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El glutamat és el principal aminoacid excitador del cervell i la neurotransmissié
glutamatérgica és fonamental en els processos neuronals (neurogénesi, sinaptogenesi,
supervivencia neuronal, plasticitat sinaptica) i de llurs funcions cerebrals subjacents
(memoria, cognicid, funcions motores). Funcionalment, l'alliberament del glutamat i
unié als receptors de glutamat en permet l'activacio i la transmissid sinaptica.
L'activacié dels receptors ionotropics de glutamat (iGIuR) permet I’'entrada de ions
necessaria per als processos sinaptics i la seva alteracié altera la comunicacié sinaptica
i provoca una disfuncid cognitiva. En particular, els receptors de tipus N-metil-D-
aspartat (NMDAR) representen un element clau en els processos de memoria i
cognicid, i actualment és I'Unica diana farmacolodgica per al tractament de la malaltia
d’Alzheimer (AD), per a la qual es disposa d’un farmac (memantina) aprovat per I'FDA.
A nivell funcional, la localitzacié subsinaptica dels NMDAR, aixi com les seves propietats
biofisiques estan modulades per mecanismes posttraduccionals. Basant-nos en la
rellevancia d’aquests receptors en AD i llurs propietats bioquimiques i funcionals, la
hipotesi de treball d’aquest projecte es basava a estudiar el paper de la distribucid
subcel-lular dels NMDAR en el seu comportament dicotdomic, que pot promoure
I’activacié neuronal i la supervivéncia de les cel-lules o, al contrari, induir I'activacié de
vies de senyalitzacié proapoptotiques. Per avaluar aquesta hipotesi, el nostre projecte
tenia com a objectiu identificar el patré de fosforilacié dels NMDAR, a fi d’evidenciar
noves dianes terapéutiques (fosforesidus, cinases, fosfatases) i escatir els mecanismes

de sinaptopaties -mediats pels NMDAR- en AD.

Per abordar aquest objectiu, vam fer una analisi d’espectrometria de masses no
dirigida (untargeted) dels compartiments subsinaptics, tant en biopsies AD de regions
cerebrals afectades en estadis inicials d’AD (hipocamp i cortex entorinic), com en
regions del cervell del model muri Ts65Dn. El model Ts65Dn és un model de ratoli
trisomic de la sindrome de Down (SD), un trastorn neurologic amb aparicié precog de
trets histopatologics d’AD i déficits cognitius que recapitulen alteracions de tipus AD.
L'analisi mitjancant espectrometria de masses acoblada a fosfoenriquiment va revelar
un patro de fosforilacié dels iGIuR dependent del compartiment subsinaptic i alhora del
genotip (euploide vs. trisomic), que es troben associats a una composicio diferencial en

proteines cinasa i fosfatasa al model de ratoli trisomic. Posteriorment les dades



bioguimiques van ser emprades per construir una matriu integrant genotip-quinoma-

iGIuR fosfopatré en els diferents compartiments subsinaptics.

Conjuntament, els resultats obtinguts presenten un perfil especific d’alteracions del
fosfopatrd dels iGIuR en la sinapsi glutamatérgica del model de ratoli Ts65Dn i donen
suport a la seva contribucié a les condicions de sinaptopatia associades a I’'SD i I’AD.
L'alteracié de fosforesidus concrets dels iGIuR en I’hipocamp del model Ts65Dn,
juntament amb la signatura de proteines cinasa/fosfatasa, han permes identificar
noves dianes terapéutiques potencials per al tractament de les disfuncions

glutamatérgiques en SD i, potencialment, en AD.

