the contribu-
tion of nominal predictor variables (gender) and continuous

predictor variables (age, PMD, storage time) to the o,-ARs’
immunoreactivity.

Results

Validation of the subcellular fractionation of
postmortem PFC samples

In order to validate the fractionation method used, the expression
of different proteins that should be enriched in each fraction was
assessed by Western blot (Figure 1). As expected, the postsynaptic
protemns NMDA-1, PSD-95 and Homer were strongly enriched in
the PSD fraction and nearly absent in the Pre fraction. Conversely,
the presynaptic proteins synaptophysin, syntaxinlA and Vglutl
were enriched in both the Pre and the synaptic vesicles fractions,
whereas SERT was mainly detected in the Pre fraction. All these
presynaptic proteins were almost not present in the PSD. SPM
fraction showed immunoreactive signal for both the pre- and post-
synaptic proteins. The cytoplasmatic protein stathmin and the
nuclear protein histone | were enriched in the ¢yt and nuclear (P1)
fractions, respectively. The proper location of all these proteins
validates the correct fractionation in all the steps (Figure 1).

Relative protein expression of o,,- and
a,~ARs in presynaptic and PSD fractions of
postmortem human PFC

First, the adequacy of the selected antibodies to specifically label
human o,,- and o,-~ARs was assessed. For this purpose, P2
membranes from two different regions of the human brain were
used (PFC and caudate nucleus) where the relative amounts of
both a,-AR subtypes are known to be different (o, ~-AR protein
expression is higher in the caudate nucleus compared with the
PFC, and inversely for a,,-AR). In addition, the specificity of the
antibodies was also validated using commercial cells that express
either the human w, - or the human o, -AR. After testing several
commercial antibodies, two of them were considered satisfac-
tory. As shown in Figure 2(a), the selected anti human o, ,-AR
antibody (Santa Cruz, sc-1478) showed a stronger expression in
the PFC compared with the candate nucleus and only labelled the
membranes from cells expressing the human o,,-AR. On the
contrary, the selected a,-AR antibody (Elabscience, ENT0300)
showed a stronger signal in the caudate nucleus and labelled only
the membranes from cells expressing human AR subtype.

Using these antibodies, the relative amount of w,,- and o~
ARs was studied in the Pre and PSD fractions characterized in
the present study using Western blot. As shown in Figure 2(b),
iy 4-AR seems to be mainly postsynaptic in the human PFC, with
a relative amount of 95+ 3% present in the postsynapse and the
remaining 5+3% in the presynapse. On the other hand, the
o,~AR subtype showed a more equal distribution between the
pre- and postsynaptic membranes, with a higher relative amount
in the presynapse (60=2% vs. 40£2%).

Effects of age, gender, PMD and storage time
on oy~ and o~ARs” immunoreactivity

The hypothetical influence of age at death, gender, PMD and the
storage time on o,,- and o--ARs’ immunoreactivity was ana-
lysed in synaptosomal, Pre and PSD fractions of 24 control
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Figure 2. Protein expression of wo,,- and «,-adrenoreceptors (ARs)
in presynaptic (Pre) and postsynaptic density (PSD) fractions of
postmortem human prefrontal cortex (PFC) by Western blot. (a)
Validation of the selected antibodies using P2 membranes from two
different brain regions (PFC and caudate nucleus) and membranes
from commercial CHO cells expressing human ct,,-AR or o,-AR. (b)
Representation and quantification of the relative amounts of B-actin-
normalized immunoreactive signal for each receptor subtype in the Pre
and PSD fractions. The experiments in human brain were performed
in & pool preparation containing samples from four subjects (run 3-6
times). Bars represent the mean+SEM values.

samples. o,,-ARs’ immunoreactivity significantly decreased
with the PMD (4-48 h) in synaptosomes (slope = —2.5% of'basal
values per hour, p=0.030) and PSD (slope = —2.93% of basal
values per hour, p=0.014). A muliiple regression analysis con-
firmed these data. For the o,,-ARs’ immunoreactivity in synap-
tosomes, a significant model emerged (F,,,=5.382, adjusted
(adj) R*=0.160, p=0.03). According to this model the best predic-
tor of a,,-ARS” immunoreactivity is the PMD of the subjects (=
—0.443, p=0.003), regardless of age and gender of the subjects
and storage time of the samples. In the same way, for the o,,-
ARs” immunoreactivity in PSD, a significant model emerged
(F) 5,7=7.150, adj R*=0211, p=0.014). According to this model
the best predictor of w;,-ARs" immunoreactivity is the PMD of
the subjects (B= —0.495, p=0.014), regardless of age and gender
of the subjects and storage time of the samples. No significant
correlation was observed with any of the other variables. These
results indicate the impact of PMD over w,,-ARs and highlight
the need for properly matching subjects for this variable when
different groups are compared.

Discussion

The present study demonstrates, tor the first time, a different syn-
aptic location of ¢,,- and e,~AR subtypes in the human PFC.
These data could explain the distinet roles previously described
for both receptor subtypes in modulating the function of this
brain area.
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Both w,,-AR and w,—~AR subtypes are expressed in the
human PFC. Several studies have described that the majority of
the et-ARs in human PFC belong to the o, ,,-AR subtype (Grijalba
et al., 1996; Ordway et al., 1993; Sastre and Garcia Sevilla,
1994). Sastre and Garcia Sevilla (1994) estimated by radioligand
binding experiments that the «,,-AR subtype could represent
approximately 87% of the total a;-AR population in the human
PFC. In the present work, we observed that a great majority of
oy, -ARs are located postsynaptically (95+3%) while o,~AR
subtype would be distributed more homogeneously in both pre-
and postsynaptic locations (60+2% vs. 40=2%, respectively).
That means that the presynaptic a,-AR population could repre-
sent approximately 12% of the total a;-AR population, with a
similar proportion of o, and o, subtypes (~4% and &%, respec-
tively). By contrast, the majority of «,-AR populations would be
located postsynaptically (~88% of total a,-AR), most of them
belonging to the oy, subtype (~83% c,, vs. ~3% a,- of total
c~ARs).

Regarding the subcellular location of a,-ARs, immunohisto-
chemistry studies in animals have revealed their presence in the
cellular soma, dendrites and axon terminals (Aoki et al., 1994). In
accordance with the present results in human PFC, a,,-AR pres-
ence has been demonstrated on postsynaptic densities of the PFC
dendritic spines of pyramidal cells in monkeys (Aoki et al., 1998;
Wang et al., 2007). Conversely, it has been shown that hippocam-
pal o, -ARs in rat are located predominantly in the presynapse
despite being also found in the postsynapse (Milner et al., 1998).
Furthermore, a prominent postsynaptic location of o,-~ARs has
also been reported in catecholaminergic dendrites in the rat locus
coeruleus (Lee et al.,, 1998a). Nevertheless, in other rat brain
regions, o;--ARSs seem to have a presynaptic location (Lee et al.,
1998b). All these data suggest a different synaptic distribution of
w,-AR subtypes among brain regions and probably also between
species.

It is well known that presynaptically located a-ARs act as
autoreceptors and'or heteroreceptors, negatively regulating
noradrenaline (Bucheler et al., 2002; Trendelenburg et al., 2001),
serotonin, acetylcholine and dopamine release (Anden and
Grabowska, 1976; Beani et al., 1978; Numazawa et al., 1995).
The function of postsynaptically located «;-ARs is less known. It
has been suggested that postsynaptic a,-ARs could bi-direction-
ally modulate excitatory synaptic transmission of PFC pyramidal
cells, depending on the noradrenergic tone. Under normal physi-
ological status, o,-AR activation would facilitate excitatory
inputs in pyramidal cells through G-cAMP-HCN signalling
(Wang et al., 2007). By contrast, in conditions of insult or stress,
when noradrenaline is extensively released, a,-ARs could pro-
tect PFC functions by the restriction of the excitatory inputs via
G,-cAMP-PKA-CaMKII-AMPAR signalling (Yi et al., 2013).
Additionally, postsynaptic c,-ARs mediate physiological func-
tions, such as mydriasis in the rat, that can be modulated by anti-
depressant drugs (Menargues et al., 1990).

A genetic dissection (using transgenic mice) of c-ARs™ func-
tions in adrenergic versus non-adrenergic cells has shown that
only a few functions previously ascribed to o,-ARs were medi-
ated by receptors on adrenergic neurons. All other tested effects,
including analgesia, hypothermia, sedation and anaesthetic spar-
ing, required the presence of «,-ARs as heteroreceptors on non-
adrenergic cells (Gilsbach et al., 2009).
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Several behavioural, pharmacological and electrophysiologi-
cal studies in transgenic mice, monkeys and humans have pro-
posed distinct and sometimes opposing roles for both w,-AR
subtypes in the dorsolateral PFC. In this way, it has been sug-
gested that noradrenaline stimulation of postsynaptic e,-ARs
in the PFC is critical for different cognitive processes such as
working memory (Arnsten and Wang, 2016). Likewise, it has
been demonstrated that stimulation of postsynaptic o,,-ARs in
dorsolateral PFC improves working memory performance in
aging monkeys and humans (Jikila et al., 1999; Ramos et al.,
2006). Moreover, a,,-AR agonists such as guanfacine can
improve cognitive deficits in patients suffering from various
brain disorders, such as ADHD and Tourette’s syndrome
(Arnsten and Wang, 2016). This effect would be mediated by the
inhibition of cAMP production induced by «,,-ARs agonists
that would reduce the opening of HCN channels, promoting neu-
ronal activity and increasing the efficacy of nearby synaptic
inputs {Amsten and Wang, 2016). In contrast, overexpression of
or-ARs in mice disrupts execution of spatial and non-spatial
cognitive tasks (Bjérklund et al., 1999) and both preclinical and
clinical studies have shown that the blockade of c,-ARs by
selective antagonists can improve cognitive performance. These
data suggest a therapeutic potential of w,-AR antagonists in
neuropsychiatric disorders associated with cognitive impair-
ments, such as depression, schizophrenia and Alzheimer’s dis-
ease (Uys et al., 2017). These apparently opposite effects
(o, -AR agonists and a,-AR antagonists improving cognition)
could be explained by a different synaptic location of both o-
AR subtypes as here reported. Thus, the blockade of presynaptic
or--ARs would reduce the negative feedback of these receptors
on noradrenaline release. Conversely, the stimulation of the
postsynaptic a,,-ARs would increase neuronal excitability sup-
porting cognitive processes.

Some authors have suggested the hypothesis that an elevated
noradrenergic activity in the PFC may be involved in the symp-
toms of schizophrenia (Ozcetin et al., 2016). Support for this
hypothesis would be the disruption of the prepulse inhibition
(PPI) of the acoustic startle response in schizophrenic patients,
which is also observable in o,-AR knock-out mice (Sallinen
et al., 1998). The involvement of the PFC in the modulation of
PPI has been suggested (Toth et al., 2017). Thus, the previous
data could be explained by a reduction in the negative feedback
on noradrenaline release induced by presynaptic a,~ARs pre-
sent in the PFC. Conversely, the PPI was increased in a,,-AR
knock-out mice (Sallinen et al., 1998), supporting the main post-
synaptic location of this subtype suggested by the results of our
study. The different synaptic location of a,-and o~ AR sub-
types in the human PFC could also explain that both a,-AR ago-
nists, such as clonidine, and atypical antipsychotics that behave
as a,-AR antagonists, such as clozapine or risperidone, are able
to reverse PPI deficits (Le Pen and Moreau, 2002; Oranje and
Glenthaj, 2013).

In conclusion, the present study demonstrates that o,,- and
o--AR subtypes are present in a different proportion in both syn-
aptic sides in the human PFC. These new data could explain
some conflicting effects reported for a.-AR agonists and antago-
nists in this key brain region. Moreover, our present data could
contribute to elucidating the therapeutic potential of selectively
targeting each a,-AR subtype for the pharmacological treatment
of neuropsychiatric disorders.
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El tratamiento farmacolégico actual de la esquizofrenia no es capaz de mejorar los
déficits cognitivos de la misma e incluso puede llegar a empeorarlos. Los receptores
adrenérgicos o (a2-AR) son los encargados de la regulacion fina de la cognicién, y alteraciones
de los mismos se han relacionado con la esquizofrenia. El objetivo de este estudio fue evaluar la
expresidn proteica y la funcionalidad de los subtipos aza-AR y az2c-AR en la corteza prefrontal
dorsolateral (CPFDL) postmortem de sujetos con esquizofrenia y sus controles. Asimismo, se
valoré si el tratamiento antipsicotico pudiera tener algin efecto sobre ellos. En este estudio se
incluyeron 24 sujetos con esquizofrenia (12 con antipsicéticos en sangre en el momento de la
muerte y 12 sujetos sin antipsicoticos en sangre) y 24 controles (sin patologia psiquiatrica
antemortem). Estos sujetos fueron emparejados por sexo, edad, intervalo postmortem y tiempo
de almacenamiento. Se determind la expresion proteica de los subtipos de az-AR y de algunas
proteinas Ga mediante Western Blot en las fracciones subcelulares presinaptica (Pre),
postsinaptica (PSD) y rica en sinaptosomas (SPM). Ademas, se evalu6 la funcionalidad de estos
receptores a través de diferentes tipos de proteinas Ga, en una fraccidn rica en membranas. Este
objetivo se realiz6 mediante experimentos de fijacién de [35S]GTPyS estimulada por el agonista
UK14304, combinado con la inmunoprecipitacion por anticuerpos de las distintas proteinas Ga
(scintillation proximity assay, SPA). Los resultados obtenidos para los aza-AR muestran un
aumento en la expresion proteica, tanto en SPM como en PSD, en los sujetos con esquizofrenia
con antipsicéticos en sangre; mientras que los azc-AR no mostraron ningiin cambio significativo.
En cuanto a la funcionalidad de los a;-AR, se vio que habia una disminucién del efecto mediado a
través de las proteinas Gaiz, Gaiz y Ga, en los sujetos con esquizofrenia con antipsicoticos en
sangre. La sefializacién a través de las proteinas Go, también estaba disminuida de manera
significativa en los sujetos con esquizofrenia sin antipsicoticos en sangre. Ademas se midi6 la
expresion de las proteinas Ga para comprobar que no hubiera ninguna alteracién que guardara
relacién con las alteraciones funcionales observadas. Los resultados mostraron un aumento de
la expresion de las proteinas Gaiz y Ga, en los sujetos con esquizofrenia y antipsicéticos en
sangre en la fracciéon PSD, mientras que en la fraccién Pre solo se vio un aumento de las Ga, en
los sujetos con esquizofrenia sin presencia de antipsicéticos en sangre. Las proteinas Gaiz no
mostraron ningin cambio de expresidon significativo en estas fracciones. Los presentes
resultados demuestran que el tratamiento antipsicético es capaz de modificar en sentido
contrario tanto la expresiéon como la funcionalidad de los aza-AR en la CPFDL de sujetos con
esquizofrenia. Por el contrario, el subtipo azc-AR no parece estar afectado ni por la patologia ni

por la accién del tratamiento antipsicético.
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ABSTRACT

Previous evidence suggests that ay-adrenoceptors (az2-AR) may be involved in the
pathophysiology of schizophrenia. However, postmortem brain studies on az-AR expression and
functionality in schizophrenia are scarce. The aim of our work was to evaluate aza-AR and azc-
AR expression in different subcellular fractions of prefrontal cortex postmortem tissue from
antipsychotic-free (absence of antipsychotics in blood at the time of death) (n=12) and
antipsychotic-treated (n=12) subjects with schizophrenia, and matched controls (n=24).
Functional coupling of a;-AR to Ga proteins induced by the agonist UK14304 was also tested.
Additionally, Ga protein expression was also evaluated. In antipsychotic-free schizophrenia
subjects, a2a-AR and ayc-AR protein expression was similar to controls in all the subcellular
fractions. Conversely, in antipsychotic-treated schizophrenia subjects, increased aza-AR
expression was found in synaptosomal plasma membrane and postsynaptic density (PSD)
fractions (+60% and +79% vs controls, respectively) with no significant changes in
ozc-AR. [35S]GTPyS SPA experiments showed a significant lower stimulation of Gai; and Gaiz
proteins by UK14304 in antipsychotic-treated schizophrenia subjects, whereas stimulation in
antipsychotic-free schizophrenia subjects remained unchanged. Ga, protein stimulation was
significantly decreased in both antipsychotic-free and antipsychotic-treated schizophrenia
subjects compared to controls. Expression of Gaiz protein did not differ between groups,
whereas Gai; levels were increased in PSD of schizophrenia subjects, both antipsychotic-free and
antipsychotic-treated. Ga, protein expression was increased in PSD of antipsychotic-treated
subjects and in the presynaptic fraction of antipsychotic-free schizophrenia subjects. The
present results suggest that antipsychotic treatment is able to modify in opposite directions both
the protein expression and the functionality of aza-AR in the cortex of schizophrenia patients.

Keywords

a2A-Adrenoceptors, a2C-adrenoceptors, human brain, schizophrenia, antipsychotic treatment.
INTRODUCTION proposed a role for noradrenergic

system and aZ2-adrenoceptors (a2-AR) in

the pathophysiology and treatment of

Schizophrenia is a chronic, disabling and
schizophrenia (Maletic et al., 2017).

early-onset disease affecting around 1%
of the population worldwide

(McCutcheon et al, 2019). The core The o2-AR family consists of three

features of schizophrenia are positive
symptoms (i.e. hallucinations and
delusions), negative symptoms (i.e. social
withdrawal and lack of motivation) and
cognitive deficits (i.e. disturbances in
selective attention, working memory and
learning). Several hypotheses have

receptor subtypes (a2A, aZ2B, and a2C),
all of them present in the central nervous
system, that mainly couple to Gai, Gao
and Gas proteins (Qu et al, 2019). The
a2A-AR and a2C-AR subtypes are widely
distributed through the brain, whereas
the a2B-AR subtype is weakly expressed

85



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

and, unlike the a2A and a2C subtypes,
does not seem to participate in the
negative feedback control on
noradrenaline synthesis and release
(Trendelenburg et al.,, 2001). In regard to
a2A-AR and a2C-AR subtypes, it has
been suggested that they could play a
very distinct and specific role in
controlling memory and cognition in
mental disorders such as schizophrenia
(Uys et al, 2017). Thus, it has been
demonstrated that selective «o2A-AR
agonists and a2C-AR antagonists are able
to improve schizophrenia cognitive
symptoms (Betti et al., 2019; Uys et al,
2017). Moreover, selective a2C-AR
antagonists show  antipsychotic-like
effects and ameliorate also social
interaction deficits in animal models of
schizophrenia (Savolainen et al., 2019;
Uys et al, 2016). These differential
subtype-selective effects may be related
to a different synaptic location of both
a2-AR  subtypes in the human
dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC), a
key brain region that has been involved
in the control of cognitive functions and
emotions. Thus, while presynaptic a2-AR
could affect neuropsychiatric symptoms
through effects on neurotransmitter
release regulation, postsynaptic aZ2-AR
could induce a critical regulation of
cognitive processes as working memory
(Arnsten 2011). In this line, we have
previously demonstrated a differential
a2A-AR and a2C-AR expression in
presynaptic membranes (Pre) and
postsynaptic density (PSD) fractions of
postmortem human prefrontal cortex,
where  «a2A-AR is  predominantly
postsynaptic, whereas «a2C-AR s
expressed in a similar extent in both
fractions (Erdozain et al., 2019). Specific
alterations in the expression and/or
functionality of each a2-AR subtype in
the DLPFC could be directly involved in
the different symptoms that appear in
schizophrenia.

Thus, the aim of the present study was to

assess the protein expression of aZA-AR
and a2C-AR subtypes in different

86

subcellular fractions of postmortem
DLPFC of schizophrenia subjects.
Moreover, we also analysed the
functionality of different Ga protein
subtypes mediated by a2-AR activation.
Finally, we evaluated Ga protein
subtypes protein expression in the same
samples.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Postmortem human brain samples

Human brain samples were obtained at
autopsy in the Basque Institute of Legal
Medicine, Bilbao, Spain. Samples from
the DLPFC (Brodmann’s area 9) were
dissected at the time of autopsy and
immediately stored at -80°C until assay.
A toxicological screening on blood at the
time of  death (detection of
antidepressants, antipsychotics,
psychotropic drugs and ethanol) was
performed at the National Institute of
Toxicology, Madrid, Spain. All the
reported results of drugs and
psychotropic drugs were confirmed by
high-performance liquid
chromatography coupled to mass
spectrometry in tandem (UPLC-MSMS).
This study included samples from 48
subjects, 24 subjects with an antemortem
diagnosis of schizophrenia based on DSM
and ICD criteria, and 24 control subjects
(with no antemortem diagnosis of
neurological or psychiatric disorders)
carefully matched for age, sex, storage
time and postmortem delay (time
interval between death and autopsy,
PMD). All of these parameters were not
statistically different between groups, as
shown in table 1 (p > 0.05, two tailed ¢-
test). The schizophrenia subjects were
divided into 12 antipsychotic-free (AP-
free) and 12 antipsychotic-treated (AP-
treated) subjects according with the
presence or absence of antipsychotics in
blood at the time of death.
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Table 1: Sex, age. PMD and storage time of subjects included in the study. Quantitative

variables are expressed as mean+5EM (standard error of the mean).

ALL AP-free AP-treated
24 C 245 12 C 125 12 C 125
S5ex (M/F) 16/8 16/8 9/3 9/3 7/3 IE
Age [vears) 43+2 43+2 d4+2 43+2 42+3 4243
PMD (hours) 18+2 16+2 15+3 17+4 21+3 15+2
Storage time 102+12 Q3+6 112+21 Q6+8 02+11 100+10
(months)

All  demographic characteristics of
subjects are shown in supplementary
table 1. The study was developed in
compliance with policies of research and
ethical review boards for postmortem
brain studies.

Preparation of subcellular fractions
for Western Blot assays

Human postmortem samples were
fractionated as previously described
(Erdozain et al, 2019) to obtain
synaptosomal plasma membrane (SPM),
postsynaptic  density  (PSD), and
presynaptic membrane (Pre) fractions.
The protein concentration of each
sample was quantified using a Bio-Rad
DC Protein Assay Kit with BSA as
standard. Pairs of samples (1g of DLPFC
tissue from each subject) from
schizophrenia subjects and matched
controls were always simultaneously
processed. All steps were performed at
4°C and obtained fractions of each
subject were stored at —80°C until assay.

Preparation of membrane enriched
fractions for functional assays

Human postmortem membrane enriched
fraction (P2 fraction) was obtained as
previously described (Diez-Alarcia et al.,
2016) with minor modifications.
Postmortem brain samples were thawed
at 4°C and homogenized (10 strokes
maximum speed glass/Teflon potter) in
20 volumes of homogenization buffer (50
mM Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl2, 1
mM DTT and 0.32 M sucrose; pH 7.4).

The homogenates were centrifuged at
1,000 x g for 15 min at 42C (Sorvall RC-
5C centrifuge, SM-24 rotor; Fisher
Scientific, Madrid, Spain). The
supernatants were recentrifuged at
40,000 x g for 10 min at 4°C and the
pellets were resuspended in 10 volumes
of homogenization buffer and
recentrifuged at 40,000 x g for 10 min at
4°C. The pellets were resuspended in 5
volumes of centrifugation buffer (50 mM
Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM MgCI2 and 1
mM DTT; pH 7.4). The P2 membranes
were aliquoted (0.6 mg of protein each
aliquot) and centrifuged (Eppendorf
5810R centrifuge; Eppendorf, Madrid,
Spain) at 21,000 x g for 10 min at 4°C.
The supernatants were discarded and the
pellets stored at -80°2C until assay.
Protein content was determined by the
method of Bradford with BSA as
standard. Pairs of samples from
schizophrenia  subjects and their
matched controls were always
simultaneously processed.

Western blot

Western blot assays were performed as
previously described (Brocos-Mosquera
et al,, 2018) with minor modifications.
Samples were prepared in reducing and
denaturing conditions (100 mM DTT, 2%
SDS, 8% glycerol, 0.01% bromophenol
blue and heated at 952C for 5 min).
Denatured samples were resolved on
10% SDS-PAGE gels and transferred to
nitrocellulose membranes
(AmershamTM ProtranTM 0.45 pm NC).
Then, membranes were blocked with 5%
non-fat dry milk in phosphate-buffered
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saline (PBS) and incubated overnight
with the primary antibodies (shown in
supplementary table 2) Next day,
membranes were incubated with the
corresponding fluorescent secondary
antibodies (supplementary table 2). The
immunoreactive signal was detected
using the Odyssey infrared imaging
system (LI-COR Biosciences, Nebraska,
USA) and was quantified (as integrated
intensity values) using Image Studio
LiteTM 5.2. The immunoreactivity value
of the target proteins was corrected by
the corresponding value of B-actin; and
then, calculated as a percentage of a
standard sample pool loaded in every
single gel to control for inter-assay
variability. Results are expressed as
means*SEM  values, considering the
mean value of the control standard
sample pool as 100%. The statistical
analyses and graphical representations
were carried out with GraphPad Prism
8®. Statistical analysis for comparison of
the means between control and
schizophrenia subjects was performed by
a two-tailed paired Student's t-test.
Statistical significance was set at p<0.05.
Before the statistical analyses, the data
were inspected for outliers using Grubb's
test.

Antibody-capture [35S]GTPYS
scintillation proximity assay

Activation of specific Ga protein
subtypes was  determined  using
[35S]GTPyS binding assays followed by
incubation with specific antibodies
against each Ga protein subtype of
interest and SPA beads. Different
concentrations of GDP were used for
each Ga subtype assay to optimize the
protocol (supplementary table 3). The
chosen UK14304 concentration (10 pM)
corresponds to that promoting maximum
effect (Emax) for all the studied subtypes
in preliminary  concentration/effect
studies (data not shown). Nonspecific
binding was defined as the remaining
[35S]GTPyS binding in the presence of 10
uM of unlabelled GTPyS. To prove that
the stimulation of Ga protein subtypes
was mediated by a2-AR, the specific
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antagonist RX821002 (10 pM) was used
to antagonize the effects. SPA assays
were performed as previously described
(Diez-Alarcia et al, 2016) with minor
modifications. Assays were performed in
96-well  IsoPlates  (Perkin  Elmer
LifeSciences, Maanstraat, Germany). The
final volume contained 1 mM EGTA, 3
mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0.2 mM DTT,
50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 04 nM
[35S]GTPyS, 12 pg of protein per well,
and different concentrations of GDP.
Bound radioactivity was detected on a
MicroBeta TriLux scintillation counter
(Perkin Elmer S.L., Madrid, Spain). The
experiments of each schizophrenia
subject and its paired control were
performed  simultaneously.  Specific
[35S]GTPYS  binding values were
transformed to percentage of basal
[35S]GTPyS binding (binding values in
the absence of any exogenous drug)
obtained for each Ga protein. Statistical
analysis of stimulation over basal binding
was performed by one-sample Student's
t-test (p<0.05). Comparison between
control and schizophrenia subjects was
performed by two-tailed paired Student's
t-test (p<0.05).

RESULTS

Quantification of «a2-AR subtypes
immunoreactivity in  subcellular
fractions of postmortem brain samples
of subjects with schizophrenia and
matched controls

The expression of a2A-AR and a2C-AR
subtypes was measured by western blot
in SPM, PSD and Pre fractions. In SPM
fraction, the a2A-AR immunoreactivity
showed no significant difference
between schizophrenia subjects and
their matched controls. When the
schizophrenia group was divided by
presence or absence of antipsychotics in
blood, a significant increase in the a2A-
AR level was observed in AP-treated
subjects compared with matched
controls (+60+22%, p=0.025) but not in
AP-free subjects vs matched controls
(Fig. 1A).
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Figure 1: a2A-AR and a2C-AR subtypes expression in 5PM, PSD and Pre fractions of
postmortem DLPFC from schizophrenia subjects (5) and matched controls (C). Data shown
are mean+5EM wvalues of 3-3 independent experiments and express as normalized
immunoreactivity levels (normalized for both B-actin and inter-assay variability control).
Data correspond to: 24 schizophrenia subjects (grey bars), 24 matched controls (white
bars), 12 AP-free schizophrenia subjects (light grey bars) and 12 AP-treated schizophrenia
subjects (dark grey bars). A-B: a2A-AR immunoreactivity in 5PM fraction (A) and P5D
fraction (B). C-E: a2C-AR immunoreactivity in SPM fraction (C), P5SD fraction (D) and Pre
fraction (E). *p<0.05 (two-tailed paired t-test).

In PSD fraction, the a2A-AR
immunoreactivity showed a significant
increase in schizophrenia subjects
compared with matched controls
(+45£18%, p=0.026). This increase
remained significant in AP-treated
subjects vs matched controls (+79+27%,
p=0.015) but not in AP-free subjects
(Fig.1B).

