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Aquest projecte té com a objectiu aprofundir en el coneixement del dany sinaptic en la
malaltia d’Alzheimer (MA). Els objectius especifics es van dividir en dos grans apartats:
(1) caracteritzar el proteoma sinaptic al liquid cefalorraquidi (LCR) en la MA amb la
finalitat de descobrir proteines sinaptiques com a potencials biomarcadors precogos de
la malaltia i (2) caracteritzar la composicié molecular sinaptica del cortex entorinic
huma i identificar els canvis més precocos induits per la MA. Per a la consecucié
d’aquests objectius es van proposar els dissenys experimentals que s’expliquen a

continuacio.

Per assolir I'objectiu 1, es van seleccionar els millors candidats a biomarcadors
sinaptics en la MA a partir de les dades generades per la bibliografia cientifica i d’un
estudi pilot. De les 251 proteines candidates, se'n van seleccionar 22 per estudiar-les
posteriorment mitjancant espectrometria de masses (MS). D'aquestes 22, es va
avaluar lI'expressié de la proteina en el cervell huma i la seva deteccié adequada en
I'’LCR huma. D’'aquest estudi, es van seleccionar 9 proteines (calsintenina-1, GIuR2,
GluR4, neurexina-2A, neurexina-3A, neuroligina-2, sintaxina-1B, Thy-1 i Vamp-2), que
es van mesurar en tres cohorts de subjectes control i en diverses fases del continuum
Alzheimer. L'estudi va demostrar que es produia un descens global d’aquestes
proteines en la fase preclinica de la MA (persones amb signes biologics pero sense
simptomes), canvis que precedeixen als marcadors de neurodegeneracié. Hem
dipositat una patent per protegir I'explotacié d’aquestes proteines com a biomarcadors
de la degeneracié sinaptica i hem llicenciat el desenvolupament d’assajos per facilitar-

ne la deteccio en I'entorn clinic.

Per assolir I'objectiu 2, es va comparar la composicié molecular de fraccions del
sinaptosoma aillades de 18 mostres de subjectes control i dos grups que cursen amb
diposits cerebrals de proteina tau (taupatia): casos de taupatia primaria relacionada
amb l’'edat (PART) i casos de MA. Observem més preséncia de proteines mitocondrials
en la sinapsi en casos de PART i casos de MA en comparacié amb els controls. No
obstant aix0, no observem diferéncies en la composicié de les sinapsis entre casos de
PART i de MA. Concloem que la patologia tau associada a I'edat i a la MA esta

relacionada amb un reclutament de proteines mitocondrials en la sinapsi.



En resum, 'estudi proporciona informacié important sobre els canvis inicials d'una
regiod critica per a la MA i pot facilitar la identificacié de biomarcadors per a la deteccio

de la degeneracié sinaptica, un esdeveniment precog en la patogenia de la MA.
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Les sinapsis sén estructures essencials per al funcionament neuronal correcte. El dany
sinaptic en la MA té un paper central, encara que es tracta d’'un fenomen poc estudiat
en humans. En aquest projecte es van plantejar dos grans objectius per aprofundir en

aquest mecanisme i la seva potencial aplicacié en el diagnostic precog de la MA.

Objectiu 1: caracteritzar el proteoma sinaptic en el liquid cefalorraquidi (LCR)
amb la finalitat d’identificar proteines sinaptiques com a potencials
biomarcadors precocos de la malaltia

Per a la consecucid d’aquest objectiu es va iniciar I’estudi amb la seleccié dels millors
candidats a biomarcadors sinaptics a partir de dades generades per la bibliografia
cientifica i un estudi pilot amb mostres d’LCR de 60 persones. Aquest és el primer
estudi sistematic del proteoma d’LCR i, a més, inclou la caracteritzacié completa del
seu component sinaptic. Especificament, I'estudi va permetre conéixer que un 6% del
proteoma sinaptic en I'LCR esta format per proteines sinaptiques. De les 251 proteines
detectables en I'LCR se’n van seleccionar 22 per a un estudi posterior. Vam
desenvolupar assajos d’espectrometria de masses (MS) dirigida (SRM, selective

monitoring reaction) utilitzant 54 péeptids marcats amb isotops corresponents a les 22



proteines d’interés. Vam eliminar 12 proteines de |'estudi a causa d’'una deteccid
insuficient en 5 mostres d’LCR. De les 10 proteines restants, en vam avaluar
I’expressid sinaptica en el cervell huma mitjancant la técnica de microscopia de
tomografia per array (AT), disponible al nostre grup i detallada en dues publicacions
previes (Colom-Cadena et al., Brain 2017; Pickett et al., J, Alzheimer, desembre del
2016).