Acompanyant aquests estudis no dirigits (untargeted), al llarg del projecte vam dur a
terme un conjunt d’estudis dirigits. Concretament, basant-nos en resultats recents del
nostre grup en qué vam mostrar la capacitat de la proteina cinasa DYRK1A (associada
a AD i SD) de fosforilar la subunitat GIuN2A dels NMDAR, vam estudiar una possible
alteracié dels nivells d’expressié d'aquest fosforesidu i la seva possible contribucié en
mecanismes patofisiologics. Aixi, vam generar un anticos policlonal antifosfo
GIuN2A(pS1048) que ens va permetre caracteritzar —-mitjancant estudis bioquimics i
histologics— un increment dels nivells de la subunitat GIuN2A (pS1048) fosforilada en
les fraccions postsinaptiques de les mostres AD i Ts65Dn. Per avaluar el potencial
impacte patogénic de la sobreexpressio de GIuUN2A(pS1048), vam sobreexpressar la
forma fosfomimetica de GIuUN2A en models neuronals in vitro, i hi hem observat un
conjunt de disfuncions sinaptiques. Conjuntament, aquestes dades abonen l’associacio
entre un patré aberrant de la fosforilacié dels NMDAR (particularment un augment dels
nivells de GIuN2ApS1048) i la disfuncid sinaptica. Actualment, per avaluar
funcionalment la patogenicitat in vivo dels canvis del fosfopatré dels NMDAR, hem
generat un model de ratoli que expressa de forma constitutiva la subunitat
fosfomimeética GIuUN2A(S1048D). Aquest model de ratoli knock-in, actualment en fase
de fenotipatge conductual, permetra avaluar I'impacte i rellevancia in vivo de |'alteracié
del fosfopatrd dels NMDAR en la disfuncié neuronal i déficits cognitius associats a I’AD,

i servira alhora com a model in vivo per al cribratge farmacologic.

En resum, els resultats obtinguts al llarg d’aquest projecte aporten una visié Unica i
exhaustiva del patré de fosforilacid dels NMDAR, i de llur patogenicitat neuronal, en el

context de les sinaptopaties associades a I’AD i I’'SD, tot responent a I'objectiu principal



del projecte. Aixi, les dades moleculars han permés identificar els fosforesidus dels
NMDAR i les cinases/fosfatases desregulades, que es presenten com a noves dianes
terapéutiques per I’AD. A la seccié seglient es descriuen els principals éxits cientifics

del projecte.

Objectiu especific 1. Caracteritzacio del perfil fosfoproteomic sinaptic dels
receptors NMDA en etapes primerenques de la malaltia d’Alzheimeri en

models murins AD

. Hem establert un métode consistent i altament reproduible de fraccionament
subsinaptic de les regions del cervell, tant en mostres post mortem humanes com de

ratoli.

. S’ha completat I'analisi semiquantitativa de proteines de les fraccions
postsinaptiques i extrasinaptiques de I’'hipocamp de ratolins trisobmics i controls, que
mostra una alteracié del proteoma i de les funcions cel-lulars associades, relacionades

amb la transmissid sinaptica (figura 1A).

. Caracteritzacié del perfil fosfoprotedmic, amb especial atencid als receptors de
glutamat ionotropic de ratolins trisomics, model d’AD. Aquest estudi ha permes
descriure de forma exhaustiva el repertori de fosforilacions dels iGIuR en el model
Ts65Dn, aixi com la identificacid de cinases/fosfatases desregulades en aquest model,

gue representen potencials dianes terapeutiques (figura 1B).

. Produccié i validacié d’anticossos anti-GIluN2ApSer1048, que mostren la
preséncia postsinaptica d’aquesta fosforilacié en les sinapsis de neurones piramidals

(excitadores) de I'hipocamp (figura 2A).

. Determinacid de la preséncia de nivells significativament elevats de
GIuN2A(pSer1048) i de la cinasa DYRK1A a I’'hipocamp i escorga entorinica de biopsies

d’AD, de forma lineal amb la progressio clinica d’AD (figura 2B).



. Identificacio d’alteracions de la signatura protedmica (cinases, fosfatases) i del
patrd de fosforilacid dels iGIuR en el model Ts65Dn que cursa amb sinaptopatia, com a

potencials dianes terapeutiques (figura 2C).

. Actualment es fa una analisi comparativa del fosfoproteoma Ts65Dn vs. AD, per
tal d’identificar possibles alteracions bioquimiques convergents i/o divergents del
Ts65Dn amb AD.