The low expression of aZ2A-AR in Pre
fraction, as  previously  reported
(Erdozain et al., 2019), made impossible
to quantify the immunodensity of this
subtype in the main part of the samples.
Thus, these data are not shown and
comparison between groups was not
performed.

The a2C-AR levels were not significantly
different between schizophrenia subjects
and controls in any of the subcellular
fractions analysed (SPM, PSD and Pre).
There were also no significant
differences in any of the fractions when
schizophrenic subjects were divided into
AP-treated and AP-free (Fig. 1C-E).

Assessment of Ga protein subtypes
stimulation by UK14304 in
postmortem human brain membranes
of subjects with schizophrenia and
matched controls

Preliminary [35S]GTPyS SPA assays were
carried out with the different subcellular
fractions (SPM, PSD and Pre) used for
western blot experiments, but no
[35S]GTPYS binding was obtained for any
of the studied subunits, probably due to
technical incompatibilities between the
cellular fractioning method and the
[35S]GTPyS SPA assays. Thus, membrane
enriched fraction preparations (P2) were
used for this kind of assays.

Firstly, we characterized the profile of
[35S]GTPYS binding stimulation to
different Ga protein subtypes by the a2-
AR agonist UK14304 (10 pM) in P2
membranes of postmortem human
DLPFC from a pool of 5 control subjects
(Fig. 2). UK14304 was only able to
significantly stimulate Gai2 (122+4%,
p=0.030), Gai3 (118+3%, p=0.024) and
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Figure 2: Stmulation of different Ga protein subtypes (Goil, Goi2, Guild, Gao, Gag/11,
Goes, Goz and Gul2/13) by UK14304 (10 pM) alone (black bars) or in the presence of
FX821002 (10 uM) (white bars). Experiments were performed in P2 membranes of
postmortem human DLPFC from a pool sample of 5 control subjects. Data are shown as
mean+5EM of 3 different experiments carried out in triplicate. The significant stimulation
over basal is represented by # p=<0.05 (one-sample t-test).

Goo (115%2%, p=0.026) proteins, but not
any of the other subtypes studied (Gail,
Gas, Gaq/11, Gaz and Ga12/13) (Fig. 2).
In order to prove that this Ga proteins
stimulation was specific and mediated by
the a2-AR, experiments were repeated in
the presence of the a2-AR antagonist
RX821002 (10 uM). Co-incubation with
RX821002 antagonized the UK14304
induced stimulation of all Ga protein

subtypes (Fig. 2).

After this preliminary characterization
we proceeded to measure the stimulation
of Gai2, Gai3 and Goao proteins by
UK14304 (10 pM) in P2 membranes of
DLPFC samples from schizophrenia
subjects and their matched controls.
UK14304 induced stimulation of GaiZ
protein was significantly decreased in
schizophrenia subjects (-9+3%, p=0.008)
when compared with controls (Fig. 3A).
When schizophrenia subjects were
divided by the presence or absence of
antipsychotic in blood, Gai2 stimulation
was significantly lower in AP-treated
subjects vs their controls (-14+4%,
p=0.009) but not in AP-free patients (Fig.
3A).

The Gai3 protein was significantly
stimulated by UK14304 in all the

90

experimental groups (Fig. 3B). When the
stimulation was compared between
groups, there was a significant decrease
in total schizophrenia (-6£2%, p=0.019)
and AP-treated subjects (-8+2%,
p=0.004) compared with their
corresponding controls, but not in AP-
free subjects (Fig. 3B).

The a2-AR agonist UK14304 only
stimulated significantly Gao protein in
membranes of control subjects (Fig. 3C).
Thus, when compared with controls,
schizophrenia  subjects showed a
significant decrease in Gao stimulation (-

12+2%, p=0.0004). This significant
decrease was observed both in AP-free (-
13£5%, p=0.029) and AP-treated

subjects (- 11+2%, p=0.002) regarding
their matched controls (Fig. 3C).

No differences were found in [35S]GTPYS
basal binding values for any of the Ga
subunit subtypes between schizophrenia
(S) and control (C) subjects (Gai2 C:
93+6 fmol/mg prot; Gai2 S: 99%5
fmol/mg prot; Gai3 C: 59+4 fmol/mg
prot.,; Gai3 S: 59+3 fmol/mg prot.; Gao C:
156+£7 fmol/mg prot; Goo S: 164%7
fmol/mg prot.), nor even when the
presence or absence of antipsychotic
drugs in blood at the time of death was
considered (data not shown).
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Figure 3: UK14304 (10 pM) induced stimulation of [3535]GTPy5 binding to Gai2 (4), Gai3
(E) and Guo (C) protein subtypes in DLPFC membranes of 24 control subjects (white bars)
and 24 schizophrenia subjects (grey bars). Schizophrenia group was divided in 12 AP-free
(light grey bars) and 12 AP-treated subjects ([dark grey bars) ws their matched controls.
Data are shown as mean+5EM of specific [335]GTPyS binding values transformed to
percentage of basal [3535]GTPy5 binding (binding values in the absence of any exogenous
drug) obtained for each Ga protein and considered as 100%. The significant stimulation
over basal is shown by # p<0.05, ## p<0.01, ### p=<0.001 (one-sample t-test). Significant
differences between groups are demoted by *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 [two-tailed
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Quantification of Ga protein subtypes
expression in subcellular fractions of
postmortem brain samples of subjects
with schizophrenia and matched
controls

The Gai2, Gai3 and Gao protein subtypes
expression was measured by western
blot in PSD and Pre fractions. In PSD
fraction, the Gai2 protein
immunoreactivity showed a significant
increase in schizophrenia subjects when
compared with matched controls
(+89+22%, p=0.0006). This significant
increase was also observed in both AP-
free (+38+16%, p=0.035) and AP-treated
subjects (+140+37% p=0.003) vs their
controls (Fig. 4A). In Pre fraction, Gai2
protein levels were similar between the
different groups analysed (Fig. 4B).

The immunoreactivity of Gai3 protein
subtype showed no differences between
schizophrenia subjects and matched
controls in any fraction. There were also
no differences when schizophrenia
subjects were divided by presence or
absence of antipsychotic drugs in blood
at the time of death (Fig. 4C-D). The Gao
protein immunoreactivity was
significantly = higher in PSD  of
schizophrenia subjects than in matched

controls (+12%£3%, p=0.0012). This
increase  remained  significant in
AP-treated subjects (+18+5%, p=0.006),
but not in AP-free subjects (Fig. 4E). In
the same way, Gao protein expression
was increased in the Pre fraction of
schizophrenia  subjects  (+39+10%,
p=0.0006) compared to matched
controls. However, in this fraction, the
increase remained significant in AP-free
subjects (+49+11%, p=0.002) but not in
AP-treated subjects (Fig. 4F).

DISCUSSION

Schizophrenia is a devastating disease
that significantly alters the daily lives of
people who suffer from it. Currently
available antipsychotics are effective for
treating the positive symptoms of the
illness and for reducing the risk of
relapse. However, antipsychotics not
only do not improve the negative and
cognitive symptoms of the disease, but
could even worsen them in some cases
(Husa et al, 2017). Thus, the poor
efficacy of antipsychotic drugs to
improve cognitive impairments of
schizophrenia highlights a current unmet
need in the treatment of this psychiatric
disorder (Forray and Buller, 2017).
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In humans and non-human primates, the
DLPFC is the main anatomical substrate
for cognitive activities, especially
working memory, representing a basic
component of executive functions. In this
sense, alterations of the DLPFC and its
connections have been described in
schizophrenia (Lett et al, 2014). The
noradrenergic system has a fundamental
role in the regulation of cognitive
functions in the DLPFC (Robbins and
Arnsten, 2009). In this context, a2A-AR
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have been linked with working memory
and prefrontal cortex function (Wang et
al, 2007, McClure et al, 2007). Under
basal conditions, noradrenergic tone on
layer III pyramidal cells of the DLPFC is
maintained through postsynaptic o2A-
AR (Arnsten and Goldman-Rakic, 1985;
Arnsten et al,, 2012). Thus, the activation
of a2A-AR by selective agonists such as
guanfacine enhances DLPFC-dependent
working memory while unspecific
activation of all a2-AR subtypes with
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clonidine has little effect (Arnsten and
Goldman-Rakic, 1985). Furthermore,
injury to the presynaptic noradrenergic
pathways enhances the actions of
guanfacine, whereas a2A-AR mutations
impair its procognitive activity (Arnsten
and Goldman-Rakic, 1985; Franowicz et
al, 2002). These data suggest that a
significant part of the cognitive effects
induced by a2A-AR agonists is mediated
by postsynaptic a2A-AR. In this line, it
has been suggested that selective a2A-AR
agonists, such as PT-31, may act via
postsynaptic mechanisms to enhance
excitatory transmission in cortical
circuits (Betti et al., 2019). Accordingly, it
has been shown that a2-AR agonists
increase synaptically evoked excitatory
postsynaptic potentials in rat frontal
cortical neurons recorded in vitro (Carr
et al, 2007). Moreover, postsynaptic
a2A-AR heteroreceptors stimulation has
been associated with working memory
and with the functional connectivity of
prefrontal cortex networks through a
mechanism mediated by inhibition of
cAMP production (Wang et al., 2007).
Alternatively, inhibition of presynaptic
a2C-AR  may also enhance DLPFC
cognitive activity. Therefore, a2C-AR
selective antagonists  have also
demonstrated procognitive effects (Uys
et al,, 2017). In this context, it would be
plausible the hypothesis that alterations
in the different subtypes of a2-AR found
in different cell populations and/or
synaptic locations in the DLPFC could be
implicated in the cognitive symptoms
that appear in schizophrenia.

Our present results demonstrate that
a2A-AR and a2C-AR expression is not
significantly altered in the DLPFC of
schizophrenia subjects without
antipsychotic  presence in  blood,
although, as we will discuss further on, a
decreased signalling has been detected.
Previous binding studies have also
reported no changes in total «a2-AR
protein levels in the postmortem brain of
schizophrenia subjects (Dean, 2003;
Klimek et al, 1999). However, they did
not differentiate  between  «a2-AR
subtypes and their pre- or postsynaptic
location nor did take into account the
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possible effect of  antipsychotic

treatment.

In this sense, our results showed that
antipsychotic  treatment seems to
increase a2A-AR levels in SPM and PSD
fractions. It has been reported that many
antipsychotic drugs act as «2-AR
antagonists. In fact, antagonism at a2-AR
seems to be more pronounced for
atypical than for first-generation
antipsychotics with a preference for a2C-
AR over a2AAR (Brosda et al, 2014). It
would be tempting to speculate that this
increase in a2A-AR expression is due to
an adaptive mechanism of the DLPFC
that attempts to compensate for
continued o2-AR blockade caused by
chronic antipsychotic treatment. In this
line, it has been reported that chronic
clozapine treatment significantly
increased al-AR density in rat frontal
cortex (Cahir et al., 2004). Although we
observed a slight trend to increased a2C-
AR expression in AP-treated subjects,
mainly in PSD membranes, changes in
a2-AR immunodensity only reached a
significant level for a2A-AR, both in SPM
and PSD fractions. This could be
explained by the fact that «o2A-AR
subtype represents the majority of a2-
ARs in DLPFC, especially at postsynaptic
location (Erdozain et al, 2019). In this
context, it is also noteworthy to remark
that all the current AP-free subjects had
received antipsychotic prescription and
should not be considered never-treated
(naive) subjects.

Suicide is one common confounding
factor to be controlled in studies with
postmortem human brain tissue. In this
sense, it has been reported that a2-AR
density is increased in the postmortem
brain of suicide victims (Pandey and
Dwivedi, 2007). In the present work, 17
of the 24 subjects with schizophrenia
died by suicide. However, the number of
suicide victims was very similar between
AP-free (n=10) and AP-treated (n=7)
subjects included in our study. This fact
makes it difficult that the differences in
the expression of a2A-AR found between
both groups would be due to the suicide

93



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

factor. Moreover, there were no
statistically significant differences in the
expression of aza-AR and ozc-AR between
suicide and non-suicide patients.

Although coupling of a2-AR to Gas has
been described in cell lines (Eason et al,,
1992, Eason and Ligget, 1995) both with
endogenous ligands and synthetic ones,
such as UK14304 (Eason et al,, 1994), no
stimulation of this subunit was observed
in postmortem human DLPFC
membranes under our experimental
conditions. In control samples, UK14304
triggered the activation of Gai2, Gai3 and
Goo subunits.

Surprisingly, and in spite of the increase
in a2A-AR immunodensity, the present
study reports for the first time that the
a2-AR functional coupling to Gai2, Gai3
and Goo proteins

is reduced in the DLPFC of subjects with
schizophrenia. Moreover, while the
decrease in GaiZ and Gai3 proteins
activation seems to be a consequence of
antipsychotic treatment, the reduction of
the Gao protein pathway activity appears
both in AP-free and AP-treated subjects.

The presynaptic o2-AR couple to
heterotrimeric Goi/o proteins when
activated by noradrenaline, leading to
inhibition of adenylyl cyclase and
voltage-gated calcium channels that
inhibit neurotransmitters release.
Additionally, it has been suggested that
postsynaptic a2-AR could bi-
directionally modulate excitatory
synaptic transmission of PFC pyramidal
cells, depending on the noradrenergic
tone. Under normal physiological status,
a2-AR  activation would facilitate
excitatory inputs in pyramidal cells
through  Gai-cAMP-Hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated (HCN)
channels signalling (Wang et al., 2007).
By contrast, in conditions of insult or
stress, when noradrenaline is extensively
released, «o2-AR could protect PFC
functions by the restriction of the
excitatory inputs via Gi-cAMP-PKA-
CaMKII-AMPAR signalling (Yi et al,
2013).
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The decreased activity through a2-AR
here reported would alter normal
noradrenergic tone and cortical circuitry
regulation in the DLPFC and induce some
of the cognitive deficits found in
schizophrenia patients. In this way, it has
been reported that functional loss of the
a2A-AR subtype, but not of the a2C-AR,
weakened the performance of frontal
cortical tasks in mice (Franowicz et al,
2002).

One of the limitations of our study is that
UK14304 is a non-subtype selective
agonist. Thus, we cannot determine the
contribution of each a2-AR subtype to
the changes in activity. In this sense, it
has been reported that ~90% of the a2-
AR located in the brain belong to the
a2A-AR subtype (Grijalba et al, 1996;
Biicheler et al., 2002). Thus, it is possible
that the a2A-AR subtype located
postsynaptically, being the main a2-AR
subtype in the DLPFC (Erdozain et al,
2019), could be responsible for most of
the o2- AR activity detected in our
assays. In this sense, the activation of
postsynaptic a2A-AR by selective
agonists such as guanfacine could be
useful to restore its normal functioning
in the DLPFC and to improve cognitive
function in schizophrenia, as it has been
previously described in non-human
primates (Arnsten and Goldman-Rakic,
1985).

As our functional assays directly
measure the activation of G proteins by
GPCRs, changes in the expression level of
Ga subunits must always be taken into
consideration. Although previous data
from our group and others, described no
changes in the expression level of
different Goa subunit subtypes in
membrane homogenates from DLPFC of
subjects with schizophrenia (Okada et al.,
1994; Garcia-Bea et al, 2019), in the
present work, an increase in expression
levels of Gai2, and Gao but not of Gai3,
was observed in PSD fractions in
schizophrenia group. Moreover, this
increase was higher in the group of
samples from subjects with antipsychotic
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drugs in blood at the time of death. In the
presynaptic fraction only a higher
expression of Goao in AP-free subjects
was found. These results highlight, again,
the relevance of considering the cellular
location of receptors, and suggest the
existence of different pre- and
postsynaptic regulatory processes. In
spite of these increases in Ga proteins
expression level, no changes in
[3°S]GTPYS basal binding levels were
found for any of the studied subunits.

In concordance with our results, a
positive and significant correlation
between «2-AR density and the
abundance of Gail/2, Gai2 and Gf, but
not of Gai3 subunits, has been shown in
postmortem human brain, suggesting the
existence of a relevant relationship
between these receptors and their
signalling proteins (Sastre et al, 2001).
Moreover, decrease in Gai proteins
expression has been described as a
primary mechanism for «a2- AR
desensitization processes after long-term
agonist exposure (Eason and Liggett,
1992). This regulatory process would be
different for oa2A-AR and «a2C-AR
subtypes, and probably dependent on
cellular background and subcellular
localization.

In conclusion, our present results
demonstrate that the antipsychotic
treatment is able to modify both the
protein expression and functionality of
a2A-AR in the DLPFC of schizophrenia
patients. Moreover, these changes seem
to go in the opposite direction and do not
affect the a2C-AR subtype. This could be
explained as a compensatory mechanism
of the brain itself to try to compensate
for the changes induced by antipsychotic
treatment. Thus, a possible role of
selective a2-AR drugs in the treatment of
cognitive deficits present in patients with
schizophrenia or associated with the
current antipsychotic treatment could be
justified.
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Supplementary table 1: Demographic characteristics, psychiatric diagnosis and
toxicological findings of individual subjects included in the study. M: male; F: female; PMD:
postmortem delay; CRF: cardiorespiratory failure.

Diagnosis Sex Age Cause of 1471)) Storage Antipsychotic drugs
(M/F) death (hours) time in blood
(years) (months)
Schizophrenia M 31 Suicide 14 145 ()
(jumping)
Control M 32 Accident 4 42
(hit by a car)
Schizophrenia M 48 Suicide (train) 20 141 (-)
Control M 47 Natural (CRF) 17 162
Schizophrenia M 45 Suicide 3 125 (-)
(jumping)
Control M 48 Accident 7 162
(traffic)
Schizophrenia F 37 Suicide (drug 58 109 )
intoxication)
Control F 36 Homicide 38 233
Schizophrenia M 46 Suicide 22 100 ()
(jumping)
Control M 46 Natural 24 86
(heart attack)
Schizophrenia F 37 Suicide 26 68 ()
(jumping)
Control F 38 Accident 22 65
(hit by a car)
Schizophrenia M 48 Suicide 11 69 ()
(jumping)
Control M 49 Natural (CRF) 8 62
Schizophrenia M 35 Suicide 5 71 )
(hanging)
Control M 37 Accident 6 254
(traffic)
Schizophrenia F 59 Natural (CRF) 9 76 (-)
Control F 57 Accident 4 114
(traffic)
Schizophrenia M 45 Suicide 18 78 ()
(jumping)
Control M 47 Accidental 15 63
(traffic)
Schizophrenia M 34 Natural (CRF) 15 81 (-)
Control M 34 Accident 17 40
(traffic)
Schizophrenia M 52 Suicide 7 85 ()
(jumping)
Control M 51 Accident 13 65
(traffic)
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Schizophrenia M 44 Natural (CRF) 7 150 Clotiapine
Levomepromazine
Control M 44 Accidental 23 69
(hit by a car)
Schizophrenia F 30 Suicide (toxic 28 133 Haloperidol
ingestion)
Control F 30 Accident 18 76
(traffic)
Schizophrenia M 35 Natural (CRF) 11 89 Clozapine
Control M 36 Accident 18 159
(work)
Schizophrenia F 60 Natural 23 73 Clozapine
(peritonitis) Amisulpiride
Control F 60 Natural 48 79
(cerebral
hemorrhage)
Schizophrenia M 56 Natural (CRF) 12 78 Olanzapine
Clotiapine
Control M 54 Accident 16 69
(work)
Schizophrenia M 41 Homicide 17 44 Clozapine
(knife)
Control M 40 Accident 18 158
(work)
Schizophrenia M 41 Suicide 11 45 Clotiapine
(knife)
Control M 41 Natural 14 80
(heart attack)
Schizophrenia M 42 Suicide 14 89 Risperidone
(toxic
ingestion)
Control M 43 Natural (CRF) 20 61
Schizophrenia M 36 Suicide 8 110 Olanzapine
(toxic
ingestion)
Control M 36 Accident 23 70
(crushed)
Schizophrenia F 28 Suicide 22 125 Risperidone
(jumping)
Control F 32 Accident 19 140
(traffic)
Schizophrenia F 48 Suicide 17 127 Olanzapine
(jumping) Clotiapine
Control F 50 Natural (CRF) 11 86
Schizophrenia F 42 Suicide 14 136 Clozapine
(toxic Sulpiride
ingestion)
Control F 41 Accident 22 58

(crushed)
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Supplementary table 2: Antibodies and different incubation conditions used in Western

Blot assays.

Primary antibodies

Target Decription Comercial firm Catalog # Ab Ab Ab
dilution dilution dilution
in SPM in PSD in Pre
a2A-AR Polyclonal goat-anti-azs- Santa cruz sc-1478 1:1000 1:1000 1:400
adrenoreceptor biotechnology,inc
a2C-AR Polyclonal Rabbit-anti-azc- Elabscience ENTO0300 1:1000 1:1000 1:1000
adrenoreceptor
Gai Polyclonal Rabbit anti-Ggiz Santa cruz sc-7276 1:250 1:500
biotechnology,inc
Gais Polyclonal Rabbit anti-Ggiz Santa cruz Sc-262 1:200 1:100
biotechnology,inc
Gop Monoclonal Mouse anti-Ggo Santa cruz sc-393874 1:200 1:500
biotechnology,inc
Gas Polyclonal Rabbit anti-Ggs Santa cruz sc-383 1:200 1:500
biotechnology,inc
B-actin  Monoclonal Mouse-anti-f3-actina Sigma-aldrich A1978 1:500 000 1:500000 1:50 000
B-actin  Polyclonal Rabbit-anti-f-actina Abcam ab8227 1:20 000 1:5000
Secondary antibodies
Target Decription Comercial firm Catalog # Ab dilution
Goat Alexa Fluor 680 Donkey anti-goat Invitrogen A21084 1:4000
Mouse  Alexa Fluor 680 Goat anti-mouse Invitrogen A21057 1:4000
Mouse DyLight 800 Donkey anti-mouse Rockland 610-745-002 1:6000
Rabbit  Alexa Fluor 680 Goat anti-rabbit Invitrogen A21076 1:4000
Rabbit  DyLight 800 Donkey anti-rabbit Rockland 611-745-127 1:6000

Supplementary table 3: Antibodies for Ga protein subtypes and GDP concentrations used
in SPA assays.

Primary antibodies

Target Decription Comercial firm Catalog # Ab GDP
dilution  concentration

Gaiq Monoclonal Mouse anti-Gai1 Santa cruz biotechnology,inc ~ sc-56536 1:20 100 uM
Gaiz Polyclonal Rabbit anti-Gaiz Santa cruz biotechnology,inc  sc-7276 1:20 50 uM
Gais Polyclonal Rabbit anti-Ggis Santa cruz biotechnology,inc  sc-262 1:30 100 uM
Gop Monoclonal Mouse anti-Ggo Santa cruz biotechnology,inc sc-393874 1:40 50 uM
Gos Polyclonal Rabbit anti-Gs Santa cruz biotechnology,inc  sc-383 1:20 100 uM
Gogi1 Polyclonal Rabbit anti-Gag/11 Santa cruz biotechnology,inc  sc-392 1:20 50 uM
Gaiz/13  Polyclonal Rabbit anti-Gqi2/13  Santa cruz biotechnology,inc  sc-28588 1:20 100 uM
Ga, Polyclonal Rabbit anti-Gg, Santa cruz biotechnology,inc  sc-388 1:20 100 uM
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ARTICULO 3

Los receptores adrenérgicos a, (a2-AR) participan en la regulacion de la liberacion
de neurotransmisores y de la cognicion. En esquizofrenia (SZ) existe una disfuncién en la
neurotransmision y déficits cognitivos. La corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL) integra
las funciones cognitivas en humanos. Los subtipos az-AR presentes en ella son los aza y los
azc, cuyos genes son ADRA2A y ADRA2C. Algunos estudios han sugerido que los az-AR
podrian estar alterados en SZ y ser responsables de dichos sintomas cognitivos. El objetivo
de este estudio fue determinar la posible existencia de alteraciones en la expresion génica
o en las modificaciones epigenéticas de los promotores de los genes ADRA2A y ADRA2C en
la CPFDL de sujetos con SZ y, observar si el tratamiento antipsicético pudiera alterarlos. Se
incluyeron 24 sujetos con SZ (12 con antipsicdticos en sangre en el momento de la muerte
y 12 sujetos sin antipsicOticos en sangre) y 24 controles (sin patologia psiquiatrica
antemortem). Estos sujetos fueron emparejados por sexo, edad, intervalo postmortem y
tiempo de almacenamiento. El ARNm se extrajo de la CPFDL y se someti6 a una PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). También se realizé una RT-qPCR del ARNm extraido
a ratas tratadas de forma aguda o crénica con los antipsicoticos haloperidol, clozapina y
risperidona. Para determinar posibles alteraciones en las modificaciones epigenéticas en
los sujetos con SZ, se extrajo ADN de la CPFDL, se inmunoprecipité la cromatina con
anticuerpos frente a cada una de las marcas epigenéticas estudiadas y después se realizd
una RT-qPCR. La mayoria de las modificaciones epigenéticas estudiadas son permisivas
(H3K4me3, AcH3, AcH3K9, AcH3K27, AcH4K5, AcH4K16), pero se incluy6 también una
represiva (H3K27me3). Los resultados obtenidos fueron un aumento en la expresion del
ARNm del gen ADRA2A en sujetos con SZ y antipsicéticos en sangre, mientras que el
ARNm de ADRA2C mostré un aumento de expresion en el grupo total de sujetos con SZ. El
estudio del ARNm de ratas mostr6 un aumento del correspondiente al gen ADRA2C en los
animales tratados con clozapina (crénico y agudo). En el promotor del gen ADRA2A en
sujetos con SSZ, se vio un aumento en la marca represiva (H3K27me3) y en una de las
marcas permisivas (H3K4me3). En los sujetos con antipsicéticos en sangre, se mantuvo el
aumento de la marca represiva y se vio un aumento de una nueva marca permisiva
(AcH4K16). En el promotor del gen ADRA2C también se vio un aumento de la marca
represiva (H3K27me3) en los sujetos con SZ, y un aumento de las marcas permisivas
AcH3K9 (también observada en sujetos sin antipsicéticos) y AcH4K5 (también visto en los
sujetos con antipsicoticos). Estos resultados pueden sugerirnos que los genes ADRA2A y
ADRAZ2C se regulan de manera diferente, tanto a nivel génico como epigenético, y que los

antipsicéticos pueden interferir en dicha regulacion.
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ABSTRACT

Postsynaptic aza-adrenoceptor density is enhanced in the dorsolateral prefrontal cortex
(DLPFC) of antipsychotic-treated schizophrenia subjects. This alteration might be due to
transcriptional activation, and could be regulated by epigenetic mechanisms such as
histone posttranslational modifications (PTMs). The aim of this study was to evaluate a;-
adrenoceptor subtypes codifying genes ADRA2A and ADRA2C expression, and permissive
and repressive histone PTMs at gene promoter regions in DLPFC of subjects with
schizophrenia and matched controls (n=24). We studied the effect of antipsychotic (AP)
treatment in AP-free (n=12) and AP-treated (n=12) subgroups of schizophrenia subjects
and in rats acutely and chronically treated with antipsychotics. ADRA2A mRNA expression
was selectively upregulated in AP-treated schizophrenia subjects (+93%) whereas
ADRA2C mRNA expression was upregulated in all schizophrenia subjects (+53%)
regardless of antipsychotic treatment. Acute and chronic clozapine treatment in rats did
not alter AdraZa mRNA expression but increased brain cortex AdraZC mRNA expression.
Both ADRA2A and ADRA2C promoter regions showed epigenetic regulation by histone
methylation and acetylation. The regulation of ADRA2A expression in AP-treated
schizophrenia subjects might be related to observed bivalent chromatin at ADRA2A
promoter region in schizophrenia (depicted by increased permissive H3K4me3 and
repressive H3K27me3) and could be triggered by the enhanced H4K16ac at ADRAZA
promoter. In conclusion, epigenetic predisposition differentially modulated ADRA2A and
ADRA2C mRNA expression in DLPFC of schizophrenia subjects.

Keywords
aza-Adrenoceptors, azc-adrenoceptors, ADRAZA, ADRA2C, human brain, schizophrenia,
gene expression, epigenetic.