L'AT és particularment adequada per a I'estudi de les sinapsis humanes, ja que
proporciona una resolucié espacial millorada en el pla axial en comparaciéo amb altres
tecniques de microscopia de Ilum (com la microscopia confocal). En obtenir seccions de
teixit ultrafi (70 nm), es poden identificar sinapsis individuals. Les reconstruccions en
3D de sinapsis individuals mostren clarament I'expressié de 9 de les proteines del
panel directament a la sinapsi, marcades per marcadors presinaptics (sinaptofisina) i
postsinaptics (PSD-95) (figura 1A). No obstant aix0, la tenascina-R es va trobar al
voltant de la sinapsi sense contacte directe, una troballa consistent amb les dades de la
bibliografia cientifica que suggereixen que tenascina-R resideix en xarxes perineuronals
extracel-lulars. L'especificitat de I'expressio sinaptica es va avaluar addicionalment
quantificant I'enriquiment de les proteines del panel en el sinaptosoma de 6 mostres de
teixit cortical huma sense patologia. La isoforma 2A de neurexina-2 no es va poder
analitzar per la manca d’un anticos especific disponible comercialment adequat per a la
transferéncia Western. La figura 1B mostra que les 9 proteines analitzades es van

enriquir en fraccions sinaptiques en comparacié amb I'homogeneitzat (p < 0,03).

Les 9 proteines amb alta especificitat per a la sinapsi (calsintenina-1, GIuR2, GluR4,
neurexina-2A, neurexina-3A, neuroligina-2, sintaxina-1B, Thy-1 i Vamp-2) es van
escollir per avaluar-les com a marcadors de la pérdua sinaptica en tres cohorts de
subjectes control i en diverses fases del continuum de I’Alzheimer procedents de
I'Hospital de Sant Pau de Barcelona, la Fundacié CITA Alzheimer i I'Hospital Clinic de
Barcelona. L'estudi global (figura 2) va demostrar que es produia un descens global
d’aquestes proteines en la fase preclinica (sense simptomes) de la MA (Stage 1) i un
augment posterior a les fases simptomatiques (prodromica i demencia). De les 9
proteines, 6 (calsintenina-1, GluR4, neurexina-2A, neurexina-3A, sintaxina-1B i Thy-1)
van registrar un descens significatiu en la fase preclinica (p < 0,05). Aquests resultats
mostren per primera vegada que el descens de proteines sinaptiques en I'LCR és un

fenomen molt precocg en la fase preclinica de la MA que precedeix els fenomens de



neurodegeneracio. Proposem que els nivells reduits en el primer estadi preclinic poden
reflectir una densitat sinaptica reduida en aquests individus amb amiloidosi cerebral,
un efecte que s’emmascara per la neurodegeneracié generalitzada en etapes posteriors
de la malaltia. Els resultats es van publicar a la revista internacional més important del
camp de la protedmica (Lled et al., Mol Cell Prot, 2019).
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Figura 2. Nivells relatius en I'LCR de peéptids sinaptics en el continuum de la MA. Es mostra la
gquantitat mitjana relativa (Log2-fold-change +/— error estandard, SE) de les proteines del panel sinaptic
en I'LCR de cada estadi de la MA en comparacié amb controls cognitivament normals (mitjana de 3 cohorts
independents). Per facilitar-ne la interpretacid, els valors naturals s’etiqueten a I'eix y en una escala log2.
L'estil de linia de les barres d’error es va determinar mitjancant el tall del valor p per comparacions de
grups per parells, utilitzant un model de regressio lineal d'efecte mixt (vegeu la llegenda). Stage 1: estadi
preclinic 1; Stage 2: estadi preclinic 2; Prodromal: MA prodromica; Dementia: demeéncia tipus MA.