Objectiu especific 2. Generacio d’eines moleculars i de models in vivo per a

I'expressio de subunitats GluN dels NMDAR fosfomodulats

. Generacio de particules lentivirals Lv::GFP-GIUN2A de tipus silvestre (wildtype) i

fosfomimeétiques per a la transduccié in vitro i in vivo de construccions GIuN2A.

. Validacié de la infectivitat in vitro de particules virals Lv::GFP-GIuN2A, en cultius

neuronals primaris.

. Generacid del model muri knock-in KI-GIuN2A(S1048D) mitjancant tecnologia
CRIPSR-Cas9. Obtencid de ratolins fundadors i analisi genomica de seqliéncies off-
target a I’ADN genomic dels ratolins fundadors. Amplificacié de colonies animals a les

instal-lacions de la Northwestern University (Chicago, EUA).

Objectiu especific 3. Avaluacio de I'impacte funcional de la modulacié per

fosforilacié dels NMDAR en models murins de la malaltia d’Alzheimer

. Caracteritzacié de I'activacio glial (cel-lules GFAP- i Ibal-positives) en el model
de ratoli Ts65Dn adult (ratolins de 4 i 9 mesos).

. Identificacié de les conseqlieéncies neuronals de la sobreexpressié de la forma
fosfomimeética GIuUN2A(S1048E), on s’observa una alteracioé de la morfologia i la funcid
neuronals, amb una densitat augmentada de les espines immadures (espines

neuronals de tipus thin, figura 3A).

. La sobreexpressié de GIuUN2A(S1048E) en cultius neuronals primaris produeix
una desregulacié dels corrents EPSC mediats per NMDAR, amb efectes adversos per a

la funcidé neuronal (defectes de plasticitat sinaptica, excitotoxicitat). A més, es produeix



un deteriorament del procés de plasticitat sinaptica LTP induit quimicament per glicina.
En conjunt, aquestes dades donen suport a I'impacte patogenic de I'augment de nivells
de GIuUN2A(pS1048), associat a condicions de sinaptopatia, i defineixen els NMDAR com

a diana per a futures intervencions terapéutiques en AD (figura 4C).

. Actualment hem iniciat el fenotipatge del model animal KI-GIuUN2A(S1048D),
amb especial interés en la caracteritzacié del fenotip cognitiu. Aquesta analisi anira
acompanyada de lI'avaluacio dels beneficis terapéutics de farmacs dirigits a modular els
NMDAR.

El projecte que du per titol Funcié de la fosforilacié dels receptors NMDA en |’etiologia
de la malaltia d’Alzheimer: de la proteomica a models ‘in vivo’ va ser ideat amb
I'objectiu general de desxifrar I'impacte del fosfopatrd dels NMDAR en la fisiopatologia
de la malaltia d’Alzheimer. Al final d’aquests tres més un anys de treball intensiu, s’han
generat dades de marcada rellevancia que donen suport a I'impacte patogenic del
fosfopatro aberrant dels NMDAR en la disfuncié sinaptica. Aquestes dades precliniques
solides obren noves vies terapéutiques i sén objecte de linies de recerca (en curs) o de
futura aplicacié (a curt termini), amb potencial aplicabilitat clinica. Als paragrafs
seglients es resumeix la rellevancia principal i les possibles aplicacions cliniques

derivades d'aquest projecte.

Hem realitzat una extensa i completa integracié de les alteracions fosfoproteomiques i
protedmiques en un model de ratoli de la sindrome de Down, una malaltia genética
amb AD d'inici precoc. Aquestes dades representen, ara com ara, el cataleg més
extens i complet de les alteracions fosfoprotedomiques dels receptors ionotropics de
glutamat. Actualment aquest repertori s’esta estenent al conjunt de modificacions del
fosfoproteoma global. A més, I'enfocament de la biologia de sistemes combinat amb els
resultats protedomics ha permes identificar dianes terapéutiques potencials (proteines

cinases i fosfatases) per a futures intervencions terapéutiques.