INTRODUCTION pathophysiology and treatment of

Schizophrenia is a chronic, disabling and
early-onset disease affecting around 1%
of the population worldwide!. The core
features of schizophrenia are positive
symptoms (i.e. hallucinations and
delusions), negative symptoms (i.e. social
withdrawal and lack of motivation) and
cognitive deficits (i.e. disturbances in
selective attention, working memory and
learning). Several hypotheses have
proposed a role for noradrenergic
system and its az-adrenoceptors in the

schizophrenia2. Among the three oz-ad
postsynaptic az-adrenoceptors in DLPFC
(mainly aza-adrenoceptor subtype) could
induce a critical regulation of cognitive
processes as working memory®. In this
line, we recently reported the
upregulation of postsynaptic  aza-
adrenoceptor subtype in schizophrenia
subjects (Brocos-Mosquera et al, 2021).
This finding was specific for those
schizophrenia subjects that were under
antipsychotic treatment.
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The aetiology of schizophrenia is likely to be
multifactorial, with multiple small-effect
and fewer large-effect susceptibility
genes!01l qzs- and oyc-adrenoceptors are
codified by ADRA2A and ADRA2C genes,
which are located on chromosomes C10 and
C4, respectively. Candidate gene studies
have not found any association between
polymorphisms at ADRA2A/C genes and
schizophrenial?-15, Environmental factors
have also been suggested to contribute to
the disorder’s aetiology through epigenetic
processes1617. Epigenetics refers to the
combination of mechanisms that confer
short- and long-term changes in gene
expression without altering the DNA code
itself and include several interrelated
mechanisms such as chromatin remodeling,
histone post-translational modifications
(PTM), DNA methylation and expression of
noncoding RNAs. Several evidence suggest
that histone PTMs are associated with the
development of schizophrenia. These
include changes in the expression of several
histone modifying enzymes, such as
increased expression of histone
methyltransferases!8-20, HDAC12122  and
reduced HDAC22324 expression in prefrontal
cortex of schizophrenia subjects. Chromatin
immunoprecipitation (ChIP)-Seq studies in
human brain have found an
overrepresentation of open chromatin-
associated modifications (histone H3 lysine
4 trimethylation, H3K4me3 and histone H3
lysine 27 acetylation, H3K27ac) in
schizophrenia related genes, this finding
being specific for neuronal cells25. Actually,
studies in brain cortex of schizophrenia
subjects have identified altered histone H3
acetylation and methylation at promoter
regions of certain genes26-28, More recently,
ChIP-seq evaluation of cell-type H3K4me3

in prefrontal cortex of schizophrenia
subjects has revealed individual alterations
in neurons?®. These findings, along with the
observation that therapeutic doses of the
mood stabilizer valproate act as a HDAC
inhibitor in schizophrenia cases303! suggest
the importance of histone PTMs in
schizophrenia.

The aim of the present study was to assess
the mRNA expression of ADRA2A and
ADRA2C in postmortem dorsolateral
prefrontal cortex (DLPFC) of schizophrenia
subjects. Due to the relevance of epigenetics
in schizophrenia and given the possibility
that histone PTMs at promoter regions
could regulate ADRA2A and ADRA2C mRNA
expression, we also evaluated PTMs of
histone H3 (H3K4me3, H3K27me3, H3ac,
H3K9ac, H3K27ac) and H4 (H4K5ac and
H4K16ac) at promoter regions of both
ADRAZ2A and ADRAZ2C genes. In addition, we
evaluated the possible modulation of mRNA
expression and epigenetic mechanisms by
antipsychotic treatment by comparing
schizophrenia subjects according to blood
presence or not of antipsychotic drugs at the
time of death.

MATERIAL & METHODS
Postmortem human brain samples

Human brain samples were obtained at
autopsies in the Basque Institute of Legal
Medicine, Bilbao, Spain. Samples from the
DLPFC (Brodmann’'s area 9, BA 9) were
dissected at the time of autopsy and
immediately stored at -70°C until assay.
The study was developed in compliance
with legal policy and ethical review boards

for postmortem brain studies. A
toxicological screening on blood (detection
of antidepressants, antipsychotics,

Table 1. Sex, age, PMD and storage time of subjects included in the study. Quantitative variables are
expressed as mean + SEM (standard error of the mean).

ALL AP-free AP-treated
24 C 245 12 C 125 12 C 125
Sex (M/F) 16/8 16/ 9/3 9/3 7/5 7/5
Aga (years) 43+3 432 44+3 43+32 42%3 42+3
PMD (hours) 18%2 1ex2 15%3 17z4 21%3 15%2
Storage time 102+12 Sgte 1124321 | 96E 92+11 | 100210
(months)

M, male; F. female; C, control subjects; 5, schizophrenia subjects; AP-free, antipsychotic-free;

AP-treated, antipsychotic-treated.
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psychotropic drugs and ethanol) was
performed at the National Institute of
Toxicology, Madrid, Spain using a variety of
standard procedures including
radioimmunoassay, enzymatic
immunoassay, high-performance liquid
chromatography and gas chromatography-
mass spectrometry.

Subjects included in the study were selected
after retrospective searching for previous
medical diagnosis using examiner’s
information and records of hospitals and
mental health centres. Among the 48
subjects included in the study, 24 subjects
had an antemortem  diagnosis  of
schizophrenia (S) based on DSM-1V and ICD-
10 criteria. Control subjects without
evidence of any neurological, psychiatric or
substance abuse disorder were matched to
schizophrenia subjects for sex, age,
postmortem delay (time interval between
death and autopsy, PMD) and storage time.
All  of these parameters were not
statistically different between groups, as
shown in Table 1 (p>0.05, two-tailed t-
test). Schizophrenia subjects were divided
in 12 antipsychotic-free (AP-free) and 12
antipsychotic-treated (AP-treated) subjects
according to the presence or absence of
antipsychotics in blood at the time of death.
17 of the 24 schizophrenia subjects had died
by suicide, with a similar distribution in AP-
free and -treated subgroups. Samples from
matched schizophrenia and control subjects
were always processed in parallel. Out of
the 24 matched pairs of schizophrenia and
control subjects, 5 pairs had to be excluded
from the ADRA2A and ADRA2C mRNA
expression study due to experimental
reasons (low RIN value and/or absence of
amplification). Full description of
demographic characteristics of all subjects
in mRNA and epigenetics study is shown in
respective supplementary tables 1 and 2. A
summary of demographic characteristics of
those schizophrenia subjects that were
suicide victims and matched controls is
shown in supplementary table 3. A cohort of
suicide victims with major depression was
used for hypothesis validation (see
supplementary table 4 for demographic
characteristics).

Animals and treatments

Resultados

Male Sprague-Dawley rats (220-320 g)
were housed on a 12 h light/dark cycle at
room temperature (22°C) and 60%
humidity with food and water available ad
libitum . Animals were obtained and kept at
the Animal Facility (SGlker) of the
University of the Basque Country. Animal
care and experimental protocols were in
accordance with European Union
regulations and were approved by the
UPV/EHU institutional Ethics Committee for
animal welfare (CEEA). Acutely treated rats
were injected i.p. with risperidone (1
mg/kg, n=5), clozapine (10 mg/kg, n = 4;
both from Tocris, Bristol, UK) or haloperidol
(1 mg/kg, n = 4; Sigma Aldrich, MO, USA)
and sacrificed 3 hours after the injection.
Chronically treated rats were injected i.p.,
every 12 h, during 21 days, with saline (1
ml/kg, n = 11), risperidone (0.5 mg/kg,
n=6), clozapine (5 mg/kg, n = 6) or
haloperidol (0.5 mg/kg, n = 6). Animals
were sacrificed 48 h after the last injection
of clozapine and 72 h after the last injection
of haloperidol or saline. Risperidone,
clozapine and haloperidol were selected as
representative antipsychotic drugs with
atypical and typical profile. Brains were
removed and the cortex was dissected and
stored at —80 °C until assays.

mRNA expression and cDNA synthesis

Total RNA extraction was performed using
commercial RiboPure™ kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) according to
manufacturer’s instructions. RNA
concentration and quality (260/280 and
260/230 absorbance ratios) were measured
in a NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific). RNA integrity
numbers (RIN) were also assessed for RNA
quality in the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) using Agilent
RNA 6000 Nano kit and RNA Nano chips
following the manufacturer’s instructions
(see supplementary table 1). Extracted RNA
from human samples was subjected to
DNase digestion using the
Deoxyribonuclease I, Amplification Grade
(Thermo Fisher). Single-stranded cDNA was
synthesized from 1 pg of total RNA using
High-Capacity cDNA Reverse Transcription
kit (Thermo Fisher) following the
manufacturer’s instructions.
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Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assay

Human postmortem brain (120 mg) was
homogenized in 810 pl of douncing buffer (4
mM MgCl,, 1 mM CaCl;, and 10 mM Tris-HCl;
pH 7.5) and then incubated with 1 U/ml of
micrococcal nuclease (MNase; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 10 min at
37°C. The MNase activity was stopped by
adding 10 mM EDTA. The sample was
diluted by adding nine-fold volume excess of
hypotonic lysis buffer (0.1 mM benzamidine,
0.1 mM  phenylmethylsulfonylfluoride
(PMSF), 1.5 mM 1,4-dithio-dl-threitol (DTT),
and 0.2 mM EDTA; pH 8.0) and then
incubated on ice for 1 h. The sample was
centrifuged at 1000xg(Eppendorf 5810R
centrifuge; Eppendorf, Hamburg, Germany)
for 10 min at 4°C to remove insoluble
material. Soluble chromatin was diluted
adding ten times concentrated incubation
buffer (50 mM EDTA, 500 mM NacCl, and 200
mM Tris-HCl; pH 7.5). 60 pl of diluted
chromatin (input sample) were removed
and saved at 4°C until elution. Primary
antibodies at different concentrations (see
supplementary table 5) and 20 pl of fully
suspended protein A magnetic beads
(Millipore, Burlington, MA, USA) were added
to aliquots of diluted chromatin and
incubated overnight at 4°C with rotation.
Protein A magnetic beads were pelleted
with the magnetic separator and
supernatant removed completely. Then, the
protein A bead-antibody/chromatin
complexes were washed by resuspending
the pelleted beads in 0.5 ml each of the
following cold buffers in this order: low salt
(150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 2 mM
EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton X-100; pH=8.1,);
high salt (500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2
mM EDTA, 0.1% SDS,1% Triton X-100;
pH=8.1); and LiCl immune complex wash
buffer (250 mM LiCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM
EDTA, 0.01% IGEPAL CA630, 0.01%
deoxycholic acid; pH=8.1) and TE buffer (1
mM EDTA, 10 mM Tris-HCl; pH=8.1). Once
resuspended in each washing buffer, beads
were incubated for 20 min at 4°C with
rotation, followed by magnetic clearance
and careful removal of supernatant fraction
prior to the addition of next washing buffer.
Elution of protein/DNA complexes to free
DNA was carried out by incubation of
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immune complexes and input samples in
ChIP elution buffer (1% SDS, 0.1 M NaHCOs3)
with proteinase K (100 ug/ml) at 62°C for 2
h with shaking followed by an incubation at
95°C for 10 min. Magnetic beads were
separated of the complex
antibody/chromatin and DNA in the
supernatant of all samples (input included)
was purified with QIAquick PCR purification
kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the
manufacturer’s instructions. Final DNA
volume was 1:4 diluted in molecular grade
water.

Quantitative Real-Time PCR

Quantitative real time PCR (qPCR) was
performed on c¢cDNA synthesized from
isolated mRNA and on genomic DNA
obtained from ChIP assays. All samples were
run in triplicates. qPCR reactions were
carried out using Power or Fast SYBR Green
Master Mix (for respective cDNA or genomic
DNA  amplification; Thermo Fisher,
Waltham, MA) on a StepOne™ system
(Thermo Fisher) following manufacturer’s
instructions. The final volume for each
reaction was 10 ul with either 20 ng of cDNA
or 4 pl of genomic DNA (obtained from ChIP
experiments) and corresponding gene
specific primers (see supplementary table 6
for  primer sequences and final
concentrations). Dissociation curve analyses
were carried out at the end of each run for
PCR product verification. mRNA expression
of housekeeping genes was performed by
pre-designed TagMan® assays
(supplementary table 7). A negative water
control was included in each run. See
supplementary data for more details (see
supplementary figures 1-3 for detailed
characterization of qPCR assays).

Data analysis and statistical procedures

The mRNA expression of target genes
ADRA2A and ADRA2C was corrected with
that of housekeeping genes GAPDH and
RSP13, and with a reference sample (pool of
control samples) using AACt method: AACt=
(Ct (target gene)sampe - Ct (reference
gene)sample) - (Ct (tal‘get gene)reference sample ~
Ct (reference gene) reference sample). The
relative amount of mRNA was calculated as
2-24Ct. In the case of animal data, mRNA
expression of adraZa and adraZC genes was
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corrected with that of gapdh and rsp29. For
ChIP data, fold changes relative to 6% of
input DNA were determined using the
comparative Ct method, where ACt=Ct
(tal‘gEt gene)immunoprecipitated DNA sample — Ct
(target gene)a2y input pna- The relative amount
of immunoprecipitated DNA was calculated
as 2-A¢t, Relative amounts of both mRNA and
DNA were subjected to Grubbs’ test to
detect any possible outlier.

The analyses were performed with
GraphPad Prism 8© (GraphPad Software,
Inc, San Diego, CA, USA), SPSS 26.0
(Chicago, IL, USA) and InVivoStat (Clark et
al, 2012) programs, and results expressed
as means * SEM. Correlations between sex,
age, PMD, storage time, RIN and
experimental data were determined using
multiple  regression  analysis. =~ When
significant, the relationship between
numerical variables and experimental data
was further studied by simple linear
regression analysis. Statistical analysis for
comparison of the means between control
and schizophrenia subjects, and between
males and females was performed by two-
tailed paired and unpaired Student’s t-test,
respectively. P values < 0.05 were
considered as being statistically significant.

RESULTS

Demographic and methodological
variables contributing to ADRA2A and
ADRA2C mRNA expression in human
DLPFC

First, multiple regression analysis of data
from control subjects was performed in
order to study the contribution of nominal

Resultados

predictor variables (sex) and continuous
predictor variables (age, PMD, storage time
and RIN) to corrected ADRA2A and ADRA2C
mRNA expression. A significant model
emerged, F(1,17)=9.568, p=0.007. The
analysis revealed that corrected ADRAZ2A
mRNA  expression was  significantly
influenced by RIN of the samples (p=-0.6,
p=0.007), regardless of sex and age of the
subjects and PMD and storage time of the
samples. Linear regression analysis showed
a negative correlation between RIN and
corrected ADRAZA mRNA expression (r= -
0.6, p=0.007; supplementary fig. 4). By
contrast, corrected ADRA2C mRNA
expression was not influenced by any of the
variables. Therefore, when significant
differences in ADRA2A mRNA expression
between groups were observed, subsequent
ANCOVA analyses with RIN as covariate
were performed.

ADRA2A and ADRA2C mRNA expression
in postmortem human DLPFC of subjects
with  schizophrenia and matched
controls

ADRA2A mRNA expression in schizophrenia
subjects was not statistically different than
that in matched controls (A=+25%, n=19,
p=0.25, Fig. 1A). When the schizophrenia
group was divided by presence or absence
of antipsychotics, a significant increase in
ADRA2A mRNA expression was observed in
AP-treated subjects (A=+93% vs matched
controls, n=9, p=0.042, Fig. 1A). As
previously mentioned, RIN of the samples
negatively influenced corrected ADRAZA
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Figure 1. Corrected ADRAZA and ADRAZC mRMA expression in DLPFC of schizophrenia subjects
(5, n=19), antipsychotic-free (AP-free, n=10), antipsychotic-treated (AP-treated, n=2) and their
respective matched controls (C). Data are shown as mean #

m

bl
AR
il B ﬁﬁ ﬁl

APlres C APireated

SEM in triplicate. Statistical

113



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

mRNA expression. Although RIN of the
samples was not significantly different
between AP-treated schizophrenia subjects
and matched controls (see supplementary
table 1), ANCOVA analysis with RIN as
covariate was performed. ANCOVA analysis
estimated that ADRA2A mRNA expression
in AP-treated schizophrenia subjects was
94% higher than in matched controls but
the difference did not reach statistical
significance (p=0.065).

In schizophrenia subjects ADRA2C mRNA
expression was significantly higher than in
matched controls (A=+53%, n=17, p=0.016,
Fig. 1B). Analysis of schizophrenia subjects
according to the presence or absence of
antipsychotic treatment, revealed that
ADRA2C mRNA expression was non-
significantly enhanced over that in controls
in both AP-free (A=+53%, n=9, p=0.136)
and AP-treated schizophrenia subjects
(A=+54%, n=8, p=0.088).

ADRA2A and ADRA2C mRNA expression in
schizophrenia subjects could also be

influenced by the fact that most
schizophrenia subjects in the study were
suicide victims (13 of 19). In order to
evaluate this possibility, we analyzed
ADRAZ2A and ADRA2C mRNA expression in
suicide victims with an antemortem
diagnosis of major depression (n=12).
Compared to matched controls, neither
ADRAZA nor ADRA2C mRNA expression
were significantly altered (supplementary
fig. 5).

Effect of antipsychotic treatment on
Adra2a and Adra2c mRNA expression in
rat brain cortex

Taking into account the specific ADRAZA
mRNA increase observed in AP-treated
schizophrenia subjects, we aimed to
evaluate the effect of acute and chronic
antipsychotic treatment in rat brain
cortex AdraZa and AdraZc mRNA
expression. As observed in figure 2,
AdraZa mRNA expression was not
modulated by neither acute nor chronic
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treatment with atypical (risperidone
and clozapine) or typical antipsychotics
(haloperidol). However, AdraZc mRNA
expression was significantly increased
over that in saline-treated rats in both
acute (A=+71% vs saline, p<0.05, Fig.
2A) and chronically clozapine-treated
rats (A=+75% vs saline, p<0.01, Fig. 2B).

Demographic and methodological
variables contributing to histone PTMs at
ADRA2A and ADRA2C promoters in
postmortem human DLPFC

The effect of demographic and
methodological variables on histone PTMs
at ADRA2A and ADRA2C promoters was
individually analyzed. Significant models
emerged for ADRA2A promoter-associated

Resultados

[F(1,17)=5.194, p=0.036] and H3K27me3
[F(1,17)=5.874, p=0.027]. H3ac and
H3K27me3 at ADRAZA promoter were
significantly influenced by sex of the
subjects (p=0.484, p=0.036 and [(=0.507,

p=0.027, respectively), being higher in
females than in males (A=+170% and
A=+113%, respectively). H4K5ac at

ADRA2A promoter gene was positively
influenced by storage time of samples
(B=0.484, p=0.036). In the case of histone

PTMs at ADRA2C promoter, significant
models emerged for H3K27ac
[F(1,17)=5.318, p=0.034], H4K16ac

[F(1,17)=5.561, p=0.031] and H3K27me3
[F(1,17)=8.846, p=0.009]. At ADRA2C
promoter H3K27ac was significantly
influenced by PMD of samples ($=0.488,
p=0.034) whereas H4K16ac was influenced

H3ac [F(1,17)=5.21, p=0.036], H4K5ac by storage time of samples (B=0.496,
ADRAZA promoter gene
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Figure 3. Histone 3 methylation (H3K4me3 and H3K27me3) and acetylation (H3ac, H3KDac,
H3KZ27ac) and histone & acetylation (H4K%ac and H4K16ac) at ADRAZA promaoter region. Data
are shown as mean + SEM in triplicate. Statistical significance iz denoted by *p < 0.05,
*#¥*n < 001. C, control subjects; 5, schizophrenia subjects; AP-free, antipsychotic-free;
AP-treated, antipsychotic-treated.
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p=0.031). H3K27me3 at ADRA2C promoter
gene was influenced by sex of the subjects
being higher in females than in males
(B=0.585, p=0.009, A=+138%). Whenever
statistically significant, relationship
between demographic and methodological
variables and experimental data are shown
in supplementary figure 4.

Histone PTMs at ADRA2A and ADRA2C
promoters in postmortem human DLPFC
of subjects with schizophrenia and
matched controls

Altered ADRA2A and ADRA2C mRNA
expression in schizophrenia subjects might
be epigenetically regulated. In order to
evaluate this, histone modification signature
comprised of histone methylations:
H3K4me3 and repressive H3K27me3 and
histone acetylations: H3ac, H3K9ac,
H3K27ac, H4K5ac and H4Klé6ac was
evaluated at both ADRA2A and ADRA2C

promoter regions.

With regards to ADRA2A promoter region,
in schizophrenia subjects, both permissive
H3K4me3 (A=+105%, p=0.021, Fig. 3A) and
repressive H3K27me3 (A=+86%, p=0.01,
Fig. 3B) were increased compared to
matched  controls. Subgrouping  of
schizophrenia subjects depending on the
absence or presence of antipsychotics in
blood, revealed that H3K27me3 at ADRA2A
promoter was significantly increased in AP-
treated schizophrenia subjects (A=+59% vs
matched controls, p=0.006, Fig. 3B).
Although non-significantly, H3K4me3 at
ADRAZA promoter was also increased in
AP-treated schizophrenia subjects
(A=+135% vs matched controls, p=0.072,
Fig. 3A). The separate analysis of AP-free
and AP-treated schizophrenia subjects also
revealed the selective increase in H4K16ac
in AP-treated schizophrenia subjects
(A=+82% increase, p=0.029, Fig. 3G). The
rest of the studied histone PTMs were not
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Figure 4. Histone 3 methylation (H3Kdmed and H3K27me3) and acetylation (H3ac, H3KSac, H3K2Vac)
and histone 4 acetylation (H4K5ac and H4K16ac) at ADRAZC promoter region. Data are shownas mean £
SEM in triplicate. Statistical significance is denoted by *p < 0.05, **p < 0.01. C, control subjects; 5,
schizophrenia subjects; AP-free, antipsychotic-free; AP-treated, antipsychotic-treated.
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significantly ~ different  between  the

compared groups.

The study of histone PTMs at ADRA2C
promoter region in schizophrenia subjects
showed a significant increase in H3K27me3
(A=+52%, p=0.046, Fig. 4B), H3K9ac
(A=+63%, p=0.007, Fig. 4D) and H4Kb5ac
(A=+55%, p=0.027, Fig. 4F). Further
analysis of the results by separation of AP-
free and AP-treated subjects showed that
with respect to matched controls, H3K9ac
was increased in AP-free subjects (A=+67%,
p=0.043, Fig. 4D) ,whereas H4K5ac was
increased in AP-treated subjects (A=+103%,
p=0.048, Fig. 4F). The rest of the studied
histone PTMs were not significantly
different between the compared groups. In
addition, none of the studied histone PTMs
was found to be different between
schizophrenia and control subjects at
promoter region of housekeeping gene
GAPDH (supplementary fig. 6).

DISCUSSION

In the present study, we observed a
differential ADRA2A and ADRA2C mRNA
expression in brain samples of subjects with
schizophrenia. ADRA2A mRNA expression
was selectively upregulated in AP-treated
subjects, = whereas = ADRA2C mRNA
expression was enhanced in schizophrenia
subjects regardless of the presence or
absence of antipsychotic treatment.

The selective up-regulation of ADRAZA
mRNA expression in those schizophrenia
subjects that showed detectable
antipsychotic blood levels is in line with
previous reports indicating a higher aza-
adrenoceptor  protein  expression in
synaptosomal and postsynaptic membranes
of the same AP-treated subjects3z. In the
human prefrontal cortex aza-adrenoceptor
represents the main a-adrenoceptor
subtype33-35. Electron microscopy studies
have shown aza-adrenoceptors to be
prevalent in neurons, showing presynaptic
and postsynaptic location34. Subcellular
fractionation of human prefrontal cortex
followed by immunolabeling showed the
predominant postsynaptic location of aza-
adrenoceptors (95%) while only the
remaining 5% is in the presynapses. aza-

Resultados

adrenoceptor mRNA and protein expression
has also been observed in glial cells of
murine and primate brain cortex, mainly in
astrocytes36-38. In this sense, due to mRNA
predominant somatic location, and although
certain ADRA2A mRNA expression in glial
cells cannot be ruled out, we believe that
most of the mRNA expression detected in
our study may belong to postsynaptic
neuronal mRNA. Moreover, present
observations suggest that ADRA2A mRNA
upregulation in AP-treated schizophrenia
subjects might be the driving force in the
upregulated postsynaptic aza-adrenoceptor
protein expression observed in the same
subjects. Postsynaptic neuronal expression
of az-adrenoceptors has been demonstrated
on GABAergic interneurons3® and on
glutamatergic pyramidal neurons of rat
and rhesus monkey frontal cortex. Yet, the
relevance of the enhanced mRNA and
protein expression of aza-adrenoceptors in
AP-treated schizophrenia subjects s
unknown. In DLPFC, postsynaptically
located aza-adrenoceptors play a relevant
role in cognitive processes. From its
postsynaptic location, azs-adrenoceptors
control noradrenergic tone on layer III
pyramidal cells and upon stimulation by
selective agonists, oza-adrenoceptors
enhance DLPFC-dependent working
memory#142.  Whether enhanced aza-
adrenoceptors in DLPFC of AP-treated
schizophrenia subjects contributed to
improve cognitive outcomes in these
subjects is unknown. In any case, most of
the schizophrenia subjects included in the
study committed suicide and so, they could
be considered to be non-responders to
antipsychotic treatment.

By contrast, ADRA2C mRNA expression was
upregulated in postmortem brain of
subjects with schizophrenia regardless of
the presence of antipsychotics in blood.
Evaluation of ayc-adrenoceptor protein
expression in the same subjects revealed
that ozc-adrenoceptor density in
synaptosomal subcellular fractions was
unaltered despite the presence or not of
antipsychotic treatment32. However, mRNA
and protein expression do not necessarily
need to be regulated in paralell¥3 and the
increase in ADRA2C mRNA expression in
schizophrenia deserves further
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investigation. These results may suggest
that ADRA2C upregulation would be a
feature of schizophrenia pathology as
opposed to oza-adrenoceptor mRNA and
protein expression selective upregulation in
AP-treated schizophrenia subjects but other
factors should also be considered. In most of
the AP-treated schizophrenia subjects of
this study, blood toxicology detected the
presence of atypical antipsychotic drugs. In
this sense, atypical antipsychotic drugs such
as clozapine and risperidone show oo-
adrenoceptor antagonistic properties with a
preference for O2c- over 024~
adrenoceptor54445. In order to study if as-
adrenoceptor antagonism by antipsychotic
drugs could induce ADRA2A and ADRA2C
mRNA expression, we conducted
experiments in acutely and chronically AP-
treated rat brain cortex. Our results showed
that adraZc mRNA expression was
upregulated in rats treated with either acute
or chronic clozapine whereas adraZa mRNA
expression was unaltered. The selective
upregulation of adra2c mRNA expression
triggered by acute and chronic clozapine but
not by risperidone might relate to op-
adrenoceptor occupancy. In rodents,
systemic administration of 5 mg/kg of
clozapine occupies 65% of oza- and 95% of
azc-adrenoceptors in brain4é, whereas 0.5
mg/kg risperidone only occupies 12% of
aza- and 19% of azc-adrenoceptors*’. Thus,
increased ADRA2C mRNA expression in
schizophrenia might be related to ayc-
adrenoceptor antagonism by some atypical
antipsychotic drugs. However, ADRA2C
mRNA expression was non-significantly
enhanced over control values in both AP-
free and AP-treated schizophrenia subjects.
It is worth mentioning that toxicological
analysis in blood samples of AP-free
schizophrenia subjects indicates that
antipsychotics had not been present in an
antemortem period of days but it does not
discard antipsychotic usage in the past
history of the subjects. Thus, modulation of
ADRA2C mRNA expression by past
antipsychotic drug usage in AP-free subjects
might also be considered. On the other hand,
the results in chronically-treated rats failed
to explain the upregulation of ADRAZA
mRNA expression in antipsychotic-treated
schizophrenia subjects and suggest that
antipsychotic-induced modulation of
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ADRA2A mRNA expression might be
mediated by specific mechanisms in brains
of subjects with schizophrenia.

As previously mentioned, another important
aspect is that 13 of 19 schizophrenia
subjects in the mRNA study had died by
suicide, with a similar distribution in AP-
free and -treated subgroups. oo
adrenoceptors have been reported to be
increased in postmortem brain of suicide
victims*® with vast literature reporting
upregulated az-adrenoceptors in brains of
suicide victims with an antemortem
diagnosis of major depression (see 49-52 and
references within). However, information
on aza and oyc-adrenoceptor subtype
delineation is still lacking. Thus, we aimed
to evaluate if enhanced ADRA2C mRNA
expression in these schizophrenic subjects
could be related to suicide completion by
using a cohort of 12 depressed suicide
victims. The results showed that neither
ADRAZ2A nor ADRA2C mRNA were altered in
depressed suicide victims as opposed to
results in the schizophrenia cohort.
Therefore, modulation of ADRA2C mRNA
expression due to suicidal completion does
not seem plausible.