Objectiu 2: caracteritzar la composiciéo molecular sinaptica del cortex
entorrinal huma i identificar canvis més precocos induits per la MA

Per a la consecucid d’aquest objectiu es va procedir a extreure, mitjancant un protocol
publicat de sinaptosomes, 18 mostres cerebrals de cortex entorinic de subjectes
control sans i dos grups que presentaven diposits anomals de proteina tau al cervell
(taupatia): taupatia primaria relacionada amb I’'edat (PART) i MA. Les fraccions es van
analitzar mitjancant espectrometria de masses (LC-MS/MS) al Centre de Regulacio
Genomica. Préviament vam comprovar mitjancant transferéncia Western que les
fraccions obtingudes estaven enriquides per a la fraccié presinaptica. Posteriorment, es
van comparar les proteines trobades en els tres grups. Utilitzant PANTHER, una eina en
linia per analitzar vies biologiques (www.pantherdb.org), vam anotar les proteines a un
procés biologic i vam comparar el canvi mitja en I'expressié de cada procés als
sinaptosomes dels casos de MA en comparacido amb controls. Vam observar nivells més
baixos de proteines associades amb la secrecid de vesicules i senyalitzacié sinaptica,

cosa que reflecteix la degeneracio de sinapsi associada amb la MA (figura 3). A més,



vam observar una expressio elevada de proteines mitocondrials a la sinapsi (figura 3).
Els casos de PART van mostrar els mateixos canvis en comparacié amb els controls.
Vam concloure que la patologia tau associada a I’'edat i a la MA esta relacionada amb
un reclutament de proteines mitocondrials a la sinapsi. Aquest estudi proporciona
informacid important sobre els canvis inicials d’una regio critica per a la MA i proposem
gue les proteines associades a les vies mitocondrials que van mostrar més significacio
podrien ser nous marcadors dels processos inicials en malalties que es presenten amb

taupatia. El manuscrit es troba en fase de redaccid.
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Figura 3. Expressio relativa de proteines sinaptiques al cortex entorinic de la MA davant de
controls. Expressié relativa (log2FC) de les 3.130 proteines quantificades en fraccions del sinaptosoma
aillades de casos amb la MA davant de fraccions del sinaptosoma aillades de controls. Les proteines
associades amb la secreci6 de vesicules sinaptiques o la senyalitzacié sinaptica estan marcades en

vermell. Les proteines associades amb funcions de la mitocondria estan marcades en blau.

En resum, aquest projecte ha proporcionat informacié innovadora sobre els canvis
inicials d’una regio critica per a la MA i ha permes identificar nous biomarcadors que
podrien servir per detectar la degeneracid sinaptica, un esdeveniment precog en la
patogenesi de la MA. Els nous marcadors tenen potencial per ser Utils en una varietat
de malalties neurologiques i psiquiatriques, i obren la via a una investigacié més

amplia en el futur (vegeu la nostra publicacié: Lled et al., Clinica Chimica Acta, 2019).



Aquest projecte ha obtingut resultats molt rellevants per a la comunitat cientifica i amb
possibles aplicacions practiques per als pacients amb Alzheimer i altres malalties
neurodegeneratives. En concret, les proteines sinaptiques descobertes en I'LCR en
aquest projecte (objectiu 1) poden ser marcadors de progressié en la malaltia
d’Alzheimer i altres trastorns relacionats, o bé marcadors de diagnostic precoc en
subjectes amb risc elevat (per exemple, en casos amb historia familiar) de

desenvolupar la malaltia d’Alzheimer.

A més, com a conseqiéncia directa d’aquest projecte, s’ha presentat una patent de 10
proteines sinaptiques per protegir-ne I'explotacié com a biomarcadors de la
degeneracio sinaptica i s’ha llicenciat una companyia belga, ADX Neurosciences, perquée
desenvolupi immunoassajos de 4 proteines per aplicar-les a gran escala en pacients
amb malalties neurologiques. El desenvolupament d’assajos més robustos que
permetin un Us clinic més ampli és un pas clau per a l'aplicacié a la practica clinica.
Esperem que alguns d’aquests marcadors es puguin aplicar en un futur proxim en la

rutina clinica o bé en assajos clinics amb farmacs modificadors de la malaltia.
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