A més de I'analisi no orientada (untargeted) de les alteracions fosfoproteomiques, hem

desenvolupat una metodologia experimental per avaluar I'impacte de fosforesidus



discrets dels receptors NMDA en la disfuncié sinaptica. En aquesta linia, hem
caracteritzat el paper fisiologic de la fosforilacié del residu serina en posicido 1048 de la
subunitat GIuN2A dels NMDAR. Més important encara, en el context de condicions
sinaptopatiques, hem demostrat que els nivells augmentats de subunitats
GIuN2A(pSer1048) fosforilades, resultants de la sobreexpressiéo de DYRK1A, una
proteina cinasa associada a la malaltia d’Alzheimer i la sindrome de Down, sén
suficients per afectar la transmissio glutamatergica i afecten tant la morfologia com la
plasticitat sinaptiques. Conjuntament, aquestes dades proporcionen evidéncies
substancials sobre la implicacié de l'alteracié de la neurotransmissié glutamatergica en
la condicié d’AD i defineixen aquestes sinapsis excitadores com a diana terapeutica per

al tractament de la malaltia d’Alzheimer.

En relacié amb les alteracions de les sinapsis glutamatérgiques observades en
condicions de sinaptopatia, al llarg del projecte hem generat eines moleculars i
biologiques per al cribratge farmacologic de drogues aprovades (FDA) dirigides a
modular la sinapsi glutamatérgica. Aquestes eines s’analitzen actualment al nostre
laboratori i, juntament amb les linies de recerca actuals, aniran acompanyades de la
caracteritzacio del fenotipatge del model de ratoli KI-Grin2A (S1048D) i l'avaluacié de

diverses intervencions terapéutiques.

En conjunt, els avencos assolits al llarg d’aquest projecte situen la sinapsi
glutamatergica com a element fonamental de les condicions de sinaptopatia, alhora
gue defineixen la rellevancia d’aquesta estructura/sistema neuronal com a diana

terapeutica.

Publicacions (en negreta, membres de I'equip investigador directament beneficiaris

de l'accio finangcada per la Fundacié La Marat6 TV3):

* GOmez de Salazar M., Grau C., Locubiche S. (...) and Altafaj X.
Increased phosphorylation of GIuN2A subunit at serine residue 1048 is associated with
synaptopathy conditions.

En preparacio per a The Journal of Neuroscience.
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GRINZB loss-of-function variant triggering NMDA receptor hypofunctionality in pediatric
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Phosphoproteomic alterations of ionotropic glutamate receptors in the hippocampus of
the Ts65Dn mouse model of Down syndrome.

Front Mol Neurosci. 2018 Jul 25;11:226.

 Fernandez-Duefas V, Pérez-Arévalo A, Altafaj X, Ferré S, Ciruela F.
Adenosine A(1)-A(2A) Receptor Heteromer as a Possible Target for Early-Onset

Parkinson’s Disease. Front Neurosci. 2017 Nov 22;11:652.

* Valls-Comamala V., (...), Altafaj X., et al.
The antigen-binding fragment of human gamma immunoglobulin prevents amyloid b-
peptide folding into b-sheet to form oligomers.
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Valverde MA, Muioz FJ.

Glutamatergic stimulation induces GIuN2B translation by the nitric oxide-Heme-
Regulated eIF2a kinase in cortical neurons.
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C, Lopez-Sala A, Garcia-Cazorla A, Altafaj X.



Rett-like severe encephalopathy caused by a de novo GRIN2B mutation is attenuated
by D-serine dietary supplement.

European Synapse Meeting, Mila. Desembre 2017

e Soto D, Olivella M, Grau C, Armstrong J, Alcén C, Gomez de Salazar M, Gratacos-
Batlle E, Ramos-Vicente D, Gasull X, Fernandez-Duefas V, Ciruela F, Bayés A, Sindreu
C, Lopez-Sala A, Garcia-Cazorla A, Altafaj X.

Rett-like severe encephalopathy caused by a de novo GRIN2B mutation is attenuated
by D-serine dietary supplement.

Spanish Pharmacology Society Meeting, Barcelona. June 2017. Presentacié oral. Primer

premi Oral Communication.

e Soto D, Olivella M, Grau C, Armstrong J, Alcén C, Gomez de Salazar M, Gratacos-

Batlle E, Ramos-Vicente D, Gasull X, Fernandez-Duefas V, Ciruela F, Bayés A, Sindreu
C, Lopez-Sala A, Garcia-Cazorla A, Altafaj X.