Epigenetics may be particularly relevant for
understanding schizophrenial’. Besides
literature on DNA methylation studies in
schizophrenia and the growing number of
studies on miRNAS53, several lines of
evidence suggest that histone PTMs play a
role in the etiology and pathophysiology of
schizophrenia?7-30. Thus, the association of
several histone H3 and histone H4 PTMs at
ADRAZ2A and ADRA2C promoter regions
was studied. With this purpose, we
conducted ChIP-PCR studies in DLPFC of the
same subjects with schizophrenia. The
results show specific histone PTMs at
ADRA2A and ADRA2C promoters in
schizophrenia with selective mechanisms in
AP-free and AP-treated subjects. To our
knowledge, this is the first time that histone
PTMs at ADRA2A and ADRA2C are reported.

Regarding ADRAZ2A epigenetic regulation,
both ADRA2A  promoter associated
H3K4me3 and H3K27me3 were increased in
subjects with schizophrenia. The relevance
of histone methylation processes was
already put forward in the GWAS study from
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the Psychiatric Genomics Consortiums4,
whereby histone methylation showed the
strongest association with psychiatric
disorders. Moreover, H3K27
methyltransferase EZH1 expression has
been reported to be increased in PFC of
schizophrenia  subjects!8.  With  our
methodology, we cannot assure that
regulation of ADRA2A promoter by
H3K4me3 and H3K27me3 occur at the same
cell. Actually, as earlier discussed, ADRA2A
mRNA expression in brain cortex can also
be ascribed to GABAergic interneurons,
glutamatergic pyramidal neurons and
astrocytes363840,  However, levels of
H3K4me3 and H3K27me3 at ADRA2A
promoter showed a positive and significant
correlation in subjects with schizophrenia
(supplementary fig. 7) suggesting that these
two marks could be concomitantly
modulated in schizophrenia. This parallel
increase in H3K4me3 and H3K27me3 marks
might be conflicting in the view of their
permissive and repressive transcriptional
influence. Nevertheless, the increase in
H3K4me3 and H3K27me3 at ADRAZ2A
promoter region can be explained in the
light of bivalent chromatin. Bivalent
chromatin refers to those gene promoter
regions that show both H3K4me3 and
H3K27me3 and thus have characteristics of
both active and repressive chromatin®s. This
dual marking keeps genes silent but poised
for rapid activation when triggered by
certain stimuli. Bivalent chromatin is
important in early development®3 but has
also been reported in physiological and
pathological processes such as agingss,
cancer>’ and autism>8. Bivalently marked
domains are often associated to high-CpG-
content promoters®®. In this sense,
estimated CpG island content at ADRA2A
and ADRA2C promoters is 317 and 341
while it is 29 and 123 for GRM2 and GAPDH,
respectively (accessed in UCSC genome
browser). Moreover, an annotated list of
bivalent chromatin regions in human
embrionary stem cells identified ADRAZA
and ADRA2C promoters as bivalent domains
based on overlapping H3K4me3 and
H3K27me3 peaks®®,  Thus, enriched
bivalency at ADRA2A promoter depicted by
both H3K4me3 and H3K27me3
enhancement in DLPFC of subjects with
schizophrenia would render ADRA2A gene

Resultados

poised for transcriptional action. Upon the
right stimulus, this state might be easily
activated and lead to increased ADRAZ2A
mRNA expression in the cell. This enhanced
bivalency would mean that subjects with
schizophrenia show epigenetic
predisposition  for = ADRA2A  mRNA
regulation, which might be a specific feature
of  schizophrenia.  Alternatively, as
previously  discussed, H3K4me3 and
H3K27me3 marks at ADRA2A promoter
might also be due to past effect of
antipsychotic  treatment.  Actually, at
ADRAZ2A promoter of AP-treated
schizophrenia subjects, H3K4me3 and
H3K27me3 were both increased over
control values, the difference being
statistical significant for H3K27me3.

Another important observation was that in
AP-treated schizophrenic subjects,
permissive H4K16ac at ADRAZA promoter
was significantly higher than in matched
controls whereas it remained unaltered in
AP-free  schizophrenic  subjects. The
H4K16ac increase at ADRA2A promoter
might be one of the mechanisms tipping the
scales in favor of a higher ADRA2A mRNA
expression in AP-treated schizophrenia
subjects. Indeed, among histone H4 PTMs,
H4K16ac shows greater individual effect on
gene expression than counterparts H4K5,
K8 and K12, at least for a subset of genes®!.

With regards to ADRA2C epigenetic
regulation, present results show that in
DLPFC of subjects with schizophrenia
repressive  H3K27me3, and permissive
H3K9ac and H4K5ac coexist at ADRA2C
promoter region. This pattern of acetylation
at histone H3 and H4 together with the
repressive methylation at histone H3
suggest that epigenetic modulation of
transcriptional activity of ADRA2C is also
tightly regulated. The histone code depicted
by the joint increase in H3K9ac and H4K5ac
might determine the transcriptional
activation of ADRA2C genes2. Nevertheless,
recent reports call for caution and suggest
that histone mark functions still remain
unknown®3. Analysis of schizophrenic
subjects based on antipsychotic drug
presence revealed the significant
upregulation of H3K9ac and H4K5ac in AP-
free and AP-treated schizophrenia subjects,
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respectively. These results may suggest a
selective  influence  of  antipsychotic
treatment on H4K5ac at ADRA2C promoter.
However, we acknowledge that the lack of
significance in certain subgroups could be
due to the human variability of the samples.
In this sense, future studies should properly
ascertain the role of antipsychotic drug
modulation on histone PTMs at ADRA2A
and ADRA2C promoter regions by means of
chronic treatment in animals.

Antipsychotic treatment exerted modulation
of epigenetic mechanisms is starting to be
evaluated. The majority of published articles
have evaluated antipsychotic influence on
DNA methylation at neurotransmitter-
associated candidate genes or genome-wide
level (reviewed in Ovenden et al, 201864).
However, the effect of antipsychotic drug
treatment on histone PTM and associated
processes is scarce. Most relevant findings
concern the atypical antipsychotic-induced
upregulation of HDAC2, which has been
related to histone hypoacetylation at GRM2
promoter27.65, Further evidence on clozapine
role in epigenetics is provided by the
enhanced expression of HMT mixed-lineage
leukemia 1 (MII1) by chronic clozapine?s.
Together with present results, these studies
highlight the need for further investigation
on antipsychotic drug influence on
epigenetic mechanisms.

Studies in postmortem human brain are also
complicated by the effect of confounding
demographic and methodological
factorsé667. According to our results, histone
PTMs at ADRA2A and ADRA2C promoters
are influenced by sex, storage time and PMD
of the samples. Actually, the effect of sex on
epigenetics has been previously described
(for a review see Singh et al, 201968) with
evidence for HDAC and HMT sex-specific
expression 182869 [n this sense, our study
found that all histone PTMs affected by sex
of the subjects showed increased values for
females. In any case, the effect of these
factors was override by careful matching of
schizophrenia and control subjects
according to sex, age, PMD and storage time
of the samples.

In summary, current study has shown
ADRA2A  and ADRA2C  differential
regulation in schizophrenia. The unique
120

upregulation of ADRA2A mRNA expression
in AP-treated schizophrenia subjects but not
in AP-treated rats is likely an outcome of
epigenetic predisposition depicted by
enhanced bivalent chromatin at ADRAZA
promoter. On the other hand, increased
ADRA2C mRNA expression in schizophrenia
might be due to the pathophysiology of the
disease or to the effect of past antipsychotic
treatment. Also for ADRA2C, histone
acetylation and methylation is specifically
upregulated at promoter regions. In the
light of current and past results3?, the
suggested antipsychotic effect potentiation
by aza-adrenoceptor agonists orBlogc-
adrenoceptor antagonists deserves further
studys®. A final warning due to the specificity
of histone PTMs at different genes is that the
impact of coadjuvant antipsychotic and
HDAC inhibitors3! at relevant gene clusters
should also be carefully studied.
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Table 1. Demographic characteristics, psychiatric diagnoses and toxicological characteristics of
individual subjects included in mRNA expression study.

Case Gender Age PMD (hours) Storage time RIN Cause of death Antipsychotic drugs Other drugs in
(M/F) (months) in blood blood
(years)

S1 M 48 20 141 7.80 Suicidal (train)

S2 M 45 3 125 6.70 Suicidal (jumping) Nordiazepam

S3 F 37 58 109 7.20 Suicidal (drug intoxication) Heroin
Diazepam

<
IS
)
N
N

Suicidal (jumping) Biperiden

-
w
~
N
[

Suicidal (jumping) Lorazepam

<
IS
3
-
[

69 . Suicidal (jumping)

<
w
[l
w

71 . Suicidal (hanging)

<
IS
gl
-
13

78 A Suicidal (jumping)

<
w
kS
.
o

81 A Natural (CRF)

<
[
N
~

85 X Suicidal (jumping) Lormetazepam

Antipsychotic free S subjects (n=10) and matched controls (n=10)

Controls 8M/2F 4342 163 11925 7.67+0.94

S11 M a4 7 150 8.30 Natural (CRF) Clotiapine Nordiazepam
Levomepromazine Biperiden

S12 M 35 11 89 8.00 Natural (CRF) Clozapine Clomipramine
Nordiazepam
Paracetamol

S13 F 60 23 73 6.00 Natural Clozapine Lorazepam
(peritonitis) Amisulpride

S14 M 56 12 78 6.70 Natural (CRF) Olanzapine
Clotiapine

S15 M 41 17 44 5.60 Homicide Clozapine Alprazolam
(white weapon)

S16 M 42 14 89 5.90 Suicidal Risperidone Nordiazepam
(toxic ingestion)

S17 M 36 8 110 9.40 Suicidal Olanzapine
(toxic ingestion)

S18 F 48 17 127 6.80 Suicidal (jumping) Olanzapine
Clotiapine
S19 F 42 14 136 6.90 Suicidal Clozapine Quetiapine
(toxic ingestion) Sulpiride Nordiazepam

y treated S sub (n=9) and hed controls (n=9)

E

Controls 6M/3F 4443 20+4 87+14 7.830.6

Schizophrenia 14M/5F 4442 163 9617 7.060.98

Group values are means = S.E.M. M, male; F, female; C, control subjects; S, schizophrenia subjects; PMD, postmortem
delay; CRF, cardiorespiratory failure.
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Table 2. Demographic characteristics, psychiatric diagnoses and toxicological characteristics of individual
subjects included in epigenetic study.

Case Sex Age PMD Storage Cause of death Antipsychotic drugs Other drugs
(M/F) (years) (hours) time in blood in blood
(months)

s1 M 31 14 145 Suicidal (jumping) Lorazepam

S2 M 48 20 141 Suicidal (train)

s3 M 45 3 125 Suicidal (jumping) Nordiazepam

sS4 F 37 58 109 Suicidal (drug Heroin, Diazepam
intoxication)

S5 M 46 22 100 Suicidal (jumping) Biperiden

S6 F 37 26 68 Suicidal (jumping) Lorazepam

s7 M 48 11 69 Suicidal (jumping)

S8 M 35 5 71 Suicidal (hanging)

S9 F 59 9 76 Natural (CRF)

S10 M 45 18 78 Suicidal (jumping)

s11 M 34 15 81 Natural (CRF)

s12 M 52 7 85 Suicidal (jumping) Lormetazepam

psy ic free SZ sub (n=12) and matched controls (n=12)

Controls 9M/3F 4412 1543 112421

s13 M 44 7 150 Natural (CRF) Clotiapine, Levomepromazine Nordiazepam, Biperiden

s14 F 30 28 133 Suicidal (drug Haloperidol Lorazepam, Procainamide,
intoxication) Metamizole, Lidocaine, Mepivacaine

S15 M 35 11 89 Natural (CRF) Clozapine Clomipramine, Nordiazepam,
Paracetamol
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S16 F 60 23 73 Natural Clozapine Lorazepam
(peritonitis) Amisulpride

s17 M 56 12 78 Natural (CRF) Olanzapine
Clotiapine

s18 M 41 17 44 Homicide Clozapine Alprazolam
(white weapon)

S19 M 41 11 45 Suicidal Clotiapine, Quetiapine Lorazepam, Paracetamol
(white weapon)

S20 M 42 14 89 Suicidal Risperidone Nordiazepam
(toxic ingestion)

s21 M 36 8 110 Suicidal Olanzapine
(toxic ingestion)

S22 F 28 22 125 Suicidal (jumping) Risperidone

s23 F 48 17 127 Suicidal (jumping) Olanzapine, Clotiapine

S24 F 42 14 136 Suicidal Clozapine, Sulpiride, Quetiapine Nordiazepam
(toxic ingestion)

Antipsychotic treated SZ subjects (n=12) and matched controls (n=12)

Controls 7M/5F 4243 2143 92+11

Schizophrenia 16M/8F 43+2 1612 9816

Group values are means = S.E.M. M, male; F, female; C, control subjects; S, schizophrenia subjects; PMD, postmortem
delay; CRF, cardiorespiratory failure.

Table 3. Sex, age, PMD and storage time of suicide victims included in the study. Quantitative variables
are expressed as mean + SEM (standard error of the mean).

ALL | AP-free | \ AP-treated
17 S 7S 10S
Sex (M/F) 11M/6F 3M/4F 8M/2F
Age (years) 41+2 4212 3843
PMD (hours) 1843 1845 1643
Storage time (months) 1037 9919 109+12
M, male; F, female; S, schizophrenia subjects; AP-free, antipsychotic-free; AP-treated, antipsychotic-

treated.
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Table 4. Demographic characteristics and toxicological characteristics of individual depressed
subjects included in mRNA expression study.

Case Gender Age PMD Storage RIN Cause of death Antidepressant drugs in Other drugs in blood
(M/F) (years) (hours) time blood
(months)

Cc1 F 35 22 204 7.8 Accidental (traffic)

€2 F 74 19 60 4.6 Accidental (traffic) Paracetamol

e F 77 13 108 7.6 Accidental (run over) Primidone, phenobarbital

ca M 78 22 168 7.4 Accidental (run over)

e F 57 4 36 7.2 Accidental (traffic)

6 F 50 31 132 59 Accidental (traffic)

c7 .
F 35 24 120 7.1 Accidental (traffic)

8 M 31 13 28 8.1 Accidental (traffic) Ethanol
S M ey se sceesn Cwoon bomodaens
© M 43 15 8.2 Accidental (traffic)
180
S0P e e g s skelGewn Fesie  Memkel
c1o F 58 20 120 7.9 Natural (heart failure)
SR M ws 72 wdngioleton  Vetmne  Queains bpeden
1 M 48 7 84 7.2 Accidental (traffic)

c12 F 36 8 60 6.8 Natural (heart failure)

c13 M 76 24 24 7.8 Accidental (traffic) Ethanol

Depression 5M/8F 5345 19+2 65+13 6.62+0.33

Group values are means + S.E.M. M, male; F, female; C, control subjects; D, depression subjects; PMD, postmortem
delay.
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Table 5. Description and concentration of primary antibodies.

Resultados

Primary antibodies

Target
H3K4me3
H3K27me3
AcH3
AcH3K9
AcH3K27
AcH4K5
AcH4K16

1gG

Table 6. PCR primer pairs for ChIP and RT-qPCR assay in postmortem human brain samples and rat

Description
Polyclonal rabbit-anti-histone H3 trimethylated at lysine 4
Polyclonal rabbit-anti-histone H3 trimethylated at lysine 27
Polyclonal rabbit-anti-acetyl-histone H3
Polyclonal rabbit-anti-acetyl-histone H3 on lysine 9
Polyclonal rabbit-anti-acetyl-histone H3 on lysine 27
Polyclonal rabbit-anti-acetyl-histone H4 on lysine 5
Polyclonal rabbit-anti-acetyl-histone H4 on lysine 16

Polyclonal rabbit-anti-IgG

Manufacturer
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore
Merck Millipore

Merck Millipore

Catalog #

07-473

07-449

06-559

07-352

07-360

07-327

07-329

12-370

Ab dilution

1:333

1:200

1:200

1:200

1:167

1:100

1:200

1:333

brain.
Sample Sample Target gene Type of Sequence Primer Assay Reaction
amount primer concentration buffer efficiency
(ng) (uMm) (%)
Human 20 ADRA2A Forward 5’ -GAGCAAGCACTGGACTACAA-3’ 0,8 Power Sybr 99
cDNA Green
Reverse 5'-AGAGAGAGAGTTGGGAATGGA-3’ 0,8
20 ADRA2C Forward 5’-TTCACCTTTGTGCTGGCT-3’ 0,8 Power Sybr 91
Green
Reverse 5’- CAGGCTGTAGCTGAAGAAGAA-3’ 0,8
Rat 4 ADRA2A Forward 5'-TCCTGAGAGGGAAGGGATTT-3’ 0,4 Fast Sybr 110
cDNA Reverse 5’-GTCTTGGTCCATCGCTGTAATA-3 0,4 Green
4 ADRA2C Forward 5’-CTCTGGCTGCCTGGACTT-3’ 0,4 Fast Sybr 101
Reverse 5’-GTTGGTCCCCCTATGTACCC-3’ 0,4 Green
Human ADRA2A Forward 5’-TAACTCACACCGGAGGTTACT-3’ 0,1 Fast Sybr 107
genomic Green
DNA Reverse 5’-ACGGAGCAGAACGCAAC-3’ 0,1
ADRA2C Forward 5’-TGGTGACTTTGAACACCTCTC-3’ 0,2 Fast Sybr 102
Green
Reverse 5’-TGCTGGAGCATGAATCATAACTA-3’ 0,2
GAPDH Forward 5’-TACTAGCGG ACGGGCG -3’ 0,1 Fast Sybr 108
Green
Reverse 5'-TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA -3’ 0,1

Amplification
product
(bp)

99

75

70

60

125

150

165
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Table 7. Tagman assays used in RT-qPCR experiments in postmortem human brain and in rat
brain.

Sample Gene Gene name Tagman assay ID
Human cDNA  GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 43333762F
RPS13 Ribosomal protein S13 Hs01945436_ul
Rat cDNA GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 4352932E
RPS29 Ribosomal protein S29 MmO02342448 gH
A Human prefrontal cortex Human caudate nucleus B
ADRA2A Melt Curve
bp Mw ADRA2A ADRA2B ADRA2C ADRA2A ADRA2B ADRA2C H20
— 3.0
766 ' § 25
500 [\ g i:
§ I.O -
350 £ X SS55
2 o
200
85.0 70.0 750 80.0 5.0 0.0 95.0
ts0 - e8]
100 ' c ADRA2C Melt Curve
75
50 x“" is
25 S § 1o \
H
g 05 \L

65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0

Tm: 79.91
Temperature (°C)

Figure 1. Characterization of qPCR for quantification of ADRA2A and ADRA2C mRNA expression
in postmortem human brain. A. Amplification products of ADRA2A and ADRA2C mRNA in human
prefrontal cortex and human caudate nucleus were electrophoretically separated for correct size
verification. Molecular grade H,0 was run as negative control. B. Melting curve of gPCR amplification
product obtained in ADRA2A mRNA expression study. C. Melting curve of qPCR amplification product
obtained in ADRA2C mRNA expression study. These analyses confirmed the presence of a main peak in all
cases.
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Figure 2. Characterization of qPCR for specific ADRA2A, ADRA2C and GAPDH genomic DNA
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products confirmed the presence of a main peak in all cases.
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Figure 3. Characterization of qPCR for quantification of ADRA2ZA and ADRA2C mRNA expression
in rat brain cortex. A. Amplification products of ADRA2A and ADRA2C mRNA in rat brain cortex
were electrophoretically separated for correct size verification. Molecular grade H,O was run as
negative control. B. Melting curve of qPCR amplification product obtained in ADRA2A mRNA
expression study. C. Melting curve of qPCR amplification product obtained in ADRA2C mRNA
expression study. These analyses confirmed the presence of a main peak in all cases.
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Figure 4. A. Effect of RIN on corrected ADRA2A mRNA expression in dorsolateral prefrontal
cortex of control subjects studied by linear regression analyses, where r values are the Pearson’s
correlation coefficients and the lines represent the regressions of the correlations (for RIN and
ADRA2A mRNA expression: y=8.734-0.895x, n=19). B. Effect of sex, PMD and storage time in
postmortem human brain histone posttranslational modifications (PTMs) at ADRAZA and
ADRA2C promoter regions. Histone PTMs at ADRA2A and ADRA2C promoters in males and
females was compared by two-tailed unpaired Student’s t-test. The effect of storage time (STT)
and PMD was studied by linear regression analyses where r values are the Pearson’s correlation
coefficients and the lines represent the regressions of the correlations (for STT and H4K5ac in
ADRAZ2A promoter gene: y=0.011+0.085x%, n=24; for PMD and H3K27ac in ADRA2C promoter
gene: y=1.495+0.1795%, n=24; for STT and H4K16ac in ADRA2C promoter gene: y=1.52+0.045x%,
n=24). Statistical significance is denoted by p < 0.05.
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Figure 5. Corrected ADRA2A and ADRA2C mRNA expression in DLPFC of subjects with major
depression (DM, n=13) and their respective matched controls (C). Data are shown as mean #*
SEM in triplicate. Statistical significance is denoted by p < 0.05.
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Figure 6. Histone 3 methylation (H3K4me3 and H3K27me3) and acetylation (H3ac, H3K9ac,
H3K27ac) and histone 4 acetylation (H4K5ac and H4K16ac) at promoter region of GAPDH gene.
Data are shown as mean + SEM in triplicate.
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Figure 7. Effect of H3K27me3 expression on H3K4me3 expression in ADRA2A promoter gene in
dorsolateral prefrontal cortex of controls (grey points) and subjects with schizophrenia (black
squares) studied by linear regression analyses, where r values are the Pearson’s correlation
coefficients and the lines represent the regressions of the correlations (for control subjects:
y=0.577+0.203x,r=0.498 p=0.0133, n=24; for schizophrenia subjects: y=2.491+0.16x, r=0.38,
p=0.067, n=24)
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ARTICULO 4

La espinofilina es una proteina del citoesqueleto que interviene en numerosas funciones.
Entre ellas, destaca su participaciéon en la formacién y morfologia de espinas dendriticas,
migracion neuronal y plasticidad sinaptica. Ademas, la estructura de la espinofilina consta de
varios dominios que le permiten unirse a una gran cantidad de moléculas, pudiendo modificar la
actividad o funcidn de dichas moléculas. La mayoria de estudios de expresion y distribucion de
espinofilina se han realizado en roedores, por lo que no hay estudios especificos de su
distribuciéon en cerebro humano. El objetivo de este estudio fue caracterizar la expresiéon de
espinofilina en diferentes regiones del encéfalo humano y en varias fracciones subcelulares. Esto
se llevd a cabo mediante la cuantificacién de la expresién proteica de espinofilina mediante
Western Blot en muestras de cerebro humano postmortem de sujetos controles sin ninguna
patologia psiquiatrica. Este estudio se realizé en diferentes regiones del encéfalo (corteza
prefrontal dorsolateral [CPFDL], caudado, hipocampo, cerebelo y sustancia blanca) y en distintas
fracciones subcelulares (homogeneizado total, citosol y fracciéon rica en membranas [P2]).
Ademas, se quiso estudiar el posible efecto en la expresion proteica de la espinofilina de
variables demograficas como edad, sexo, intervalo postmortem o tiempo de almacenamiento. En
primer lugar se observo la expresidon de dos bandas especificas de espinofilina, una superior, de
~ 120 kDa, y una inferior de un peso ~ de 95 kDa. A raiz de este hallazgo, se realizaron estudios
de proteodlisis, desfosforilacion y degradacion dependiente de calcio para determinar la
naturaleza de las dos bandas observadas. Como resultado, se vio que la banda inferior
aumentaba tras procesos de proteélisis, mientras que la superior disminuia. En cuanto a la
distribucion, se pudo observar que la mayor expresion de la banda superior de espinofilina se
encuentra en la CPFDL, seguida por hipocampo, cerebelo, caudado y, por ultimo, la sustancia
blanca. Por el contrario, la banda inferior tiene una expresiéon muy similar en todas las regiones
a excepcion de la sustancia blanca, donde es mas baja. En lo relativo al estudio de la distribucién
de las fracciones subcelulares, encontramos un patrén diferente en ambas bandas. En el
homogeneizado total se vio una expresion similar de ambas bandas. Sin embargo, en el citosol la
expresion mayoritaria pertenecia a la banda inferior, y en P2 la expresién mas elevada
correspondia a la banda superior. Por ultimo, no parece que ninguna de las variables
demograficas estudiadas afecte a la expresion proteica de la espinofilina. Estos resultados nos
muestran la existencia de dos isoformas especificas de espinofilina que tienen un patrén de
expresion diferente tanto a nivel subcelular como en la distribucién en las distintas regiones

cerebrales.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Spinophilin is a multifunctional scaffold protein that regulates the formation and function of dendritic spines and

Spinophilin plays a role in newronal migration. The distinct roles of spinophilin depend on its localization and the direct

Hirman brain interaction with other proteins, which may target spinophilin to specific locations within the cell. Several studies

\r:r”t:m’"til suggest a role of spinophilin in the pathophysiology of neurological or psychiatric diseases. However, the ma-
oshem

jority have been performed in animals or cultured cells. Thus, the aim of the present study was to characterise
the regional and subcellular expression of spinophilin immunoreactivity by western blot in postmortem human
brain. Two specific immunoreactive bands for spinophilin were observed: an intense band migrating at around
120 kDa, which seems to comrespond to the apparent molecular weight of spinophilin deseribed by other authors,
and a less intense band of around 95 kDa. This second form seems to be a proteolysis or cdeavage product of the
—120 kDa spinophilin. Interestingly, the subcellular distribution of both bands was different. In membrane
fraction, the —120kDa spinophilin band was the most abundant, whereas in cytosol it was the —95 kDa form.
Furthermore, a different regional distribution for ~120 kDa spinophilin band was observed, with the highest
expression in prefrontal cortex, followed by hippocampus and cerebellum, and the lowest in caudate nucleus.
Altogether, these results constitute a useful reference for furure studies of spinophilin in pathological and non-

pathological human brain rissues.

1. Introduction

Spinophilin, also called neurabin II, is a multifunctonal scaffold
protein, initially described as a direct binding partner of protein
phosphatase 1 (FP1) (Allen etal., 1997) and F-actin (Satoh et al., 1998).
Since, much more parimer proteins of spinophilin have been discovered,
including cytoskeletal and cell adhesion molecules, enzymes, mem-
brane receptors, ion channels, guanine nucleotide exchange factors,
regulator of G-protein signaling proteins and tumour suppressors
(Sarrouilhe et al., 2006).

The functions of spinophilin have been mainly studied in the central
nervous system, where it is highly enriched in dendritic spines (Allen
et al., 1997; Muly et al., 2004; Ouimet et al., 2004; Satoh et al.,, 1998).
Studies with spinophilin knock out mice have revealed that this protein
regulates the formation and function of dendritic spines (Feng et al.,
2000]). It has been shown that it stabilises actin-based cytoskeleton in
dendritic spines and filopodia (Satoh et al, 1998; Yan et al., 1999).

Spinophilin also regulates the activity of PP1, an enzyme implicated in
postynaptic signal integration, by targeting the enzyme in a close vi-
cinity to its substrate and allowing its dephosphorylating activity
(Sarrouilhe et al., 2006; Satoh et al., 1998; Yan etal., 1999). Among the
substrates of PPl are the enzyme calcium/calmoduling-dependent
protein kinase II (Yoshimura et al, 1999) and neurotransmitter re-
ceptors, such as the ionotropic AMPA glutamate channel (Yan et al.,
1999). Spinophilin direetly binds different membrane receptors for
neurotransmitters too: dopaminergic D2 (Smith et al., 1999), a-adre-
nergic (Richman et al., 2001; Wang et al., 2004; Wang and Limbird,
2002), opioid (Fourla et al., 2012) and glutamatergic metabotropic (Di
Sebastiano et al, 2016) and ionotropic AMPA receptors (Yan et al.,
1999). It seems that spinophilin acts as a scaffold protein that brings
intracellular signaling proteins inte close proximity of cell membrane
receptors, and might serve as a link between synaptic transmission and
changes in spine morphology and density. In addition, spinophilin has
been proposed to play a role in neuronal migration, by its interaction
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with doublecortin, a microtubule-associated protein required for this
process (Tsukada et al., 2003).

The distinct roles of spinophilin depend on its localization and the
direct interaction with other proteins, which may target spinophilin to
specific locatdons within the cell. Spinophilin is present in brain regions
such as prefrontal cortex, hippocampus, caudate/putamen and cere-
bellum (Ouimet et al., 2004). Immunolabeling studies have determined
that it is highly expressed in dendritic spines and postsynaptic density
enriched forms, but it can also be found in preterminal axons and glia
(Muly et al., 2004; Ouimet et al., 2004).