Rett-like severe encephalopathy caused by a de novo GRIN2B mutation is attenuated

by D-serine dietary supplement.

Gordon Research Conference "Excitatory synapses and brain function". Les Diablerets,

Switzerland, June 2017. Poster.

e Valls-Comamala V, Guivernau B, Bonet ], Puig M, Perdlvarez-Marin A, Palomer E,
Fernandez-Busquets X, Altafaj X, Tajes M, Costa M, Puig A, Roquer ], Paez A, Vicente
R, Oliva B, Mufioz F.-J.

The Fab region of Immunoglobulins prevent amyloid B-Peptide fibrillation.
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e M. Gomez de Salazar Honrubia, C. Grau, I. Ferrer, K. Arato, S. de la Luna, F.
Ciruela, X. Altafaj.

DYRK1A, a novel regulator of NMDARs: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. Federation of European Neurosciences Societies Meeting (FENS

2016), Copenhagen, Denmark. Poster.

* Altafaj X., Soto D., Olivella M., Alcon C., Grau C., Gomez de Salazar M., Gratacgs-
Batlle E., Marcos D., Bayis i., Sindreu C., Armstrong J., Garcva-Cazorla i.

Rett-like severe encephalopathy caused by a de novo GRIN2B missense mutation is
attenuated by D-Serine dietary supplement.

7th ISN Special Neurochemistry Conference. June 2016. Coimbra, Portugal. Oral

presentation.

e M Gomez de Salazar, C Grau, K Arato, JM Fernandez-Fernandez, P Sanchvs, D
Soto, A Valderrama, C Sindreu, C Fillat, I Ferrer, S de la Luna, X Altafaj.

DYRK1A, a novel regulator of NMDA receptors: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. Spanish Neuroscience Society Congress (SENC) 2015. Granada,

Spain. September 2015.

e M Gomez de Salazar, C Grau, K Arato, JM Fernandez-Fernandez, P Sanchvs, D
Soto, A Valderrama, C Sindreu, C Fillat, I Ferrer, S de la Luna, X Altafaj.

DYRK1A, a novel regulator of NMDA receptors: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. Spanish Network for the Study of Ion Channels, International

Meeting. Barcelona, Spain. October 2015.

e M Gomez de Salazar, C Grau, K Arato, JM Fernandez-Fernandez, P Sanchvs, D
Soto, A Valderrama, C Sindreu, C Fillat, I Ferrer, S de la Luna, X Altafaj.

DYRK1A, a novel regulator of NMDA receptors: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. 1st IN PhD Student & Postdoc Meeting. Alicante, Spain. February
2016.

e M Gomez de Salazar, C Grau, K Arato, JM Fernandez-Fernandez, P Sanchvs, D
Soto, A Valderrama, C Sindreu, C Fillat, I Ferrer, S de la Luna, X Altafaj.
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DYRK1A, a novel regulator of NMDA receptors: implications for Down syndrome and
Alzheimer’s disease. Federation of European Societies of Neuroscience (FENS) Meeting.

Copenhagen, Denmark. July 2016.

Tesis doctorals i formacio d’estudiants

Macarena GOmez de Salazar va obtenir el seu doctorat el setembre del 2018 amb una
tesi doctoral centrada en l'estudi d’aquest projecte. La Dra. Gédmez de Salazar va ser

contractada amb I'ajut concedit per la Fundacié La Maraté de TV3.

Aqguest projecte també es va beneficiar de la contribucié dels estudiants en formacid,
principalment del Master en Neurociéncies (UB), que han continuat les seves carreres
investigadores com a estudiants de doctorat, ja sigui dins del nostre grup de recerca o
en altres universitats. Els estudiants que van rebre formacid i van participar en aquest
projecte han estat: A. Santos (2017), actualment al seu segon any de doctorat
(IDIBELL); S. Locubiche (2018), sol-licitant de beques de doctorat (IDIBELL); A.
Amelianchik (2016), estudiant de doctorat a la Universitat de Cornell (NY, EUA); P.
Sanchis (2015), estudiant de doctorat a la UAB.
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