It is of great interest to study the role of spinophilin in the patho-
physiology of different neurological and psychiatric diseases. Several
studies have focused on the implication of spinophilin in schizophrenia
(Baracskay et al., 2006; Clinton et al., 2005; Sweet et al., 2009), Alz-
heimer's (Akram et al., 2008; Palavicini et al., 2013) and Parkinson's
diseases (Brown et al., 2008). However, the majority of the research
studying the physiological or phathophysiclogical roles of spinophilin
has been performed in animals or cultured cells. In this context, the use
of postmortem human brain provides a unique opportunity to advance
research in this area (McCullumsmith et al., 2014). In the present study,
a characterisation of regional and subcellular expression of spinophilin
immunoreactivity was performed by western blot assays in several
postmortem human brain regions.

2. Material and methods
2.1. Materials

The rabbit anti-human spinophilin polyclonal antiserum (LS-
C162085) and the corresponding spinophilin antibody blocking peptide
(LS-E4298) were obtained from LifeSpan BioSciences. Mouse anti-
human spinophilin monoclonal antiserum (sc-373974) was purchased
from Santa Cruz Biotechnology. Mouse anti-f-actin monoclonal anti-
serum (A1978) was purchased from Sigma-Aldrich. All other chemicals
were obtained from Sigma-Aldrich, Panreac, MERCK, Bio-Rad, Carlo
Erba reagents, National diagnostics and Quimipur.

2.2, Human samples

Human brain samples from subjects who died by sudden and violent
causes were obtained at autopsy in the Basque Institute of Legal
Medicine, Bilbao, Spain. All the subjects were determined to be free of
psychiatric or neurological disorders based on medical histories and
postmortem tissue examinations. Samples from the prefrontal cortex,
caudate nucleus, hippocampus and cerebellum were dissected at the
ime of autopsy and immediately stored at — 70 °C untl assay. The
postmortem delay (PMD) of the samples ranged from 4 to 48 h. For all
the experiments, with the exception of the correlations with different
variables, a pool preparation containing four different samples was
used. The study was developed in compliance with legal policy and
ethical review boards for postmortem brain studies.

2.3. Preparation of membranes

Samples were prepared as previously published (Erdozain et al,
2015) with minor modifications. The frozen samples were cut and
cleaned of meninges and white matter to the best extent possible. White
matter was pooled and treated as another sample. Each tissue sample
(1 g) was homogenized with an ultraturrax in 5 ml of homogenization
buffer (0.32M sucrose in 5mM Tris-HCl pH 7.4), supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (50 pl/g of Sigma protease in-
hibitor Cocktail, 5 mM NasV0, and 10 mM NaF). In some degradation
experiments, protease and phosphatase inhibitors were not added but
when this is the case it is also mentioned in the Results section. The
total homogenate was centrifuged 10 min (4 °C) at 1100 x g (Sorvall
RC-5C centrifuge, SM-24 rotor) to remove the nuclear fraction. The
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supernatant was recentrifuged 10 min (4 "C) at 40000 x g (Sorvall RC-
5C centrifuge, SM-24 rotor). The new supernatant corresponded to the
cytosolic fraction. The pellet was resuspended in 5 mM Tris-HCI pH 7.4
buffer (supplemented with the above mentioned protease and phos-
phatase inhibitors) and recentrifuged again. This procedure was re-
peated twice to obtain the final pellet of membrane-enriched fraction
(Py fraction). That was resuspended in 1.2 ml of the same buffer with
protease and phosphatase inhibitors. The HT, Cyt and P2 fractions were
stored at — 70 °C until assay. Protein content was measured by the
Bradford's method (Bradford, 1976).

2.4. Western blot

Western blot assays were performed as previously described
(Erdozain et al., 2015), with minor modifications. For general experi-
ments, samples were prepared in the electrophoresis buffer in reducing
and denaturing conditions (100 mM DTT, 2% SDS, 8% glycerol, 0.01%
bromophenol blue, and heated at 95 °C for 5min). In some experi-
ments, samples were not heated 95 °C for 5 min (see Section 2.6) but
when this is the case it is also mentioned in the Results section. Solu-
bilized proteins (20 pg, except for the protein-dependent curves) were
resolved on 10% SDS-PAGE gels and wansferred to nitrocellulose
membranes. After being blocked (5% non-fat dry milk in PBS with 1%
Tween 20) for 1 h at room temperature, the membranes were incubated
overnight at 4 °C with constant agitation with the primary antibodies
against: spinophilin (LifeSpan BioSciences LS-C162085, 1:1000; Santa
Cruz sc-373974, 1:250) or f-actin (Sigma A1978, 1:50000). For speci-
ficity assays with the blocking peptide, the antibody was previously
incubated with the blocking peptide (1:500) for 1 h at room tempera-
ture in the same blocking solution. Next morning, membranes were
washed again with PBS and incubated for 90 min at room temperature
with the fluorescent secondary antibodies (IRDye™ 800 or Alexa Fluor®
680 conjugated). The immunoreactive signal (integrated intensity va-
lues) was detected using the Odyssey infrared imaging system (LI-COR
Biosciences) and quantified using Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Bios-
ciences). For the quantification analysis the immunoreactivity values
were normalized for f-actin signal.

2.5. Immunoprecipitation assay

Total homogenate lysate from postmortem human prefrontal cortex
was prepared in lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 1% triton X-100, sup-
plemented with protease and phosphatase inhibitors as in Section 2.3).
Immunoprecipitations were performed using either polyclonal rabbit
anti-spinophilin (LifeSpan BioSciences, LS-C162085) or monoclonal
mouse anti-spinophilin (Santa Cruz, sc-373974) antibodies. Lysates
were precleared 3 h at 4 °C with protein A/G agarose (Santa Cruz, sc-
2003), then incubated with the appropriate antibody (5 pg for 500 pg of
tissue) at 4 “C overnight. Protein A/G agarose beads were added and
samples were incubated for additional 3h at 4 °C, followed by three
washes with lysis buffer. Elution was performed at 95 °C for 5 min in
electrophoresis sample buffer (see Section 2.4) and samples were cen-
trifuged to pellet the agarose beads. The supernatants were analysed by
western blot

2.6. Proteolysis study

For general proteolysis study, membrane-enriched fractions were
prepared as previously explained in the presence or absence or any
protease inhibitors, and incubated at 37 °C for a range of time
(0-180 min). Then samples were prepared in the loading buffer (see
Section 2.4) and heated at 95 °C for 5 min. For temperature-dependent
proteolysis assay, samples were heated at different temperatures
(4°C-95"C) for 15 min directly in the loading buffer, and were not
heated anymore. To study the effect of freeze/thaw cycles, cortical
membrane-enriched fractions were either subjected to five cycles of
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freeze (20 min) and thaw (= 80°C/4°C) or kept at 4°C all along.
Samples were analysed by western blot.

2.7, Calcium-dependent cleavage assays

For calcium-dependent degradation study, samples were prepared
as published elsewhere (Pariat et al., 1997) with minor modifications.
Briefly, membrane-enriched fractions were incubated in the presence or
absence of 2.5 mM CaCl,, 1 mM EDTA or 1 mM EGTA at 37 °C for 5, 30
or 60 min. Samples were analysed by western blot.

2.8. Desphosphorylation assays

Membrane-enriched fractions were treated with two phosphatases
separately, Lambda (Santa Cruz, sc-200312) and Fast Thermosensitive
Alkaline Phosphatase (Thermo Sientific, EF0654), following manu-
facturers recommendations. Briefly, samples were incubated in the
appropriate reaction buffer in the presence of absence of the enzyme for
1 h at 30 or 37 °C, respectively. The reaction was stopped by addition of
a final concentration of 50 mM EDTA and by heating the samples for
1 h at 65 °C or 5 min at 75 "C, respectively. Samples were analysed by
western blot.

2.9. Data analysis

The analyses were carried out with GraphPad Prism 5® and results
expressed as means = SEM (standard error of the mean). The statis-
tical comparison between means in the time-dependent and tempera-
ture-dependent degradation studies was made by a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett post hoe test. Other compar-
isons of the means with the control were performed by two-tailed
Student’s t-test. The effects of age, PMD and storage time in the study, as
well as the concentration-dependent immunoreactivity were analysed
by two tailed Pearson's correlation test. In all cases p values < 0.05
were considered as being statisteally significant.

3. Results

3.1. Specificity of the spinophilin immunoractivity

Initially, a rabbit polyclonal anti-human spinophylin antiserum
(raised against amino acids 24-53 in the N-terminal of the protein) was
employed in membrane preparations obtained from the human pre-
frontal cortex. When SDS-PAGE was performed under denaturing and
reducing conditions, two immunoreactive bands were observed
(Fig. 1A): an intense band migrating at around 120 kDa, which seems to
correspond to the apparent molecular weight of spinophilin described
by other authors (Allen et al, 1997; Satoh et al., 1998), as well as a
lower molecular weight and less intense band of around 95 kDa. In
order to verify the specificity of these bands, the blocking peptide of
this antiserum was used and the immunoreactive signal of both bands
disappeared (Fig. 1A). We confirmed that the intensity of the two bands
increased in a protein-dependent manner (Fig. 1B-C). A different an-
tiserum (a mouse monoclonal antibody raised against amino acids
261-430 within an internal region human spinophilin) was employed
in the same membrane preparations from human prefrontal cortex, and
the same two immunoreactive bands were detected, which again in-
creased in a protein-dependent manner (Fig. 1D). These results sug-
gested that both bands correspond to at least a portion of spinophilin.
At last, immunoprecipitation assays were carried out to further validate
that both bands are truly spinophiln. The two different antibodies
mentioned above were used in assays. A subsequent immunoblotting
showed that both bands (~95 and ~120 kDa) were present after im-
munoprecipitating spinophilin with either the rabbit polyclonal or the
mouse monoclonal antibody (Fig. 1E). This confirmed that both forms
associate endogenously with the spinophilin antibodies. However, in
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contrast to the input fraction, in the immunoprecipitation fraction the
lower band was stronger than the upper band. The explanation for this
could be that the epitope recognized by the antibody is more available
in the lower band in non-denaturing and non-reducing conditions. Al-
ternatively, this smaller form could be a product of proteolysis of the
~120 kDa band, which could be increased with the long incubation
times in immunoprecipitation assays.

3.2. Proteolysis, calcium-dependent cleavage and dephosphorylation
experiments

Different experiments were performed to try to elucidate the nature
of both spinophilin bands. In order to determine if the — 95 kDa band
derived from the ~ 120 kDa band via proteolytic degradation, we in-
cubated the membrane samples at 37 °C in the presence or absence of
protease inhibitors for a range of times. After incubation samples were
denatured at 95 °C for 5 min and immediately processed in SDS-PAGE
and immunoblot analysis. A slight tme-dependent decrease was ob-
served in the —~120kDa band with a concomitant increase in the
~95 kDa band (Fig. 2A). The ratio between the immunoreactivity of
the ~120 kDa/~95 kDa bands was significantly reduced after incuba-
tion at 37 °C during 90 min or longer (Fig. 2B). This indicates that the
~120 kDa form can undergo proteolysis at physiological temperature
giving rise to the smaller ~ 95 kDa.

In addition, we tested heating the samples at different temperatures
for 15 min. In this case, samples were not further heated 95 °C for 5 min
prior to SDS-PAGE, in order to better analyse the effect of each treat-
ment. Interestingly, when samples are not denatured or heated at low-
medium temperatures (50 °C and underneath), a new strong im-
munoreactive band comes out a little bit above the ~95 kDa band
(Fig. 2C). This new band disappears when samples are heated at higher
temperatures. It might correspond to some complexes of spinophilin
with other proteins. Indeed, at the same molecular weight a new im-
munoreactive band for actin comes up (Fig. 2C), indicating that this
signal could correspond to a complex between spinophilin and its al-
ready well known binding partner actin. In regard to the ~95 and
~120 kDa bands profile, it was interesting to find that heating the
samples at high temperatures (80 and 95 °C) for 15 min without pro-
tease inhibitors, produced a significant shift from the higher to the
lower band (Fig. 2C-D). Furthermore, the influence of freeze/thaw
cycles was also studied. Samples were either subjected to five cyeles of
freeze (= 80 °C for 20 min) and thaw, or kept at 4 °C all along, before
denaturation at 95 °C for 5 min. As shown in Fig. 2E-F, freezing and
thawing the samples produced a striking decrease in the ~120kDa
band with a concomitant increase in the ~95kDa band. Thus, the
~85 kDa band derives from the ~120kDa band, but it is present at
physiological conditions in human brain, since we can observe it in
samples that were kept all the time at 4 °C (Fig. 2C, E). In any case this
proteolysis process can be activated with the processing of the sample.

We performed addition experiments in order to gain insight into the
mechanism of this proteolysis or degradation. Many proteins have been
identified as substrates for calpains, calcium-dependent neutral pro-
teases which cleave cytosolic, membrane or cytoskeleton-associated
proteins (Liu et al, 2008). Thus, we tested whether the spinophilin
~ 85 kDa band would be a calcium-dependent cleavage product of the
~120 kDa band. Membrane-enriched preparation of the prefrontal
cortex were incubated at 37 °C in the presence of EDTA or EGTA
(1 mM) or calcium (2.5 mM), either for 5, 30 or 60 min. None of the
treatments produced any significant change in the ratio between the
two bands, suggesting that the small ~95 kDa band is not a calcium-
dependent cleavage product of the ~120 kDa one (Fig. 2G-H).

It is well known that spinophilin is phosphorylated at different re-
sidues by multiple kinases (Hsieh-Wilson et al., 2003; Grossman et al.,
2004; Futter et al., 2005). While this post-translational modification
rarely causes such an extreme shift in the molecular weight, it could be
regulating the proteolysis of spinophilin and/or the SDS binding to the
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Fig. 1. A) Spinophilin immunoreactivity using a rabbit
polyclonal anti-human spinophilin antiserum in membrane
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protein. Hence, we performed dephosphorylation assays to determine if
the migration pattern of the two bands was altered. Lysates were
treated with two phosphatases separately, Lambda and Alkaline Phos-
phatase, which display different specificities towards tyrosine, serine
and threonine residues. The first observation was that the ~95 kDa
band showed a similar intensity as the ~120kDa band after the de-
phosphorylation assays, regardless the presence or absence of the
phosphatase itself (Fig. 2I). This might be the effect of common pro-
cedures of the assays: the incubation at medium temperatures for a
sustained time and /or the assay buffers. In any case, the treatment with
both phosphatases seemed to produce a slight further decrease in the
~120 kDa band, but the difference in the ratio of intensities did not
reach significance (Fig. 2J).

3.3. Effect of age, PMD and storage time on spinophilin immunoreactivity

The hypothetical influence of age at death, the postmortem delay
(PMD) and the storage time on the ~95kDa and ~120kDa band
densities was analysed in 24 control samples. Neither age
(30-60 years), PMD (4-48 h) nor storage time (4-22 years) correlated
with the immunoreactivity of any of the two detected bands
(Fig. 3A-F).

3.4. Subcellular and regional distribution of spinophilin in the human brain

The immunoreactivity of spinophilin ~95 and ~120 kDa bands was
determined in different subcellular fractions: total homogenates, cy-
tosol and P, membrane-enriched fractions. Interestingly, the relative
amounts of both bands were different in each sample fraction
(Fig. 4A-B). The ~120kDa spinophilin band was enriched in the
plasma membranes, where it was much stronger than the ~95 kDa
band. On the other hand, in the cytosol there was less spinophilin ex-
pression overall and the most abundant form was the ~95 kDa band.
This shows that these two spinophilin forms have a different subcellular
localization, and suggests that they would have a different cellular role,
stability or degradation pathways.

Finally, we measured spinophilin immunoreactivity in membrane-
enriched fractions of human prefrontal cortex, caudate nucleus, hip-
pocampus, cerebellum and white matter. Significant differences in
spinophilin expression were observed between the different anatomical
brain areas (Fig. 4C-D). Thus, the greatest expression of ~ 120 kDa
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band was found in the prefrontal cortex, followed by the hippocampus
and cerebellum, then caudate nucleus. The immunoreactivity of the
~95 kDa band was in all the regions lower than the ~ 120 kDa one, but
showed similar expression levels in the different regions. The expres-
sion of both bands was very low in the white matter (Fig. 4C-D).

4. Discussion

Previous studies have characterized the brain expression of spino-
philin in rodents and primates (Allen et al., 1997; Muly et al., 2004;
Ouimet et al.,, 2004) and have suggested a role for spinophilin in dif-
ferent psychiatric and neurological diseases (Brown et al., 2008;
Palavicini et al, 2013; Sweet et al., 2009). In the present study we
provide a characterisation of regional and subcellular expression of
spinophilin immunoreactivity by western blot in postmortem human
brain, which will be useful for future studies in this kind of tissue. In
human brain two immunoreactive bands for spinophilin of ~120 and
~~95 kDa were observed. These two forms are differenty expressed in
cytosolic and membranous preparations. Furthermore, we described a
regional difference for spinophilin, with the highest expression being
observed in the prefrontal cortex.

The intense band migrating at around 120 kDa seems to correspond
to the apparent molecular weight of spinophilin described by other
authors in rat brain, which was reported at 130 or 140 kDa (Allen et al.,
1997; Satoh et al., 1998; Hu et al., 2015). The rat and human proteins
have 817 amino acids, and thus, a predicted relative molecular weight
of around 89.5 kDa. However, in all the previous studies native spino-
philin migrated at a much higher apparent molecular weight on SDS-
PAGE, 130 or 140 kDa (Allen et al., 1997; Satoh et al., 1998). It was
also confirmed that when the recombinant protein was expressed in
cultured cells it showed a similar mobility (Satoh et al., 1998). Even
bacterially-expressed spinophilin fragments migrate slower on SDS-
PAGE (Hu et al., 2015). The reason for the remarkable difference be-
tween the predicted and the observed molecular weight is not well
known. This may be due to an extended conformation and/or low SDS
binding capacity (Allen et al., 1997). Database searching and the use of
an algorithm predicted that the carboxyl terminus of spinophilin forms
a solvent-exposed left-handed coiled—coil, which may be important for
the “scaffolding” function of spinophilin within the spine cytomatrix,
and is likely to contribute to the relative insolubility of the protein
(Allen et al., 1997). In addition, in the spinophilin sequence there is a
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Fig. 2. A) Spinophilin immunoreactivity in human prefrontal cortical membranes after ncubation under proteolytic and non-proteolytic conditions. Samples (20 ug) were meubated with
or without protease inhibitors for a duration of between 0 and 180 min at 37 °C. B) Quantification of the ratio between ~ 120 and - 95 kDa bands intensity in the same samples as (A)
under proteolytic conditions. €) Spinophilin immunoreactivity in human prefrontal cortical membranes after incubation at different temperatures for 15 min without protease inhibitors
and D) quantification of the ratio between ~ 120 and ~ 95 kDa bands intensities in these samples. E) Spinophilin immunoreactivity in human prefrontal cortical membranes after none
(4°C)or five cycles of freeze and thaw (- 80°C/4°C) and F) quantification of the ratio between — 120 and — 95 kDa bands intensities in these samples. G) Spinophilin immunoreactivity
in human prefrontal cortical membranes after incubation in the presence of EDTA or EGTA (1 mM) or calcium (2.5 mM) at 37 °C for 60 min and H) quantification of the ratio between
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times; a representative image of each is shown in the figure, Data were analysed by a one-way malysis of varisnee (ANOVA) followed by Dunnett post hoc test in A-B and by a two-tailed

Student’s +test vs controls in C-D. *p < 005, **p < 0.01 and ***p < 0.001.

stretch of poly-prolines from amino acids 251-259 and eleven acidic
amino acids between 409 and 420. This could dramatically affect the
way spinophilin migrates in the gel and how SDS binds to the protein,
and is most likely the reason for the migration shift.

In this study we also show a lower molecular weight band with less
intensity at around 95 kDa. We observe the same profile, a second less
intense band migrating at ~95kDa, in spinophilin blots published
previously by other authors and using different antibodies (Allen et al.,
1997; Satoh et al., 1998). However, as far as we know, authors do not
comment on it. This second form seems to be a proteolysis product of
the ~120 kDa spinophilin, since incubation for long times at 37 °C,
incubations at higher temperatures, and numerous freeze/thaw cycles
produce a significant shift in the intensity of the bands. Thus, this
smaller ~95 kDa form might be a physiological proteolysis product of
spinophilin, and at the same time, this proteolytic process could be
augmented by the processing of the samples. Yet, the physiological role
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of this ~95 kDa form of spinophilin remains to be elucidated. Inter-
estingly, the subcellular distribution of both bands is different. In
plasma membrane fraction the —120 kDa spinophilin band was the
most abundant, whereas in the cytosol it was the ~95 kDa form. This
difference in the subcellular localization might indicate that they have a
different cellular role, stability or degradation pathways. Spinophilin
has previously been reported to be present in both particulate and so-
luble brain fractions (Allen et al., 1997). Morphological studies estab-
lished that spinophilin is enriched at plasma membrane of cells al-
though the protein also is expressed widely throughout the cytoplasm
(Richman et al., 2001; Smith et al., 1999; Tsukada et al., 2003). Using
immuno-labelling approaches in adult macaque brain, spinophilin was
found predeminantly in dendritic spines, but not homogenously dis-
tributed within them. Two “nancdomains” were revealed within spines:
one, consisting of the postsynaptic density and the subjacent 100 nm of
spinoplasm, contains the highest density of label; the other, consisting
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of the deeper region of the spine, contains a lower density of spinophilin
(Allen et al., 1997). Several authors suggest that differential phos-
phorylation/dephosphorylation of the different sites may target spino-
philin to specific locations within the cell, regulating the assembly with
other proteins and stability of these interactions (Futter et al., 2005;
Grossman et al., 2004; Hsieh-Wilson et al., 2003; Muly et al., 2004;
Satoh et al, 1998). Thus, phosphorylation might also regulate the
proteolysis of ~120 kDa spinophilin giving rise to the 95 kDa form. We
tried to study this hypothesis by treating our samples with two different
phosphatases, Lambda and Alkaline Phosphatase. We observed a trend
to a decrease in the ~120 kDa band and an increase in the ~95 kDa
band, but the difference in the ratio of intensities did not reach statis-
tical significance. However, we cannot entirely rule out this possibility,

to the reg slope.

since we might have not determined the right conditions to observe it
(enzyme concentration, incubation time, etc).

Spinophilin density was also different among the anatomical brain
regions here studied. The greatest expression of ~ 120 kDa spinophilin
in membrane-enriched fractions was found in the prefrontal cortex,
followed by the hippocampus, cerebellum and caudate nucleus. The
expression was very low in the white matter. These results reveal im-
portant differences in the expression patterns of this protein with re-
spect to those described in other mammalians. A previous western blot
study reported that the highest levels in rat brain were detected in the
hippocampus, and the lowest in cortex, cerebellum, and particularly
brainstem (Allen et al., 1997). A further anatomical study in rat brain
observed that the hippocampus, caudate/putamen, and cerebral cortex
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Fig. 4. A) Spinophilin immunoreactivity in different cellular preparations obtained from the human prefrontal cortex (total homogenate ~TH-, cytosol ~Cyt- and membrane-enriched P,
fraction) and B) quantification of the immunoreactivity of the ~120 and ~95 kDa bands in these samples. C) Spinophilin i tivity in b iched p ions from
human prefrontal cortex (PFC), caudate nucleus (CAU), hipp pus (HIP), cerebellum (CB) and white matter (WM) and D) quantification of the immunoreactivity of the ~120 and
~-95kDa bands in these samples. Differences between regions, which were run-yoked on the same assay, were analysed by a paired two-tailed Student’s t-test. *** and 2 2 <p < 0.001 vs
PFC values for the ~120 and ~95 kDa bands respectively. Western blot experiments were performed using a rabbit polyclonal anti-human spinophilin antiserum. Experiments were
performed with a pool preparation three times; a representative image of each is shown in the figure. Values represented by the bars are the mean + SEM of three independent
experiments.
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were strongly immunoreactive for spinophilin, whereas the cerebellum
and dentate gyrus were relatively less immunoreactive (Ouimet et al.,
2004). In mouse brain, western blot of total spinophilin levels were
significantly lower in striatal compared to hippocampus lysates
(Baucum et al., 2013), which agrees with our observation in human
brain. Other authors found spinophilin enriched in the great majority of
dendritic spines in cerebral cortex, caudate/putamen, hippocampal
formation, and cerebellum, irrespective of regional differences in spi-
nophilin concentration (Ouimet et al.,, 2004). Even if these studies and
ours agree with a ubiquitous brain expression of spinophilin, the main
difference is that in human brain the highest levels are observed in the
prefrontal cortex. This interspecies difference in the regional distribu-
tion has already been observed for many proteins, and might be related
to a different role in the brain connections and processes. The fact that
we observed some immunoreactivity in the white matter is not sur-
prising. In anatomical studies spinophilin immunoreactivity was ob-
served in glial processes and preterminal axons, suggesting that spi-
nophilin's role in cellular processes is not exclusive to postsynaptic
functions (Muly et al., 2004).

5. Conclusion

In conclusion, the present study constitutes the first report char-
acterizing the subcellular and regional expression of spinophilin in non-
pathological human postmortem brain by western blot. Our data reveal
that there are two forms of spinophilin with a different mobility on SDS-
PAGE, which are differently expressed in cytosolic or membrane frac-
tions. In addition, we revealed important differences in the anatomical
profile of this protein with respect to those observed previously in other
mammals. These results will constitute a useful reference in future
studies of spinophilin in pathological and non-pathological human
brain tissues.
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ARTICULO 5

En la esquizofrenia existe una disfuncién sindptica y alteraciones en diferentes sistemas
de neurotransmisién. La espinofilina es una proteina localizada principalmente en las espinas
dendriticas, y cuyas funciones se relacionan con la plasticidad sinaptica o la densidad y
morfologia de las propias espinas dendriticas. Por esta razén se la ha relacionado con
enfermedades neuroldgicas o patologias psiquiatricas como la esquizofrenia. Ademas, la
espinofilina tiene la capacidad de unirse a diferentes receptores, como pueden ser los receptores
dopaminérgicos D, que estdn directamente implicados en esta patologia y son una de las
principales dianas del tratamiento antipsicotico. El objetivo principal de este estudio fue
determinar la expresién proteica de espinofilina en la corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL)
humana postmortem de sujetos con esquizofrenia y observar si el tratamiento antipsicotico
modifica dicha expresidn. En este estudio se incluyeron 24 sujetos con esquizofrenia (12 con
antipsicoticos en sangre en el momento de la muerte y 12 sujetos sin antipsicéticos en sangre) y
24 controles (sin patologia psiquidtrica antemortem). Estos sujetos fueron emparejados por
sexo, edad, intervalo postmortem y tiempo de almacenamiento. Este emparejamiento se realiz6
para evitar una posible alteracién de la expresion proteica por estas variables demograficas. La
expresion proteica de las dos bandas especificas de espinofilina se determiné gracias a la técnica
de Western Blot. Este estudio se realizé en dos fracciones subcelulares diferentes, una
enriquecida en sinaptosomas (SPM) y otra enriquecida en membranas postsinapticas (PSD). Los
resultados obtenidos mostraron, que tanto en SPM como en PSD, la expresién de la banda
superior de espinofilina no presenta ningin cambio significativo entre sujetos con esquizofrenia
y sus controles, ni estd alterada por la accién de los fadrmacos antipsicéticos. Sin embargo, al
estudiar la expresion de la banda inferior de espinofilina se observé una disminucién
significativa en los sujetos con esquizofrenia frente a sus controles en ambas fracciones. Ademas
al separar los sujetos con esquizofrenia en funcién de la presencia o ausencia de antipsicéticos
en sangre, se vio que la disminucién significativa, tanto en SPM como en PSD, correspondia a los
sujetos con antipsicoticos en sangre. Estos resultados nos sugieren que los farmacos
antipsicoticos pueden alterar la expresion proteica de una de las isoformas de espinofilina en la

CPFDL humana de sujetos con esquizofrenia.
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KEYWORDS Abstract

Spinophilin; Schizophrenia has been associated with alterations in neurotransmission and synaptic dysfunc-
Schizophrenia; tion. Spinophilin is a multifunctional scaffold protein that modulates excitatory synaptic trans-
Antipsychotics; mission and dendritic spine morphology. Spinophilin can also directly interact with and regulate
Prefrontal cortex; several receptors for neurotransmitters, such as dopamine D, receptors, which play a role in
Human brain: the pathophysiology of schizophrenia and are targets of antipsychotics. Several studies have
Postmortem thus suggested an implication of spinophilin in schizophrenia. In the present study spinophilin

protein expression was determined by western blot in the postmortem dorsolateral prefrontal
cortex of 24 subjects with schizophrenia (12 antipsychotic-free and 12 antipsychotic-treated
subjects) and 24 matched controls. Experiments were performed in synaptosomal membranes
(SPM) and in postsynaptic density fractions (PSD). As previously reported, two specific bands
for this protein were observed: an upper 120-130 kDa band and a lower 80-95 kDa band. The
spinophilin lower band showed a significant decrease in schizophrenia subjects compared to
matched controls, both in SPM and PSD fractions (-15%, p = 0.007 and -15%, p = 0.039,
respectively). When schizophrenia subjects were divided by the presence or absence of
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antipsychotics in blood at death, the lower band showed a significant decrease in antipsychotic-
treated schizophrenia subjects (-24%, p = 0.003 for SPM and -26%, p = 0.014 for PSD), but not in
antipsychotic-free subjects, compared to their matched controls. These results suggest that an-
tipsychotics could produce alterations in spinophilin expression that do not seem to be related
to schizophrenia per se. These changes may underlie some of the side effects of antipsychotics.
© 2020 Elsevier B.V. and ECNP. All rights reserved.

1. Introduction

Schizophrenia is a chronic mental disorder, significantly con-
tributing to the global disease burden (Jongsma et al.,
2018). Its clinical features include impairments in per-
ception (positive symptoms), cognition (cognitive deficits)
and motivation (negative symptoms) (van Os and Ka-
pur, 2009). At present, it is believed that schizophrenia
may result from gene/environment interactions that affect
the normal development of the brain (McCutcheon et al.,
2019). Since the precise genetic factors and the biologi-
cal basis remain unknown, different hypotheses have been
postulated focusing on alterations in several neurotrans-
mitters, synaptic dysfunction, excitatory-inhibitory imbal-
ance and neuronal discoordination (Devor et al., 2017;
Dienel and Lewis, 2019; Insel, 2010; Krajcovic et al.,
2019; McCutcheon et al., 2019; Yin et al., 2012). All
symptoms of schizophrenia reflect alterations in neuronal
circuitry in multiple brain regions that may be due, at
least in part, to deficits in dendritic spines. These den-
dritic alterations have been better characterized in layer
Il of the neocortex, where pyramidal cell spine density
is lower in subjects with schizophrenia (Garey et al.,
1998; Glantz and Lewis, 2000; Glausier and Lewis, 2013;
Kolluri et al., 2005). The spine deficits seem to appear
during development and may be due to disturbances in
the molecular mechanisms responsible for spine forma-
tion, pruning, and/or maintenance (Glausier and Lewis,
2013).

Spinophilin is a multifunctional scaffold protein ex-
pressed throughout the brain in a region- and sub-
cellular compartment- dependent manner (Allen et al.,
1997; Brocos-Mosquera et al., 2018; Muly et al., 2004;
Ouimet et al., 2004). Its roles depend on its localization,
and direct interaction with and regulation of other proteins
such as actin, protein phosphatase 1 and different neuro-
transmitter receptors (Allen et al., 1997; Sarrouilhe et al.,
2006; Satoh et al., 1998; Smith et al., 1999; Wang et al.,
2004; Yan et al., 1999). Spinophilin is highly expressed in
dendritic spines and postsynaptic density (PSD) enriched
forms (Allen et al., 1997; Muly et al., 2004; Satoh et al.,
1998). Spinophilin knock-down and knock-out studies in cul-
tured neurons and mice have revealed that it regulates
spine formation and function. However, these results are
contradictory, showing either an increase (Feng et al., 2000)
or a decrease (Evans et al., 2015) in dendritic spines, which
suggest that spinophilin’s contribution to spine formation is
complex and still unclear. In addition, spinophilin has been
proposed to play a role in neuronal migration, by its inter-
action with doublecortin, a microtubule-associated protein
required for this process (Tsukada et al., 2003). Spinophilin
can also directly interact with some receptors involved
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in the neurobiology of schizophrenia such as dopamine D;
(Smith et al., 1999), a-adrenergic (Richman et al., 2001) or
metabotropic and ionotropic glutamate receptors (Di Sebas-
tiano et al., 2016; Salek et al., 2019). Thus, several studies
have proposed an implication of spinophilin in schizophrenia
(Baracskay et al., 2006; Clinton et al., 2005; iSweet et al.,
2009).

The dorsolateral prefrontal cortex (DLPFC) of the brain
is responsible for cognition, working memory and complex
executive functions such as inhibition of inappropriate be-
haviors and planification. This key brain area has largely
been implicated in the pathophysiology of schizophrenia
(Arnsten and Li, 2005; Arnsten and Wang, 2016; Dienel and
Lewis, 2019). Brain imaging studies indicate an altered
structural and functional connectivity in corticolimbic and
mesolimbic circuitry in schizophrenia (Allen et al., 2012;
Alonso-Solis et al., 2015; Amad et al., 2014), some of which
may be modifiable by antipsychotics (AP) (Sarpal et al.,
2015). Studies of AP effects in brain tissue have mainly fo-
cused on alterations in neurotransmitters, their receptors
and associated proteins (Lidow et al., 2001; Vincent et al.,
1994). However, there is growing evidence that long-term
AP treatment can alter the morphology and connectiv-
ity of cellular processes in several areas of the brain,
especially in the association areas of the cerebral cor-
tex (Benes et al., 1985a, 1985b; Klintzova et al., 1989;
Lidow et al., 2001; Meshul et al., 1992; Uranova et al.,
1991; Vincent et al., 1991). It has also been proposed that
the morphological alterations produced by AP could un-
derlie some of the side effects produced by these drugs
(Kelley et al., 1997; Seeman, 1988). The discovery of al-
terations in the volume and organization of the neuropil
in postmortem cortical tissue from schizophrenic patients
(Anders, 1978; Garey et al., 1998; Glantz and Lewis, 2000;
Selemon et al., 1995; Uranova et al., 1996) reinforced the
interest in the AP effects on the morphology of cortical
cells, raising the question of whether these changes are as-
sociated with the disease itself or with its pharmacological
treatment (Lidow et al., 2001).

The aim of the present study was to measure spinophilin
protein expression in the DLPFC (Brodmann’s area 9) of AP-
free and AP-treated schizophrenia subjects and matched
controls, in order to discriminate if putative alterations are
due to the pathology or to the treatment. We had previ-
ously characterized spinophilin protein expression by west-
ern blot in postmortem human brain, showing that there are
two specific bands for this protein with differential regional
and subcellular distribution (Brocos-Mosquera et al., 2018).
In the present study, both spinophilin bands were quantified
in two different preparations: synaptosomal fractions (con-
taining presynaptic and postsynaptic membranes) and PSD
fractions.
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Table 1
(standard error of the mean).

Gender, age, PMD and storage time of subjects included in the study. Quantitative variables are expressed as mean+SEM

ALL AP-free AP-treated

24C 248 12C 128 12 C 12 S
Gender 16/8 16/8 9/3 9/3 7/5 7/5
(M/F)
Age (years) 4312 4342 4442 4342 4243 4243
PMD (hours) 1842 16+2 5= 17+4 2143 15+2
Storage 102+12 98+6 112+£21 96+8 92+11 100+10
time
(months)

2. Experimental procedures

2.1. Postmortem human brain samples

Human brain samples were obtained at autopsy in the Basque
Institute of Legal Medicine, Bilbao, Spain. Samples from the DLPFC
(Brodmann’s area 9, BA9) were dissected at the time of autopsy
and immediately stored at —80 °C until assay. A toxicological
screening on blood (detection of antidepressants, antipsychotics,
psychotropic drugs and ethanol) was performed at the National
Institute of Toxicology, Madrid, Spain, using a variety of standard
procedures including radioimmunoassay, enzymatic immunoassay,
high-performance liquid chromatography and gas chromatography-
mass spectrometry.

This study included samples from 48 subjects. In all cases, a
retrospective careful searching for antemortem medical diagnosis
was performed. Thus, the samples were assigned to one of two
experimental groups: control (C) group (24 subjects with no ante-
mortem neurological or psychiatric disorders) and schizophrenia (S)
group (24 subjects with an antemortem diagnosis of schizophrenia
based on DSM or ICD criteria). The schizophrenia (S) group was
divided into two subgroups based on the presence or absence of
antipsychotics in blood at the time of death: 12 antipsychotic-free
(AP-free) subjects (negative antipsychotic blood analysis) and 12
antipsychotic-treated (AP-treated) subjects (positive antipsychotic
blood analysis).

Schizophrenia and control subjects were matched one to one,
as well as possible, for age, gender and postmortem delay (time
interval between death and autopsy, PMD). Age, gender, PMD and
storage time were not statistically different between groups, as
shown in Table 1 (p=0.05, two tailed t-test). The demographic
characteristics, cause of death, psychiatric diagnosis and toxi-
cological characteristics of samples are shown in Supplementary
Tables 1 and 2. The study was developed in compliance with legal
policy and ethical review boards for postmortem brain studies.

2.2,
DLPFC

Subcellular fractionation of postmortem human

Human postmortem samples were fractionated as previously de-
scribed (Erdozain et al., 2019). Postmortem brain tissue (1 gram
from each subject) was homogenized in 30 ml cold Tris-sucrose
buffer (0.32 M sucrose in 5 mM Tris-HCL, pH 7.4) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors and centrifuged at 1100 = g
for 15 min. The supernatants were recentrifuged at 40,000 x g
for 10 min. The remaining P, membrane pellets - which con-
tain the crude synaptosomal fraction - were resuspended in 3 ml
of the same 0.32 M Tris-sucrose buffer and overlaid on a three-
layer discontinuous sucrose gradient that consisted of 3 ml of each
1.2 M, 1.0 M and 0.85 M sucrose in 5 mM Tris-HCl pH 7.4 buffer

(+antiproteases/phosphatases). The gradient was ultracentrifuged
at 100,000 x g for 2 h and the layer in the interphase between
1.0 and 1.2 M Tris-buffered sucrose solutions - corresponding to the
synaptosomal plasma membrane (SPM) fraction - was collected. In
order to partially remove the glucose in the samples, each SPM
fraction was washed with 8 ml of 5 mM Tris-HCl pH 7.4 buffer
(+antiproteases/phosphatases) and centrifuged at 40,000 x g for
10 min. The resulting SPM pellets were resuspended in 1 ml 5 mm
Tris-HCL pH 7.4 buffer (+antiproteases/ phosphatases). A 100 pl
aliquot from each sample was stored at —80 °C as SPM fraction sam-
ple until assay. The rest was centrifuged at 21,000 x g for 15 min,
and the resulting SPM pellets were stored at —80 °C for presynap-
tic membranes and PSD separation. Next day, each SPM pellet was
thawed on ice, resuspended in 20 ml of 20 mM Tris-HCl pH 6.0 buffer
with 1% Triton X-100 (+antiproteases/phosphatases), rotated in a
rocker for 30 min and centrifuged at 35,000 x g for 20 min. The
resulting pellets were resuspended in 5 ml of 20 mM Tris-HCI pH
8.0 buffer with 1% Triton X-100 (+antiproteases/ phosphatases), ro-
tated on a rocker for 60 min and ultracentrifuged at 140,000 = g for
30 min. The supernatants, corresponding to the presynaptic mem-
brane fraction, were stored at —80 °C until assay. The final pellets,
corresponding to the PSD fraction, were resuspended in 900 pul of
50 mM Tris-HCl pH 7.4 buffer, aliquoted and then stored at —80°C
until assay. All steps were performed at 4°C. A small aliquot from
SPM and PSD was separated and used for protein quantification us-
ing a Bio-Rad DC Protein Assay Kit with BSA as standard.

2.3. Western blot

Western blot assays were performed as previously described
(Brocos-Mosquera et al., 2018) with minor modifications. Samples
were prepared in electrophoresis buffer in reducing and denaturing
conditions (100 mM DTT, 2% SDS, 8% glycerol, 0.01% bromophenol
blue, and heated at 95°C for 5 min). Denatured proteins (20 pg)
were resolved on 10% SDS-PAGE gels and transferred to nitrocel-
lulose membranes (AmershamTM ProtranTM 0.45 pm NC). Mem-
branes were stained with Ponceau S solution and scanned, in or-
der to check the correct transfer of the proteins, and to obtain a
total protein stain value. After blockage for 1 h at room tempera-
ture with 5% non-fat dry milk in phosphate-buffered saline (PBS),
the membranes were incubated overnight at 4 °C with constant ag-
itation with the primary antibodies against spinophilin (LifeSpan
BioSciences LS-C162085, 1:1000) and S-actin (Sigma-Aldrich A1978,
1:200,000). Next morning, membranes were washed again with PBS
and incubated for 90 min at room temperature with the fluores-
cent secondary antibodies (IRDyeTM 800 or Alexa Fluor® 680 con-
jugated). The immunoreactive signal (integrated intensity values)
was detected using the Odyssey infrared imaging system (LI-COR
Biosciences, Nebraska, USA) and quantified using Image Studio Lite
5.2 (LI-COR Biosciences). For the quantification analysis, the im-
munoreactivity values were normalized independently for the j-
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actin signal or for total protein (Ponceau S stain), in order to con-
sider the fact that spinophilin binds to F-actin and thus a possible
simultaneous modulation of both proteins. However, no significant
differences were observed with the different analysis, and values
shown below correspond to g-actin normalization.

2.4. Data analysis

The analyses were carried out with GraphPad Prism 5® and results
expressed as means=+SEM of actin-normalized immunoreactivity for
spinophilin. The main statistical analysis for comparison of the
means between control and schizophrenia subjects was performed
by a two-tailed paired Student’s t-test, since groups and subgroups
were matched for sex, age, PMD and storage time. Data was also
analyzed using a secondary statistical analysis with R software, in
which subjects were divided in three groups (controls [n = 24],
AP-free schizophrenia [n = 12] and AP-treated schizophrenia sub-
jects [n = 12]) and a multiple regression analysis was performed
to predict spinophilin levels based on the covariates of sex, age,
postmortem delay and storage time. In all cases p values <0.05
were considered as being statistically significant. No outliers were
detected using Grubb‘s test.

3. Results

3.1. Specificity of the spinophilin
immunoreactivity in SPM and PSD fractions of
postmortem human DLPFC

All the western blot experiments were performed un-
der denaturing conditions and showed two bands in both
SPM and PSD fractions, as previously observed (Brocos-
Mosquera et al., 2018). In SPM fraction, the migration of
the upper band was around 120-130 kDa and the lower
band around 95 kDa. In PSD fraction, however, the upper
band came out also around 120-130 kDa, but the lower
band migrated around 80 kDa (Fig. 1). The specific nature
of these two bands has been previously described (Brocos-
Mosquera et al., 2018), where we observed the cross reac-
tivity of both bands to antibodies designed against different
antigenic epitopes, and showed proteolysis studies where
incubation for long times at 37°C, incubations at higher
temperatures, and numerous freeze/thaw cycles produced
a significant increase in the intensity of the lower band.
The variance in the migration of both spinophilin bands in
SPM and PSD fractions could be due to the preparation of
the fractions, with 1% Triton detergent present in the PSD

MW SPM PSD
150 kDa

| R I T ap— ]» Upper band

100 kDa

— —

Lower band
75 kDa -

|
;q“}

Fig. 1 A representative western blot for spinophilin in a SPM
and a PSD samples from the same subject, showing two specific
immunoreactive bands for the protein, with the lower band dis-
playing a slight migration shift between SPM and PSD fractions.
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fraction, which could influence the migration of one form
of spinophilin, as suggested previously (Allen et al., 1997).
Alternatively, since there seems to be a little (almost unde-
tectable) presence of the 80 kDa band in the SPM, it is also
possible that the 80 kDa and 95 kDa bands could represent
different fragments produced depending on the subcellu-
lar regions, due to the effect of different proteases in each
compartment.

In our experimental conditions, the expression of
spinophilin protein was undetectable in presynaptic mem-
brane fractions. As spinophilin is a protein marker of den-
dritic spines (Muly et al., 2004), it may be expected to be
detected it in the SPM (which contains both the presynapse
and PSD) and in the PSD fractions but not in the presynaptic
fraction.

3.2. Quantification of spinophilin protein
expression in SPM and PSD fractions of postmortem
human DLPFC

The spinophilin protein levels were measured by western
blot in SPM and PSD fractions. In SPM fraction, the im-
munoreactivity of the lower band of spinophilin showed
a significant decrease in schizophrenia subjects compared
to matched controls (15% decrease, p = 0.007, Fig. 2E).
When schizophrenia subjects were divided by the presence
or absence of antipsychotics in blood at death, spinophilin
lower band showed a significant decrease in AP-treated
schizophrenia subjects (24% decrease, p = 0.003), but
not AP-free subjects, compared to their matched controls
(Fig. 2F-G). No significant differences were observed in
the spinophilin upper band between the different groups
(Fig. 2B-D).

Similarly, when spinophilin protein was measured in PSD
fraction, a significant decrease was observed for the lower
band in schizophrenia subjects compared to controls (15%
decrease, p = 0.039 Fig. 3E). Again, when schizophrenia
subjects were divided in regard to the presence of antipsy-
chotics in blood at death, spinophilin lower band showed
a significant decrease in AP-treated schizophrenia subjects
(26% decrease, p = 0.014), but not AP-free subjects, com-
pared with to their matched controls (Fig. 3F-G). No sig-
nificant differences were observed in the spinophilin upper
band (Fig. 3B-D).

These previous results in SPM and PSD fractions were fur-
ther confirmed by a multiple regression analysis controlling
for the covariates sex, age, postmortem delay and stor-
age time, in which subjects were divided in three groups
(controls [n = 24], AP-free schizophrenia [n = 12] and
AP-treated schizophrenia subjects [n = 12]). This analysis
corroborated that the spinophilin lower band was signifi-
cantly decreased in AP-treated schizophrenia subjects com-
pared to controls both in SPM (—21.7%, p = 0.004) and PSD
(—28.1%, p = 0.032).

4. Discussion

Despite the proposed involvement of changes in spinophilin
in the neurobiology of schizophrenia, studies that have
examined spinophilin expression in postmortem human
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Fig. 2 Spinophilin protein expression in SPM fraction of postmortem brain DLPFC of schizophrenia subjects. Representative west-
ern blot for spinophilin showing the two specific forms of the protein in SPM fraction of an AP-free and an AP-treated schizophrenia
subject and their corresponding matched controls (A). B-D: Spinophilin upper band immunoreactivity in the 24 schizophrenia sub-
jects and matched controls (B); in 12 AP-free schizophrenia subjects and matched controls (C); and in 12 AP-treated schizophrenia
subjects and matched controls (D). E-G: Spinophilin lower band immunoreactivity in 24 schizophrenia subjects and matched con-
trols (E); in 12 AP-free schizophrenia subjects and matched controls (F); and in 12 AP-treated schizophrenia and matched controls
(G). Data shown are mean=+SEM values of 3-4 independent experiments and express the actin-normalized immunoreactivity as
percentage of the matched controls (100%). Statistical significance is denoted by **p<0.01.

brain of schizophrenia subjects show inconsistent re-
sults (Baracskay et al., 2006; Catts and Weickert, 2012;
Clinton et al., 2005; Deo et al., 2013; Law et al., 2004b;
Sweet et al., 2009; Weickert et al., 2004). In the present
study, we report no alteration in spinophilin protein ex-
pression in DLPFC (BA9) of schizophrenia subjects that
were AP-free at the time of death. Conversely, a de-
crease in a specific form of spinophilin is observed in AP-
treated schizophrenia subjects. These results suggest that
AP-treatment could produce alterations in spinophilin ex-
pression that are not present in untreated or non-compliant
schizophrenia patients.

Some studies that have quantified spinophilin mRNA or
protein expression in brain of schizophrenia patients did
not find significant alterations. A previous study examining
spinophilin protein expression by slot blot in the DLPFC (in
this case BA46) obtained similar results that our present
work (Koh et al., 2003). Further, two independent mRNA
analysis in the DLPFC also found no significant alterations

between schizophrenia patients and controls (Catts and We-
ickert, 2012; Weickert et al., 2004). Unchanged expression
of spinophilin has similarly been reported in other brain re-
gions such as auditory cortex (Deo et al., 2013) and anterior
cingulate cortex (Baracskay et al., 2006).

On the contrary, other studies have found either in-
creased or reduced expression of spinophilin in brain
samples of subjects with schizophrenia. An in situ hy-
bridization study detected slightly increased transcript
levels of spinophilin in the II, V, and VI layers of the DLPFC
(BA9) (Baracskay et al., 2006). Conversely, the density of
spinophilin-immunoreactive synaptic puncta was found to
be significantly lower in the auditory cortex of schizophre-
nia subjects (Sweet et al., 2009). The authors suggested
that these alterations may contribute to the impairment
in auditory sensory processing present in this psychiatric
disorder. Alterations in spinophilin levels have also been
reported in other brain regions of interest in schizophrenia,
such as hippocampus (Law et al., 2004b), olfactory bulb
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Fig. 3 Western blot analysis of spinophilin protein expression in PSD fraction of postmortem DLPFC of schizophrenia subjects.
Representative western blat for spinophilin showing the two specific forms of the protein in PSD fraction of an AP-free and an
AP-treated schizophrenia subject and their corresponding matched controls (A). B-D: Spinophilin upper band immunoreactivity in
24 schizophrenia subjects and matched controls (B); in 12 AP-free schizophrenia subjects and matched controls (C); and in 12 AP-
treated schizophrenia subjects and matched controls (D). E-G: Spinophilin lower band immunoreactivity in 24 schizophrenia subjects
and matched controls (E); in 12 AP-free schizophrenia subjects and matched controls (F); and in 12 AP-treated schizophrenia
and matched controls (G). Data shown are mean=SEM values of 6-8 independent experiments and express the actin-normalized
immunoreactivity as percentage of the controls (100%). Statistical significance is denoted by *p<0.05.

(Egbujo et al., 2015) and thalamic nuclei (Clinton et al.,
2005). Overall, authors that found a decrease in spinophilin
suggest that this corresponds to a decreased spine density
in these particular regions or subregions.

The fact that we and others found unchanged spinophilin
protein levels in the DLPFC of (AP-free) schizophrenia sub-
jects may seem to be in opposition to the suggested altered
synaptic communication among cortical neurons as a com-
ponent of the schizophrenia pathophysiology (Glausier and
Lewis, 2013). Nevertheless, taking into account that some
alterations have been described only in particular lay-
ers (Baracskay et al., 2006; Glausier and Lewis, 2013;
Kolluri et al., 2005; Sweet et al., 2009), it is possible that a
decrease in synaptic spines and spinophilin expression could
not be detected in a study like ours, where the DLPFC sam-
ple is processed as a whole entire piece, with no distinction
between layers. Other researchers in the field have also sug-
gested that synaptic pathology may be subtle and variable
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and may be due to patient-specific factors (Weickert et al.,
2004).

An important factor when interpreting these kind of stud-
ies with human subjects is the possible confounding effect
of suicide. Since the control group does not present any sui-
cide case, we have studied its possible effect in the AP-
treated (7 suicides/5 non-suicides) and AP-free groups (10
suicides/2 non-suicides). The assessment of association be-
tween suicide and AP treatment analyzed by means of a
Fishers exact test gave a non significant result (p = 0.37),
so the null hypothesis of equal suicides in both groups can-
not be rejected. Therefore, it does not seem that sui-
cide could be a variable that confuses the results of both
groups.

There is growing evidence that long-term AP treatment
can alter the morphology and connectivity of cellular pro-
cesses in several brain areas, especially in association ar-
eas of the cerebral cortex (Benes et al., 1985a, 1985b;
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Klintzova et al., 1989; Lidow et al., 2001; Meshul et al.,
1992; Uranova et al., 1991; Vincent et al., 1991). Our study
was carefully designed to address this issue and to discrim-
inate if putative alterations might be due to the pathology
itself or to its pharmacological treatment. Importantly, we
describe a significant reduction in one form of spinophilin
in those schizophrenia subjects that were on AP treat-
ment at the time of death (with positive blood toxicol-
ogy). In a similar way, spinophilin mRNA expression in hu-
man DLPFC showed relationship with neuroleptic dose es-
timates, suggesting that neuroleptics could downregulate
spinophilin mRNA (Weickert et al., 2004). Still, studies men-
tioned above that found either decrease of spinophilin pro-
tein expression in the auditory cortex (Sweet et al., 2009)
or no-significant alteration in the DLPC (Koh et al., 2003),
found no effect of the AP treatment on spinophilin expres-
sion in human brain. However, in these studies very few
of the schizophrenia subjects were AP-free at death (two
and three out of fifteen, respectively), so the comparison
between treated and non-treated may not be very mean-
ingful, with the possibility that a real difference could not
be detected. In any case, it cannot be discarded that the
differences observed in the present study between AP-free
and AP-treated subjects could also be due to other patient-
specific factors (i.e. clinical features).

The fact that we only observed a decrease in the lower
weight form of spinophilin (80-95 kDa) and not in the up-
per band (120-130 kDa) may have a biological interpreta-
tion. As we previously reported, this smaller form seems
to be a proteolysis product of the upper spinophilin, since
incubation for long times at 37°C, incubations at higher
temperatures, and numerous freeze/thaw cycles produce
a significant increase in the intensity of the band (Brocos-
Mosquera et al., 2018). Although the role of both forms
of spinophilin remains to be elucidated, the differential
subcellular localization (the upper band enriched in the
membrane-bound fraction, while the lower band remains
very low both in the cytosolic/soluble and membrane-
bound fraction) might indicate that they have a differ-
ent function, stability and/or degradation pathways. It is
also possible that the decrease in this form of spinophilin
might reflect a decrease in the turnover of the protein.
On the other hand, as mentioned in the results section,
we only measured spinophilin expression in SPM and PSD
fractions since the protein was undetectable in presynaptic
membrane fraction. However, the presence of spinophilin
in the presynapse cannot be discarded; it might just be
too diluted in this fraction, and thus under the detec-
tion threshold in our experimental conditions. These re-
sults raise the question whether a possible proteolysis
might be induced by AP treatment. However, as far as
we know there is no evidence for AP-induced proteolytic
activity. Indeed, some data would indicate the opposite,
since increased peptidase activity has been described in
plasma and brain of schizophrenia subjects, and in this
way, inhibitors of some peptidases have been proposed
as potential procognitive drugs in schizophnreia. Some ex-
amples are N-acetylaspartylglutamate peptidase inhibitors
(Olszewski et al., 2008, 2012; Zuo et al., 2012), prolyl
oligopeptidase inhibitors (Prades et al., 2017; Lopez et al.,
2013) and dipeptidyl-peptidase-4 inhibitors (Pintana et al.,
2013).

In addition to postmortem studies, animal and in vitro
studies have provided information about the effects of
chronic AP treatment on spinophilin. Although one study
reported unaltered spinophilin mRNA expression in rat brain
after administering several AP (Law et al., 2004a), most
studies have found that chronic AP treatment changes
spinophilin expression (Critchlow et al., 2006; Koh et al.,
2003; Lidow et al., 2001). Importantly, this effect seems
to depend on the type of AP used. Thus, the typi-
cal AP haloperidol induced a significant downregulation
of spinophilin protein in rat neurons (Critchlow et al.,
2006) and primate brain (Koh et al., 2003; Lidow et al.,
2001), whereas the atypical AP clozapine has been
shown to increase this protein expression in rat neurons
(Critchlow et al., 2006). To note, the studies that evalu-
ated the effect of AP over the spinophilin protein expres-
sion in homogenates by blotting do only mention the upper
band, identified at approximately 120 kDa (Critchlow et al.,
2006) or 140 kDa (Lidow et al., 2001; Koh et al., 2003),
and none of them performed the presynaptic/postsynaptic
fractionation. In any case, it is important to mention that
an alteration or lack of difference observed in animals,
e.g. rodents, might not necessarily be extrapolated to hu-
mans. Indeed, the doses, administration routes, administra-
tion schemas and pharmacokinetics are very different. Be-
sides, we describe changes in a pathological brain, which
might not be reflected in a normal/control animal brain.
The twelve AP-treated schizophrenia subjects included in
our study were taking a wide variety of antipsychotics,
with only one subject taking haloperidol and three subjects
clozapine. This dispersion in the number of different AP ad-
ministered prevents us from relating each AP with a specific
effect on the spinophilin expression.

It has been proposed that the morphological and molec-
ular (e.g. spinophilin) alterations produced by long-term AP
treatment, may underlie some of the side effects produced
by these drugs. In this line, special attention has been drawn
to the possible negative effects on cognition (Kelley et al.,
1997; Lett et al., 2014; Seeman, 1988). Cognition is a group
of mental processes that includes the ability to accurately
perceive, attend to, process and remember information.
Even if schizophrenia is defined as a psychotic disorder, cog-
nitive impairment is a core feature of the disease, with a
generalized impairment of various cognitive domains such
as working memory, attention, verbal learning and memory,
and executive functions (Kahn and Keefe, 2013). Although
the effect of AP on cognition is still at debate, there is grow-
ing evidence that cognitive deficits would not benefit from
AP medication but rather worsen with chronic treatment
(Lettetal., 2014). Accordingly, severe impairments in work-
ing memory performance have been observed in primates
undergoing long-term haloperidol treatment (Castner et al.,
2000). In addition, chronic exposure of primates to AP has
been associated with reduced brain volume, smaller gray
matter volume, lower glial cell number and higher neuron
density, similar to that observed in schizophrenia subjects
(Dorph-Petersen et al., 2005; Konopaske et al., 2007). Inter-
estingly, a longitudinal study with first-episode schizophre-
nia subjects described a correlation between AP dose and
progressive reduction in brain volume (Ho et al., 2011). Nev-
ertheless, other studies have shown a small improvement
in cognitive performance after AP treatment (Keefe et al.,
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2007; Lett et al., 2014; Woodward et al., 2005). A thera-
peutic advantage of atypical AP compared with typical AP
is the potential improvement of several cognitive domains
(Woodward et al., 2005), although there are also controver-
sial results (Keefe et al., 2007). We performed this study
in the DLPFC, which is an integral component of execu-
tive and cognitive functioning (e.g. working memory, inhibi-
tion of inappropriate behaviors, planification, complex at-
tention) and has largely been implicated in the pathophys-
iology of schizophrenia (Arnsten and Li, 2005; Arnsten and
Wang, 2016; Dienel and Lewis, 2019).

To sum up, the present study reports a decrease in
spinophilin protein expression in DLPFC homogenates of AP-
treated schizophrenia subjects, whereas no alteration was
observed in schizophrenia subjects that were AP-free at the
moment of death. These results point out the possibility
that AP treatment could produce alterations in spinophilin
expression and suggest that the downregulation of this den-
dritic protein could contribute to the negative effects pro-
duced by these drugs on cognitive performance.
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A continuacién se presenta una discusién general de los hallazgos mostrados en esta

Tesis Doctoral.

1. DISTRIBUCION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS Aza Y Azc EN DISTINTAS FRACCIONES
SINAPTICAS DE LA CPF HUMANA

Existen divergencias respecto a la localizacién de los diferentes subtipos de receptores
adrenérgicos o en la corteza cerebral. Asi, en la corteza de ratén se ha descrito que el receptor
adrenérgico predominante en la presinapsis es el subtipo aza (Blicheler et al, 2002; Limberger et
al, 1995). Sin embargo, también hay presencia del subtipo azc, puesto que ratones KO para los
ozc-AR mostraron alteraciones en las funciones mediadas por los receptores adrenérgicos
presinapticos (Trendelenburg et al, 2001). En la CPF de primates se establecié que el subtipo
predominante, por no decir casi exclusivo, era el aza-AR (Aoki et al, 1998). Por su parte,
inicialmente se pensaba que el az4-AR era el Unico subtipo presente en la CPF humana, ya que los
radioligandos usados solamente podian diferenciar entre los subtipos oza y ozs (De Vos et al,
1992). No obstante, estudios posteriores de fijaciéon de radioligandos con diferentes farmacos
selectivos establecieron la existencia de los tres subtipos de az-AR (02a, 028 ¥ 02c) y su
proporcién en diferentes regiones del encéfalo humano (Bylund, 1992, Sastre & Garcia-Sevilla,
1994). También se pudieron realizar estudios de autoradiografia en cerebro humano
postmortem (Grijalba et al, 1996; Ordway et al, 1993) o estudios de neuroimagen en sujetos
vivos (Lehto et al, 2015). Estos estudios demostraron que el az4-AR es el subtipo mayoritario en
la CPF humana, aunque también se observo la existencia del subtipo azc AR en esta misma region
(Grijalba et al, 1996; Lehto et al, 2015; Sastre & Garcia-Sevilla, 1994). Sin embargo, el estudio
incluido en esta Tesis Doctoral es el primero, bajo nuestro conocimiento, que estudia una
distribucion de los a2a-AR y azc-AR en las fracciones presinaptica y postsinaptica de la CPFDL
humana. Para ello se han utilizado anticuerpos especificos para cada subtipo, validandolos tanto
en células que expresan los distintos subtipos de az.AR humanos como en regiones cerebrales
con distinta expresion relativa para los dos subtipos. Este estudio nos permitié determinar que
los azc.AR tienen una distribucién similar en ambas fracciones (~40% PSD vs ~60% Pre)
mientras que los a2a-AR tienen una localizaciéon mayoritariamente postsinaptica (~95% PSD vs

~5% Pre) (Resultados- Articulo 1).

Gracias a las observaciones de los a2-AR en la CPF humana mostradas en estudios previos y la
nueva distribucion descrita en nuestro estudio (Resultados- Articulo 1), tenemos un mayor
conocimiento de la localizacion exacta de estos receptores en esta region cerebral. Comparando
los resultados expuestos en nuestro estudio con estudios previos vemos que la distribuciéon
sindptica de los subtipos de a;-AR parece ser diferente segin la especie, 1a regidn del encéfalo y
la capa cortical que se analice (Aoki et al, 1998; Biicheler et al, 2002; Lee et al, 1998a; Lee et al,

1998b; Pazos et al, 1988; Ruuskanen et al, 2005). En primate se ha observado una distribucion
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similar en todas las capas de la CPF (Aoki et al, 1998), mientras que en humano se ha visto
mayor presencia en las capas [ y la Ill, y en rata se ha detectado mayor presencia en las capas 1 y

[V-V (Pazos et al, 1988).

Ademas, es importante conocer la distribucidn presinaptica y postsinaptica de los az-AR ya
que tienen funciones diferentes. Los az-AR presinapticos, cuando se activan, tienen efecto sobre
la sedacion, modulacion del dolor, hipotermia y efectos cardiovasculares como la regulacion de
la presion sanguinea. Sin embargo, al activarse los az-AR postsinapticos intervienen en la
consolidacién de la memoria de trabajo (Gilsbach et al, 2011). También es importante conocer
qué subtipo de az-AR estd implicado en cada una de las diferentes funciones fisiologicas
mediadas por estos receptores. Asi, los aza-AR parecen estar implicados en el control de la
sedacidn, antinocicepcion, bradicardia y la consolidacién de la memoria de trabajo (Gilsbach et
al, 2011; Philipp et al, 2002). Mientras que los azc-AR parecen estar mas relacionados con la
regulaciéon de la liberacion de catecolaminas en la gldndula adrenal, y la disminucién de su
funcionalidad puede llevar a una hipertensién crénica que desemboque en una hipertrofia y fallo
cardiaco (Gilsbach et al, 2011). Ademas este subtipo esta involucrado en la regulacién del
procesamiento de la informacién sensorial (Philipp et al, 2002). Sin embargo, parece que ambos
subtipos, a nivel presinaptico, estan involucrados en la inhibiciéon de la liberacion de NA
mediante un feedback negativo y, también, intervienen en la regulaciéon de la liberacién de otras

catecolaminas (Brede et al, 2004; Fornai et al, 1990; Gilsbach et al, 2011; Philipp et al, 2002).

Por estas razones el conocimiento de la distribucién exacta de los aza-AR y los azc-AR, en las
diferentes fracciones sinapticas, puede ayudar a establecer, de una manera mas precisa, las
funciones y mecanismos moleculares desencadenados por cada subtipo de az-AR. Esto podria
ayudar a entender mejor las bases bioldgicas de enfermedades psiquiatricas, como la

esquizofrenia, y mejorar el tratamiento de dichas patologias (Uys et al, 2017b).

2. CAMBIOS EN LA EXPRESION Y FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS Aza Y Azc EN LA
CPF DE SUJETOS CON ESQUIZOFRENIA

En el trabajo realizado en la presente Tesis Doctoral se ha demostrado un aumento de la
expresion proteica de los aza-AR en la region postsindptica y en la fracciéon enriquecida en
sinaptosomas de la CPFDL de sujetos con esquizofrenia con antipsicdticos en sangre
(Resultados- Articulo 2). Estos resultados se contraponen a estudios previos que no mostraron
ningin cambio en la expresion proteica de los az-AR en la CPF de sujetos con esquizofrenia
(Dean, 2003; Klimek et al, 1999). En el primer estudio se determind la densidad de receptores
mediante la fijaciéon del radioligando [3H]RX821002, antagonista con afinidad similar por los
diferentes subtipos de a-AR, en homogeneizados cerebrales del area 9 de Brodmann (Dean,

2003). Mientras, en el otro estudio se us6 el radioligando p-[125]]-iodoclonidina, agonista con
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afinidad parecida para todos los subtipos a;-AR, en un estudio de autoradiografia en el area 10
de Broddman (Klimek et al, 1999). A diferencia de estos dos estudios donde se utilizaron
radioligandos, en nuestro estudio medimos la expresion proteica de los receptores aza-AR y
ozc-AR a través de la técnica de western blot, con anticuerpos selectivos para cada uno de estos
subtipos, en las fracciones presinaptica, postsinaptica y enriquecida en sinaptosomas. Es
importante mencionar que, en estos estudios previos, no se analizé ninguna diferencia por
subtipo ni por la localizacién de los az-AR, por lo que los resultados obtenidos reflejarian la
suma de los distintos subtipos de oz-AR localizados en las membranas presinaptica y
postsinaptica. Por lo tanto, la falta de diferenciacién entre los subtipos de az-AR y su
localizacion pueden ser los responsables de la diferencia de resultados entre los estudios

previos y el realizado en este trabajo.

El aumento de expresion de los aza-AR descrito en la presente Tesis Doctoral puede
responder a un proceso de regulacién a la alta, consecuencia del efecto antagonista sobre los
a2-AR de algunos farmacos antipsicoticos (Richelson & Souder, 2000). Este tipo de mecanismos
regulatorios ya se han observado tras un tratamiento crénico con clozapina en ratas, donde se
registré una disminucion en la expresiéon de los a;1-AR en la corteza frontal (Cahir et al, 2004).
Por el contrario, no observamos cambios significativos en la expresion de los azc-AR en la CPFDL
de sujetos con esquizofrenia (Resultados- Articulo 2). Esta ausencia de alteraciones en la
expresion de los azc-AR puede sorprendernos dado que la mayoria de antipsicéticos muestran
una mayor afinidad por este subtipo de az-AR (Brosda et al, 2014). Sin embargo, el efecto
autoregulatorio antes sugerido podria mostrar cambios mas significativos en los az4a-AR, ya que
es el subtipo de az2-AR mas numeroso en la CPFDL (Resultados- Articulo 1) (Grijalba et al, 1996).
Aun asi, cabe destacar que el subtipo azc-AR también muestra una tendencia a estar aumentado
en los sujetos con esquizofrenia que tenian antipsicéticos en sangre, sobre todo, en la regiéon
postsinaptica, pero sin ser estadisticamente significativo (Resultados- Articulo 2). Por ello, dada
la escasa presencia del subtipo azc-AR en la CPFDL humana, seguramente seria necesario
comparar un numero mucho mayor de sujetos para poder alcanzar un aumento de expresion
estadisticamente significativo. Por desgracia dicha posibilidad es dificil tratdndose de muestras

cerebrales humanas postmortem.

En la presente Tesis doctoral se quiso estudiar la funcionalidad de los a;-AR para determinar
si existia una alteracion de dicha funcionalidad en la esquizofrenia y si el tratamiento
antipsicético podia modificarla. En este estudio se utiliz6 el ligando UK14304, agonista o2-AR no
selectivo por ningin subtipo de az-AR. Los a2-AR son receptores acoplados principalmente a
proteinas Gais, pero pueden sefializar, ademads, a través de otros tipos de proteinas Ga,
dependiendo del ligando que se una al receptor. Bajo esta premisa, realizamos inicialmente un

estudio de caracterizacion de la funcionalidad de los az-AR en muestras controles, tras su
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activacion por UK14304. En este estudio se vio que habia un aumento significativo de la
sefializacion a través de las proteinas Gaiz, Gaiz ¥ Go, y una tendencia aumentada, pero sin ser
significativa, a través de las proteinas Gas (Resultados-Articulo 2). De este modo, en nuestro
estudio no observamos sefalizacién de estos receptores a través de las proteinas Gos a
diferencia de lo reflejado en otros estudios (Eason et al, 1992; Eason et al, 1994; Eason & Liggett,
1995). Estos estudios anteriores midieron la activacidn de las proteinas Ga de manera indirecta,
a través de la actividad de la AC y la acumulaciéon de AMPc. Estas acciones moleculares son
desencadenadas por la activacion de las proteinas Gas mientras que la activacion de las
proteinas Ga; inhibiria la AC y disminuiria la concentracion de AMPc (Albarran-Juarez et al,
2009). En contraposicion, en nuestro trabajo, se realizd el andlisis directo de la activacion de
diferentes tipos de proteinas Ga mediante la técnica de SPA, combinando anticuerpos
especificos para cada subtipo de proteinas Ga con un ensayo de [35S]GTPyS. Ademas, en los
estudios previos dicha actividad se analizé en lineas celulares transfectadas con los diferentes
subtipos de az-AR humanos. En nuestro estudio no podemos saber en qué subtipo concreto de
o2-AR estamos midiendo la funcionalidad ya que se ha realizado en una fraccién rica en
membranas de la CPFDL humana postmortem, donde la principal presencia es de aza-AR, pero
también hay ayc-AR. Eason y colaboradores observaron que los aza-AR tenian una capacidad de
union a las proteinas Gai/, y a las Go, similar, mientras que los azc-AR tenian mayor capacidad de
union a las proteinas Gais, (Eason et al, 1992). En nuestro estudio no se pudo diferenciar entre
los subtipos de az-AR por lo que la sefializacion a través de las proteinas Gas pudo verse diluida

y, puede que por esta razdn, no se observara la activacion de dichas proteinas Gas.

En contraposicion, si vimos que habia una sefalizacién de los a2-AR a través de las proteinas
Gaiz, Gaiz y Goo, Esta sefalizaciéon se vio disminuida en los sujetos con esquizofrenia
(Resultados- Articulo 2) y, bajo nuestro conocimiento, es la primera vez que esto se ha
observado. Previamente a este trabajo se describié que la unién de los a;-AR con las proteinas
Gaio activa funciones diferentes segun la localizacién subcelular de estos receptores. A nivel
presinaptico esta sefializacion inhibe la neurotransmision a través de la inhibicidn de la sintesis
de NA y de su liberacién al espacio sinaptico (Cottingham & Wang, 2012; Langer, 1980; Philipp
et al, 2002; Schlicker & Feuerstein, 2017). Mientras que a nivel postsinaptico facilita la
trasmision excitatoria dependiente de NA en la CPF mediante los canales HCN (Wang et al,
2007a). No obstante, en condiciones patoldgicas, como el estrés, esta sefializacién puede verse
alterada de manera que se restringe la sefializacion excitatoria de los a»-AR en la CPF via Gi-
AMPc-PKA-CaMKII-AMPAR (Yi et al, 2013). La alteracién de la funcionalidad de estos az-AR
puede modificar la sefializacién noradrenérgica de la CPF y, con ello, causar los déficits
cognitivos reportados en la esquizofrenia. En esta linea, Franowicz y colaboradores observaron

cémo una pérdida de la funcionalidad de los a24-AR, pero no de los azc-AR, debilitaba las tareas
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de la corteza frontal en ratones (Franowicz et al, 2002). En nuestro estudio no podemos
establecer a qué subtipo de az-AR corresponde esta pérdida de funcionalidad debido a que el
agonista UK14304 tiene una afinidad similar por los aza-AR y los azc-AR. Sin embargo, teniendo
en cuenta el porcentaje de cada uno de estos subtipos en la CPFDL, los aza-AR podrian ser los
que sufrieran estas alteraciones observadas, ya que este subtipo representa el ~87% del total de
los a2-AR en esta region (Biicheler et al, 2002; Grijalba et al, 1996). Por ello, se justificaria que un
aumento en la actividad de los a24-AR postsinapticos en la CPFDL podria mejorar los sintomas
cognitivos en esquizofrenia, tal y como se ha descrito en primates (Arnsten & Goldman-Rakic,

1985).

Debido a la disminucién de la funcionalidad de los a;-AR observada en nuestro trabajo, se
midié la expresion de las proteinas Ga para observar si dicha disminucién estaba relacionada
con una menor expresion de estas proteinas. En consonancia con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, estudios realizados en corteza frontal de cerebro humano postmortem,
observaron una correlacion positiva entre la densidad de los az-AR y las proteinas Gaii/2, Gotiz y
G, pero no con las proteinas Ga;s (Sastre et al, 2001). No obstante, en el presente trabajo vimos
que la disminucién en la funcionalidad de los az-AR no va acompafiada de una disminucién en la
expresion proteica de las proteinas Ga. Estudios previos no han sugerido ningiin cambio de
expresion de las proteinas Gaiz, Go, (Okada et al, 1994), Gai1 ni Gag/11 (Garcia-Bea et al, 2019) en
sujetos con esquizofrenia. Por contra, en nuestro estudio observamos un aumento de expresion
de las proteinas Gaiz y Ga, en la fraccién postsinaptica de sujetos con esquizofrenia y
antipsicoticos en sangre, y un aumento de las proteinas Goa, en la fracciéon presinaptica de los
sujetos con esquizofrenia sin antipsicoticos en sangre (Resultados- Articulo 2). Una de las
razones de esta aparente discrepancia entre los estudios que analizaron previamente la
expresion de proteinas Ga en sujetos con esquizofrenia y el presentado en este trabajo, podria
ser debido a la fraccion subcelular analizada. En los estudios previos se midi6 la expresion de
dichas proteinas en la fraccion rica en membranas (Okada et al, 1994; Garcia-Bea et al, 2019),
mientras que en nuestro trabajo se realizé en la fraccion presinaptica y en la fraccion
postsinaptica. Por lo tanto, la diferencia en los resultados se podria explicar por la utilizacién de
diferentes preparaciones del tejido humano postmortem. Estos cambios de expresion, segin la
fraccion subcelular, podrian indicarnos que hay diferentes mecanismos regulatorios sobre los

az-AR dependientes de su localizacion.

La disminucién de la sefializacién a través de las proteinas Gaiz y Gaiz observada en el
presente trabajo parece ser consecuencia del tratamiento antipsicético (Resultados- Articulo 2).
Eason y colaboradores observaron que un tratamiento a largo plazo con un agonista az-AR en un
cultivo celular causaba una desensibilizacion en dichos receptores. Esta desensibilizacién se

produjo antes en los aza-AR que en los ayc-AR, y estaba acompafiada de una reduccién en la
171



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

densidad de los a2a-AR, mientras que no hubo cambio en la densidad de los azc-AR. Ademas, se
vio una disminuciéon de las proteinas Ga; (Eason & Liggett, 1992). En nuestro estudio, el
tratamiento crénico se realizé con antipsicoticos, que actian como antagonistas de los az-AR,
por lo que podria dar lugar al efecto contrario, desembocando en un aumento de la densidad de
los aza-AR y de las proteinas Gaiz y Ga, (Resultados-Articulo 2). Este efecto podria ser una
respuesta compensatoria al antagonismo a largo plazo sobre los az-AR produciendo una

regulacion al alza de estos.

En el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral el factor suicidio podria suponer un sesgo para
los resultados de expresion de a-AR, dado que hay un porcentaje elevado de los sujetos con
esquizofrenia que cometieron suicidio. Sin embargo, la proporcién de suicidios entre sujetos con
esquizofrenia con antipsicéticos en sangre o sin presencia de ellos es muy similar (7 de 12 frente
a 10 de 12) y no da lugar a diferencias significativas entre subgrupos que puedan considerarlo
un factor de confusion. Varios estudios realizados con sujetos con alguna patologia psiquiatrica
y que fallecieron por suicidio, observaron una alteracion en la densidad (Callado et al, 1998;
Gonzélez et al, 1994; Meana & Garcia-Sevilla, 1987; Meana et al, 1992; Ordway et al, 1994; De
Paermentier et al, 1997) y en la funcionalidad de los a;-AR (Gonzalez-Maeso et al, 2002;
Valdizan et al, 2010). Sin embargo, en estos estudios observaron que las alteraciones estaban
relacionadas con el diagndstico de depresidn, no con el factor suicidio. Ademas, en otro estudio
se analiz6 la densidad y afinidad de los a2-AR en cerebros de sujetos fallecidos por suicidio sin
patologia psiquiatrica conocida y no obtuvieron ninguna diferencia significativa con los sujetos
control (Sastre et al, 2001). Por lo tanto, las alteraciones de expresion y funcionalidad de los a;-

AR parecen estar relacionadas con las patologias psiquiatricas especificas y no con el suicidio.

Sabemos que los a24-AR se han visto alterados en otras patologias psiquiatricas, como la
depresion, por lo que las alteraciones vistas en este trabajo podrian no ser exclusivas de la
esquizofrenia. Sin embargo, en estudios realizados con sujetos que padecian depresién se vio un
aumento de la funcionalidad de los az4-AR en CPF (Gonzalez-Maeso et al, 2002; Valdizan et al,
2010) y un aumento de la expresién de los a-AR (Callado et al, 1998; Garcia-Sevilla et al, 1999;
Rivero et al, 2014), que parecia revertirse por el tratamiento antidepresivo (Rivero et al, 2014).
En nuestro estudio, en contraposicion a estos resultados, vemos que hay una disminucién de la
funcionalidad de los az-AR en esquizofrenia y que el aumento de expresion de los aza-AR es
debido al tratamiento antipsicético (Resultados- Articulo 2). Por lo tanto, esta comparativa
puede indicarnos que los resultados obtenidos en este trabajo son propios de la esquizofrenia y

no se deben a alteraciones comunes con otras patologias psiquiatricas como la depresion.

Es preciso recordar que existen numerosos estudios que muestran una relacién entre los

02-AR y la cognicion (Arnsten & Goldman-Rakic, 1985; Franowicz & Arnsten, 1999; Wang et al,
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2007a), por lo que la alteracién de dichos receptores podria estar involucrada en los déficits
cognitivos observados en la esquizofrenia. La prueba de la IPP, utilizada tanto en humanos como
en modelos animales, parece estar modulada por actividades que se integran en la CPF de los
humanos (Téth et al, 2017). Tanto sujetos con esquizofrenia como ratones KO para los azc-AR,
no respondieron a la IPP (Braff et al, 2001; Sallinen et al, 1998; Té6th et al, 2017). En
contraposicion, los ratones KO para aza-AR lo hicieron de una manera exagerada (Sallinen et al,
1998). No obstante, el uso de clozapina revirtié las alteraciones vistas en los ratones KO para
ozc-AR, mientras que la combinacién de risperidona y clonidina lo hizo en los ratones KO para
o2a-AR (Le Pen & Moreau, 2002). Esta reversidn se podria producir por el bloqueo de los azc-AR
presinapticos, inducido por los antipsicéticos, que disminuiria la inhibicién sobre la liberacion
de neurotransmisores como la NA. Por su parte, la clonidina podria estimular los oza-AR
postsinapticos, lo que aumentaria la excitabilidad neuronal mejorando procesos cognitivos
(Berridge & Devilbiss, 2011; Galeotti et al, 2004). Por tanto, es importante tener en cuenta la
localizacién sindptica de estos receptores y las células en las que estos se expresan en la CPFDL,
para valorar tanto su posible implicacién en las funciones cognitivas como para la accién de
posibles nuevos tratamientos frente a los sintomas cognitivos. Por consiguiente, el desarrollo de
nuevos farmacos que presenten agonismo sobre los aza-AR postsinapticos (Betti et al, 2019) y
antagonismo frente a los azc-AR presinapticos (Uys et al, 2017b) podria ser una estrategia

prometedora para mejorar las alteraciones cognitivas en la esquizofrenia.

3. CAMBIOS EN LA EXPRESION GENICA Y EPIGENETICA DE LOS GENES ADRA2A Y ADRA2C EN LA CPF
DE SUJETOS CON ESQUIZOFRENIA

En esta Tesis Doctoral se quiso estudiar la existencia de posibles alteraciones tanto en el
ARNm de los genes ADRA2A y ADRA2C como en la regulacion epigenética de sus promotores, ya
que no existen, bajo nuestro conocimiento, estudios previos que lo analicen. A raiz de este
estudio se observé un aumento de expresion en el ARNm del ADRA2A en los sujetos con
esquizofrenia con antipsicéticos en sangre (Resultados- Articulo 3), lo que se corresponde con el
aumento de la expresion proteica de los aza-AR en estos mismos sujetos (Resultados- Articulo
2). Estos resultados sugieren que el uso de farmacos antipsicoticos parece aumentar la
transcripcion del gen ADRA2A y su traduccion a aza-AR en sujetos que padecen esquizofrenia.
Sin embargo, el aumento del ARNm de ADRA2C visto en este trabajo (Resultados- Articulo 3) no
se acompafiid de un aumento significativo de la expresion proteica de azc-AR (Resultados-
Articulo 2), aunque se pudo observar una tendencia a una mayor expresion proteica de estos
receptores. Este aumento del ARNm del ADRA2C puede acompafiarse de mecanismos
regulatorios postranscripcionales que hagan que el mismo no se traslade a la expresion proteica
de los azc-AR, como ya se ha observado para diferentes genes en humano (Jiang et al, 2020). Esta

interrupcién de la traduccién del ARNm puede ser causada por diferentes mecanismos, como
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puede ser una salida erratica del ARNm del ntcleo al citosol, donde se une toda la maquinaria
necesaria para que se produzca dicha traduccion, (Besse & Ephrussi, 2008) o la unién de ARNmi
o ARNsi al ARNm en el citosol, impidiendo que se unan los ribosomas al ARNm y puedan
traducirlo (Deng et al, 2008; Latchman, 2010). Esta diferencia regulatoria entre el ARNm del
ADRAZ2A y el del ADRA2C puede deberse también a una mayor alteraciéon en el ADRA2C por
parte de los antipsicoticos, ya que tienen una mayor afinidad por los azc-AR, por lo que quizas se
necesitaria estar mas tiempo medicados para ver esta regulacién posttranscripcional sobre el

ARNm del ADRA2A.

Para comprobar las alteraciones que pueden causar los antipsicéticos en el ARNm de
ADRA2A y ADRAZ2C, se analizaron estos ARNm en ratas tratadas de forma aguda o crénica con
antipsicoticos. En estas muestras vimos que el ARNm del ADRA2C estaba aumentado de manera
significativa tras un tratamiento con clozapina, tanto de forma crénica como aguda (Resultados-
Articulo 3). Estos resultados pueden indicar que este antipsicético altera de manera rapida la
expresion de este ARNm y que dicha alteracién se mantiene en el tiempo. Sin embargo, el ARNm
de ADRA2A en estas mismas ratas tratadas no mostr6 ningin cambio significativo (Resultados-
Articulo 3). Estos resultados se contraponen con los obtenidos a partir de la CPFDL humana en
este trabajo, donde se vio un aumento de expresion del ARNm del ADRA2A en los sujetos con
esquizofrenia y antipsicoticos en sangre (Resultados- Articulo 3). Los resultados obtenidos con
el ARNm de humano concuerdan con el aumento de la expresién proteica de aza-AR que vemos
en este trabajo (Resultados- Articulo 2). Estos resultados podrian indicarnos que, el tratamiento
con antipsicoticos seria el desencadenante del aumento de expresiéon del ARNm de ADRA2A y
de la expresion proteica de los oza-AR en sujetos que tienen alteraciones neurobiolédgicas
propias de la esquizofrenia. En contraposicién, el aumento del ARNm de ADRA2C visto en las
ratas tratadas también se observa en el ARNm del ADRA2C estudiado en los sujetos con
esquizofrenia (Material suplementario- Articulo 3), sin embargo este aumento no aparece en los
sujetos con esquizofrenia que presentan antipsicéticos en sangre. Estos resultados podrian
parecernos contradictorios. No obstante, cabe recordar que los sujetos incluidos en nuestro
estudio que no mostraron antipsicoticos en sangre en el momento de la autopsia no significa que
no hayan estado tratados previamente. De estos sujetos desconocemos por completo durante
cuanto tiempo estuvieron medicados, con qué antipsicdticos y cuanto tiempo llevaban sin estar
tratados. Ademas, como ya se ha comentado anteriormente, los fArmacos antipsicéticos tienen
una mayor afinidad por los azc-AR, y esto podria causar un efecto mas potente o mas rapido en

los mecanismos regulatorios de estos receptores.

Para controlar si el suicidio podia estar actuando como un factor de confusion, en este estudio
se realizé una comparativa de la expresion del ARNm de ADRA2A y ADRA2C entre una cohorte

de sujetos con depresion fallecidos por suicidio y la cohorte de sujetos con esquizofrenia, donde
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una gran parte cometieron suicidio. Se escogid esta poblacion comparativa ya que se ha descrito
un aumento del ARNm del ADRA2A y de su expresion proteica en sujetos con depresion que
cometieron suicidio (Escriba et al, 2004). En la cohorte de sujetos con depresién y sujetos
controles no se encontr6 ningin cambio significativo (Resultados- Articulo 3) a diferencia de lo
que vieron Escriba y colaboradores. Esta diferencia podria estar relacionada con el sexo, aunque
hasta ahora no se hayan descrito alteraciones relacionadas con el sexo, ya que en nuestra
poblacién hay un mayor porcentaje de mujeres (61%) y en su estudio hay un porcentaje mayor
de hombres (67%). Cabe destacar que en la mayor parte de estudios de depresion hay un
porcentaje mayor de mujeres, dado que presentan una mayor prevalencia de esta patologia. Las
diferencias entre los dos estudio podrian deberse también al método de extraccion de ARN de
las muestras ya que puede darse una eficiencia diferente debido al uso de distintos kits de
extraccion o de sondas que marcan secuencias diferentes dentro del ARNm del ADRAZ2A. Por lo
tanto, los cambios descritos anteriormente en la cohorte de esquizofrenia no parecen deberse a
un factor de confusién debido al suicidio, sino a cambios propios de la patologia. Ademas, en un
estudio que analiz6 la relacidon entre numerosos genes y posibles comportamientos suicidas, se
determiné que el ADRA2A no parecia ser un gen que estuviera relacionado con este tipo de

comportamientos (Sokolowski & Wasserman, 2020).

Con el objetivo de profundizar mas en los posibles mecanismos regulatorios de la expresion
de los az-AR, se estudiaron diversas marcas epigenéticas que regulan los promotores de los
genes ADRA2A y ADRA2C, aunque dichas marcas epigenéticas no sean los Ginicos mecanismos
regulatorios de estos genes. Algunos ejemplos de regulacién epigenética no incluidos en este
estudio son la metilaciéon del ADN (Nestler et al, 2016), la remodelacion de cromatina llevada a
cabo por proteinas dependientes de ATP (Maze et al, 2013) o el efecto regulatorio del ARN

asociado a cromatina, como puede ser el ARN no codificante (Mitchell et al, 2014).

Por una parte, se vio que la convivencia de la marca epigenética permisiva H3K4me3 y la
marca represiva H3K27me3 en un promotor rico en islas CpG, como el ADRAZ2A (Resultados-
Articulo 3), se puede dar en el fendmeno conocido como cromatina bivalente (explicado en el
apartado 1.6.1.) (Court & Arnaud, 2017). La presencia aumentada de la marca permisiva
AcH4K16 provoca una mayor transcripciéon del gen ADRA2A. Ademas, la marca epigenética
AcH4K16 es predominante en la histona H4, por lo que tiene un efecto sobre las acetilaciones en
K5, K8 y K12 de esta misma histona (Dion et al, 2005). A pesar de no estar seguros de estar
midiendo las modificaciones epigenéticas en las mismas células, lo que si pudimos ver es que
existe una correlacion positiva entre las marcas H3K4me3 y H3K27me3 (Resultados- Articulo
3). Esto nos indica que tienen una influencia la una sobre la otra y puede darse el efecto de

cromatina bivalente en el promotor del gen ADRA2A.
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Por otra parte, en el promotor del gen ADRA2C, observando las subpoblaciones de los sujetos
con esquizofrenia, se vio que los sujetos con antipsicéticos en sangre mostraban un aumento de
expresion de la marca permisiva AcH4K5, mientras que en los que no tenian antipsicoticos en
sangre se observaba un aumento de expresién en la marca permisiva AcH3K9 (Resultados-
Articulo 3). La falta de correlacién entre estas alteraciones en las modificaciones epigenéticas y
la transcripcion génica en ambas subpoblaciones (sujetos con esquizofrenia con antipsicéticos
en sangre o sujetos con esquizofrenia sin antipsicéticos en sangre) puede producirse por la
actuacion de otras marcas epigenéticas u otros tipos de regulacién epigenética que no hemos
abordado en este estudio. Esta falta de correlacién también se puede deber a que, aunque
pensamos que en gran parte hemos medido las marcas epigenéticas en neuronas, no hemos

hecho un cribado previo que nos lo asegure.

Previamente se ha visto que los antipsicéticos pueden alterar mecanismos
postranscripcionales, causando un aumento de la enzima HDAC2, dando lugar a la
hipoacetilacion del promotor GRM2 (Kurita et al, 2012), y un aumento de la histona
metiltransferasa MLL2, tras un tratamiento con clozapina (Huang et al, 2007). También se ha
visto un aumento de la histona metiltransferasa EZH1 en esquizofrenia y que, tras el tratamiento
antipsicotico, disminuye (Johnstone et al, 2018). Por lo tanto, seria interesante conocer el efecto
que tienen los antipsicéticos sobre la marca epigenética AcH4K5, puesto que en este trabajo
hemos visto un aumento significativo en el promotor del gen ADRA2C en los sujetos con
antipsicoticos en sangre (Resultados- Articulo 3). Ademas, es preciso remarcar que no existen
apenas estudios previos dénde se analicen marcas epigenéticas en la esquizofrenia y ninguno
relacionado con nuestros genes de estudio. Por lo tanto, este trabajo es novedoso y aporta un
nuevo punto de vista de lo que puede ocurrir tanto en los promotores de los genes ADRA2A y

ADRA2C como en la patologia de la esquizofrenia.

4. CARACTERIZACION DE LA EXPRESION PROTEICA DE ESPINOFILINA EN CEREBRO HUMANO

En el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral se pudo observar que la espinofilina mostraba,
en geles SDS-PAGE, dos bandas especificas (Resultados- Articulo 4). La banda superior tiene un
peso molecular mayor del esperado (~120kDa vs 89.5kDa, calculado teéricamente). Esto podria
deberse a una leve insolubilidad de la proteina por la region hélice superenrollada (Allen et al,
1997), o porque la zona rica en prolina que tiene en su secuencia dificulta su migracién a lo largo
del gel SDS-PAGE (Hames, 1998). La banda inferior (~95kDa) aumenta tras sufrir procesos
proteoliticos, por lo que parece ser resultado de la prote6lisis de la banda mas pesada, hallazgo
descrito por primera vez en este trabajo (Resultados- Articulo 4). Sin embargo, la distribucién de

las dos bandas es diferente, tanto a nivel subcelular como en las distintas regiones del encéfalo
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(Resultados- Articulo 4), lo que podria indicarnos que podrian tener funciones diferentes o

distintas vias de degradacidn.

La espinofilina es una proteina que sufre procesos de fosforilaciéon y desfosforilacién para
poder desarrollar diferentes funciones como regular la transmisién sinaptica (Grossman et al,
2004) o regular de una manera mas eficaz la plasticidad sinaptica (Feng et al, 2000; Sarrouilhe et
al, 2006). La espinofilina fosforilada se encuentra, principalmente, en membranas de la fraccién
postsinaptica, mientras que la espinofilina desfosforilada tiene una mayor presencia en la
fraccién citosolica (Hsieh-Wilson et al, 2003). La fosforilacidn suele producirse por la presencia
de otras moléculas, como la proteina PP1 (Muly et al, 2004b), y esto causa una disminucién de la
interaccion de la espinofilina con la actina (Futter et al, 2005; Hsieh-Wilson et al, 2003). No
podemos descartar que los procesos de fosforilacién y desfosforilacion que sufre la espinofilina
puedan contribuir a su protedlisis. Las condiciones utilizadas en nuestro estudio no fueron las
6ptimas para ver diferencias significativas, pero se pudo observar una tendencia proteolitica de

la espinofilina por la accién de fosfatasas (Resultados- Articulo 4).

La espinofilina es una proteina que se ha estudiado principalmente en roedores, por lo que la
informacién de su distribuciéon en distintas regiones del encéfalo se ha realizado, hasta ahora, en
estas especies animales. La region con mayor expresion de espinofilina en el encéfalo de rata es
el hipocampo (Allen et al, 1997), a diferencia de lo que hemos observado en humano, donde
muestra una mayor expresion en la CPDFL (Resultados- Articulo 4). Tanto en el caudado como
en la corteza se ve una expresion elevada de espinofilina en rata, mientras que el cerebelo e
hipocampo muestran una expresion mas baja (Ouimet et al, 2004). En contraposicion, en el
encéfalo de ratdn la expresion es mas baja en estriado que en hipocampo (Baucum et al, 2013),
como vemos en encéfalo humano (Resultados- Articulo 4). Estas observaciones nos indican que
la distribucién de la espinofilina en las regiones del encéfalo varia segtn la especie. Este estudio
de caracterizacion establece las bases para poder cuantificar las dos isoformas de la espinofilina

en el cerebro postmortem con diferentes patologias.

5. CAMBIOS EN LA EXPRESION PROTEICA DE ESPINOFILINA EN LA CPF DE SUJETOS CON
ESQUIZOFRENIA

La separacion de las fracciones subcelulares desarrollada en este estudio nos ha permitido
evaluar la expresion proteica de la espinofilina en la fraccién postsinaptica y en la fracciéon
enriquecida en sinaptosomas. Pese a que se ha observado espinofilina expresada en la
membrana de la regién preterminal de axones (Muly et al, 2004a), en nuestro estudio no hemos
podido detectarla ni cuantificarla en la fraccion presinaptica (Resultados- Articulo 5). Esta falta

de deteccion puede deberse a una baja expresiéon en la regiéon presindptica, dado que las
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funciones relacionadas con la espinofilina son principalmente a nivel de espinas dendriticas

(Feng et al, 2000), lo que corresponderia con la fraccién postsinaptica (Sarrouilhe et al, 2006).

En nuestro estudio pudimos observar la disminucién de la banda inferior de espinofilina,
tanto en la fracciéon enriquecida en sinaptosomas como en la fracciéon postsindptica, en los
sujetos con esquizofrenia que mostraron antipsicéticos en sangre (Resultados- Articulo 5). No es
la primera vez que se muestran alteraciones en la expresién de espinofilina en enfermedades
psiquiatricas, en las cuales existen alteraciones en la transmisién sinaptica. Hay varios estudios
que analizaron la expresion de espinofilina, bien proteica o bien de su ARNm, en la CPFDL de
sujetos con esquizofrenia sin un veredicto claro. Algunos determinaron que no habia ninglin
cambio (Catts & Weickert, 2012; Koh et al, 2003; Weickert et al, 2004), mientras que otro mostré
un aumento (Baracksay et al, 2006). Los diferentes resultados obtenidos en dichos estudios de
expresion de espinofilina se pueden deber al analisis en conjunto de las distintas capas de la
corteza, al uso de diferentes Kits para la extraccion de ARN, las sondas frente a este ARN o a la
técnica utilizada para su deteccion, ya que alguno utilizé qPCR (Catts & Weickert, 2012) y otros
hibridacion in situ (Baracksay et al, 2006; Weickert et al, 2004). El analisis conjunto de la corteza
puede difuminar la diferencia de expresion proteica en zonas concretas, mientras que, si se
estudiara por capas, las alteraciones podrian detectarse en mayor proporcién y asi obtener
diferencias significativas (Glausier & Lewis, 2013; Kollouri et al, 2005). Ademas, existen otros
estudios que observaron alteraciones de la expresién de espinofilina en otras regiones del
encéfalo, como el talamo, donde se vio un aumento en sujetos con esquizofrenia (Clinton et al,
2005), o en la corteza auditiva (Deo et al, 2013; Sweet et al, 2009), el bulbo olfatorio (Egbujo et
al, 2015) y el hipocampo (Law et al, 2004a), donde se describi6 una disminuciéon de dicha

proteina en esquizofrenia.

Estudios previos también han estudiado posibles alteraciones en la expresiéon de espinofilina
en diferentes patologias neuropsiquiatricos. Se ha visto una disminucién de espinofilina en
cerebro postmortem de sujetos con Alzheimer (Akram et al, 2008; Mi et al, 2017) y en modelos
animales de Parkinson (Edler et al, 2018). También se ha observado un aumento del ARNm de
espinofilina a corto plazo tras la exposicion de ratas a estrés pero, tras este aumento inicial, el

ARNm volvié a los niveles del principio (Chen et al, 2020).

La presencia de cambios significativos solamente en una de las dos bandas de espinofilina nos
indica que ambas pueden tener funciones y regulaciones diferentes. Por lo tanto, seria
interesante indagar en el conocimiento de cada una de estas isoformas para poder conocer sus

diferencias y, de este modo, poder discernir qué funcién concreta media cada una.
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También hay que resaltar el efecto de los antipsicéticos observado sobre la expresion
proteica de la isoforma menos pesada de espinofilina, que vemos disminuida (Resultados-
Articulo 5). Este hecho puede indicarnos que los farmacos antipsicéticos juegan un papel en la
regulaciéon de la banda inferior de espinofilina causando una disminucién en su expresién
proteica. Sabemos que los antipsicoticos alteran la morfologia y la conectividad del cerebro,
principalmente en la corteza (Benes et al, 1985; Meshul et al, 1992; Uranova et al, 1991). En
relacion a ello, un estudio previo observé la disminucién del ARNm de espinofilina en la CPFDL
de sujetos en tratamiento antipsicético (Weickert et al, 2004), como observamos en nuestro
estudio en la banda inferior de espinofilina. En contraposicién, hay otros estudios que
notificaron que no habia diferencias en la expresion de espinofilina por el tratamiento
antipsicotico (Koh et al, 2003; Sweet et al, 2009), aunque en estos casos los sujetos con
antipsicoticos eran un nimero muy bajo. Sin embargo, se ha visto que algunos antipsicéticos si
afectan a la expresion de espinofilina en otras especies animales. Se ha observado cémo un
tratamiento crénico con haloperidol causa una disminucién de la expresién de espinofilina en
ratas (Critchlow et al, 2006) y primates (Lidow et al, 2001), mientras que el tratamiento crénico
con clozapina aumenta dicha expresion en ratas (Critchlow et al, 2006). En lo relativo a nuestro
estudio, los sujetos con antipsicéticos en sangre tienen una amplia variedad de antipsicoticos,
por lo que no se han podido establecer subgrupos para determinar el efecto de cada
antipsicotico sobre la expresién proteica de espinofilina. Estos datos, unidos a los cambios en el
cerebro que se producen por un tratamiento crénico con antipsicoticos, como la disminucion del
volumen cerebral o de la materia gris (Ho et al, 2011; Konopaske et al, 2007), podrian llevarnos
a hipotetizar la posibilidad de la existencia de un niimero menor de espinas dendriticas en la

CPFDL tras un tratamiento antipsicético.

La existencia de diferencias en la expresién de espinofilina en sujetos con esquizofrenia
puede verse condicionada por un posible sesgo debido al factor suicidio. En nuestra poblacién
de sujetos con esquizofrenia hay una proporcion similar de sujetos suicidas con antipsicoticos
en sangre y sin presencia de ellos (7 de 12 vs 10 de 12). Se analiz6 la posible asociacion entre el
suicidio y el tratamiento antipsicético para modificar la expresién de espinofilina mediante el
test de Fisher. Como el resultado fue negativo (Resultados- Articulo 5) se descarté que en

nuestro estudio el suicidio pudiera ser un factor de confusion.

6. RECEPTORES ADRENERGICOS A2, Y ESPINOFILINA EN LA CPF DE SUJETOS CON ESQUIZOFRENIA

En el presente trabajo hemos analizado tanto la expresion proteica de los aza-AR y los azc-AR
como su funcionalidad, y la expresidn génica o epigenética de sus respectivos genes, ADRA2A y
ADRA2C, en la CPFDL de sujetos con esquizofrenia. Los resultados de dicho trabajo no han

confirmado nuestra hipdtesis inicial, que los oa-AR eran hipofuncionantes en esquizofrenia y,
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esto podria relacionarse con los sintomas cognitivos de dicha patologia. Sin embargo, estos
resultados han mostrado como el tratamiento con antipsicéticos si altera la expresion proteica
de los aza-AR y disminuye la funcionalidad de los az-AR a través de las proteinas Gai/. Ademas
también hemos observado cémo el tratamiento parece disminuir una de las isoformas de la
espinofilina, proteina que esta involucrada en la neurogénesis y arborizaciéon dendritica (Feng et
al, 2000; Sarrouilhe et al, 2006). Todo ello podria asociarse con el empeoramiento de la

cognicion en los sujetos con esquizofrenia a causa del tratamiento antipsicético.

Como ya se ha explicado anteriormente (ver el apartado 3.2.), la espinofilina y los az-AR se
unen y, esta unién favorece la sefalizaciéon de estos receptores a través de las proteinas Goa
(Richman et al, 2001). Por lo tanto, la disminucién de espinofilina puede concordar con la
disminucion de funcionalidad de los az-AR que observamos en este estudio en sujetos con
esquizofrenia y antipsicoticos en sangre. Esta disminucion de la actividad, podria, a su vez,
producir un aumento de la expresion de estos receptores como mecanismo compensatorio. Se
ha visto que ratones KO para la espinofilina mostraban una mayor sensibilidad al antidepresivo
desipramina y, que ésta disminuyd la actividad de los aza-AR postsinapticos en el locus
coeruleus (Cottingham et al, 2012). Si nuestro estudio siguiera este patron, los antipsicoticos
podrian causar una disminucién de la expresién de espinofilina y con ello una menor actividad
funcional de los aza-AR. Ademas, seria interesante investigar si se produce una alteracion en la
expresion de B-arrestina, ya que compite con la espinofilina en la unién a los a2-AR y provoca la
endocitosis de estos receptores (Gilsbach & Hein, 2012; Wang et al, 2004). El aumento de
expresion de estos receptores, tanto en la fraccién enriquecida en sinaptosomas como en la
fraccion postsinaptica, puede indicar una posible alteracion en la expresion de [3-arrestina por el

tratamiento con antipsicoticos.

7. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL TRABAJO DESARROLLADO EN ESTA TESIS DOCTORAL

El trabajo realizado en esta Tesis Doctoral muestra fortalezas respecto al trabajo previo

realizado en este campo, pero también existen algunas limitaciones.

La mayoria del proyecto de investigacion que engloba esta Tesis Doctoral se realizé6 con
cerebro humano postmortem, lo cual es en si una fortaleza y a la vez una limitacion. El ser
humano es el beneficiario deseable de todos los avances que se puedan hacer en este campo
para mejorar los sintomas de la esquizofrenia, y no existe mejor substrato para nuestros
experimentos que el tejido nativo humano (McCullumsmith & Meador-Woodruff, 2011). A pesar
de realizar un disefio experimental muy elaborado, dado que se ha intentado reducir al minimo
los sesgos que se pudieran crear al escoger los sujetos, hay datos a los que no podemos acceder.
Seria util conocer informacidn respectiva al periodo total de consumo de antipsicéticos, y cuales

han tomado a lo largo de su vida, principalmente en relacién a aquellos sujetos que no
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presentaban antipsicdticos en sangre en el momento de la muerte. Estos datos podrian
aportarnos mas informacion del efecto que tienen los antipsicéticos y si hay alguno que tenga
una mayor relevancia en las alteraciones observadas. No obstante, no se pueden controlar todas
las variables de vida de los sujetos como se hace en los estudios con animales, por lo que
tenemos un grupo de estudio mas heterogéneo. Sin embargo, una robustez de este disefio es que
se han emparejado los sujetos con esquizofrenia y controles por ciertas variables que si se
conocen, como son el sexo, la edad, el intervalo postmortem y el periodo de almacenamiento.
Ademas, la informacién relativa al diagnostico antemortem y la toxicologia en sangre en el

momento de la muerte hacen mas exacta la distribucidn de los sujetos en los diferentes grupos.

Otra fortaleza de este estudio es la separacion de las fracciones subcelulares, pudiendo
determinar asi la presencia de los subtipos de a;-AR, diferentes tipos de proteina Ga y
espinofilina, en la fraccién enriquecida en sinaptosomas, fraccion presinaptica y fracciéon
postsinaptica. Sin embargo, la funcionalidad de los a2-AR a través de los diferentes subtipos de
proteinas Ga se tuvo que realizar en otra fracciéon subcelular, la fraccién enriquecida en
membranas, debido a que no era compatible la realizacion de los experimentos de SPA y el uso
de fracciones presinaptica y postsinaptica. El principal inconveniente fueron las concentraciones
elevadas de detergente que se usaron para separar las fracciones presinaptica y postsinaptica en
las ultracentrifugaciones. A esto hay que afiadir que el tejido del que se parte en este estudio
contiene muestras de la CPFDL en su totalidad, por lo que los resultados obtenidos son a nivel
global de esta region cerebral, pero no sabemos qué ocurre en cada una de las capas de esta
corteza ni podemos asegurar que lo que hemos medido pertenezca exclusivamente a células

neuronales.

La realizaciéon por primera vez, hasta donde llega nuestro conocimiento, del estudio de
modificaciones epigenéticas en los promotores de los genes ADRAZA y ADRA2C de sujetos con
esquizofrenia es un gran valor de este trabajo. Sin embargo, a pesar de que creemos que la
mayor parte de la inmunoprecipitacién se debe a modificaciones epigenéticas situadas en
neuronas, somos conscientes de que parte de estas inmunoprecipitaciones pueden corresponder
a otras células del sistema nervioso, como pueden ser los astrocitos. Esto se puede dar al no
haber separado previamente las neuronas del resto de células de la CPF y, de este modo, las
inmunoprecipitaciones se hubieran realizado solamente a partir de la cromatina de neuronas.
Sin embargo, H3K4me3 es la marca epigenética que esta mas presente en nuestras muestras y
dicha marca esta mas expresada en los promotores de los genes de las células neuronales que en
los astrocitos (Tansey & Hill, 2018), debido a que esta marca esta asociada a funciones
neuronales y de senalizacién sinaptica (Dincer et al, 2015). Por lo tanto, aunque no hayamos
realizado la separacidn previa entre neuronas y otros tipos celulares, es probable que el sustrato

utilizado en este trabajo sea, en una proporcidén elevada, neuronas.
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A todo lo mencionado anteriormente, debemos afiadir que todas las alteraciones mostradas
en esta Tesis Doctoral asociadas a la presencia de farmacos antipsicoticos no se pueden
adjudicar al efecto de uno de ellos en concreto, ni discernir entre tipicos y atipicos. Esto se debe
a que los sujetos incluidos en este estudio tienen un amplio abanico de antipsicéticos, y
solamente conocemos los detectados, gracias al analisis toxicoldgico, en sangre tras la muerte de
estos sujetos. Por lo que, seria interesante, poder estudiar el efecto concreto de cada
antipsicotico con una poblacidn distinta haciendo una distribucién en funcién del tratamiento
antipsicotico que reciba cada sujeto. Asi podria determinarse si hay algin antipsicético
responsable del aumento de expresion de los aza-AR, del aumento de ARNm de ADRAZ2A o sobre
las marcas epigenéticas, especialmente sobre AcH4K5. Ademads, para poder observar la
alteracién que tiene el tratamiento antipsicético sobre esta marca epigenética, AcH4K5, podria
realizarse un tratamiento créonico en un modelo animal de esquizofrenia con diferentes tipos de

antipsicoticos.

En este trabajo, se determind la distribuciéon de los aza-AR y azc-AR, en las diferentes
fracciones sinapticas de la CPFDL humana y se observé un comportamiento diferente de estos
receptores tras la influencia del tratamiento antipsicético en la expresidn, tanto proteica como
de ARNm o en los mecanismos epigenéticos que regulan su transcripcion. Sin embargo, no se ha
podido determinar si las alteraciones descritas se deben a un antipsicético concreto o, a qué
subtipo de az-AR corresponden las alteraciones funcionales observadas. Por consiguiente y,
teniendo en cuenta estas alteraciones, seria importante seguir investigando en este campo,
puesto que necesitamos herramientas que permitan diferenciar los subtipos o2a-AR y azc-AR y,
de este modo, determinar si la disminucién de la funcionalidad es en ambos tipos o s6lo en uno
de ellos. Con estas nuevas estrategias podria determinarse de una manera mas exacta a qué
subtipo pertenecen todas las alteraciones observadas e, incluso, podria conocerse cémo afecta
cada antipsicético a la expresion y funcionalidad de cada uno de los subtipos de az-AR. A las
alteraciones observadas en los az-AR se le suma la alteraciéon de la espinofilina producida por
antipsicoticos, por lo que seria interesante establecer el efecto que tienen diferentes
antipsicoticos sobre esta proteina. Ademas de poder realizar la biisqueda de roles diferentes que
tienen cada una de las dos isoformas de espinofilina detectadas y analizadas en este estudio.
También seria interesante, realizar en paralelo, el analisis de expresion de espinofilina y de -
arrestina para observar si hay una relacidn entre el tratamiento antipsicotico, los az-AR y la

expresion de estas dos proteinas, las cuales deberian tener una correlacion inversa.

Para finalizar, es necesario remarcar que seguir ahondando en este campo puede
proporcionarnos una mejor comprension de las alteraciones etiopatogénicas de la esquizofrenia.
De este modo, estudiar mas a fondo la espinofilina podria acercarnos a entender algunas

alteraciones que llevan a la aparicién de los sintomas cognitivos. Asimismo, el estudio de los
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subtipos de a;-AR, podria dar lugar a la sintesis de nuevos fairmacos mas especificos en su accién
sobre cada uno de estos subtipos. Esta aproximaciéon podria dar lugar a un tratamiento mas
dirigido a una mejora cognitiva en las personas con esquizofrenia. Estos farmacos enfocados a la
sintomatologia cognitiva, sin tratamiento efectivo a dia de hoy, darfian a las personas que

padecen esquizofrenia una mayor autonomia y mejor calidad de vida.
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Las principales conclusiones extraidas de esta Tesis Doctoral son:

1. Los subtipos a2a-AR y azc-AR se expresan en diferente proporciéon en las fracciones
presindptica y postsinaptica de la CPFDL humana. Asi, mientras los aza-AR se localizan
principalmente en la regién postsinaptica, los azc-AR muestran una distribucién mas

homogénea entre ambas fracciones.

2. Los sujetos con esquizofrenia y antipsicéticos en sangre muestran un aumento en la
expresion proteica de los a2a-AR, tanto en la fraccién enriquecida en sinaptosomas como
en la fraccion postsindptica de la CPFDL. Por el contrario, en los azc-AR no se observa

ningin cambio significativo.

3. Lasefializacién de los a2-AR a través de las proteinas Ga, esta disminuida en la CPFDL de
los sujetos con esquizofrenia. Ademas, los sujetos con esquizofrenia y antipsicéticos en
sangre muestran una disminucién en la sefializaciéon de los az-AR a través de las

proteinas Gaiz y Gaiz en la CPFDL.

4. La expresion proteica de las proteinas Go, estad significativamente aumentada en la
fraccion presinaptica de la CPFDL de los sujetos con esquizofrenia. Mientras que, en la
fraccion postsinaptica, hay un aumento de estas proteinas Go, en los sujetos con

esquizofrenia y antipsicoticos en sangre.

5. La expresion proteica de las proteinas Gai; se encuentra significativamente aumentada
en la fraccion postsinaptica de la CPFDL de los sujetos con esquizofrenia y, en los sujetos
con esquizofrenia y antipsicoticos en sangre se acentia este aumento de expresion. Por
el contrario no se ha observado ninglin cambio significativo en la expresién proteica de

las proteinas Gais.

6. Los sujetos con esquizofrenia y antipsicOticos en sangre muestran un aumento
significativo en la expresion génica del ADRA2A en la CPFDL. Ademas, estos sujetos con
esquizofrenia y antipsicoticos en sangre muestran las marcas epigenéticas del promotor

del ADRA2A modificadas, predisponiendo a la transcripcion de este gen en la CPFDL.

7. Laexpresion génica del ADRA2C se encuentra significativamente aumentada en la CPFDL
de sujetos con esquizofrenia. Ademas, las marcas epigenéticas estudiadas en el promotor
del ADRA2C predisponen a la transcripcion de este gen en la CPFDL de los sujetos con

esquizofrenia.

187



Estudio de a2-AR y espinofilina en la CPF postmortem de sujetos con SZ

8. La espinofilina muestra dos isoformas en el cerebro humano. Estas isoformas tienen una
expresion diferente en distintas regiones encefalicas, y en las fracciones subcelulares de

la CPFDL humana.

9. La isoforma de espinofilina de menor peso molecular es un producto proteolitico de la

isoforma de mayor peso molecular.
10. Los sujetos con esquizofrenia y antipsicoticos en sangre muestran una disminucidén en la

expresion proteica de la isoforma de espinofilina de menor peso molecular, tanto en la

fraccion enriquecida en sinaptosomas como en la fraccion postsinaptica de la CPFDL.
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