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A Crisial laio

Per fer-me ser qui soc. Sempre critica, sempre humanista.

A la meva familia.

Per creure en mi abans que jo ho pogués fer.

A Jon.
Per apareixer, quedar-te i ser el meu company de vida.

Amb tu tot és possible.






De vegades es guanya, d'altres s'apreén.

Refrany popular

Normalment no es tracta de fer possible I'impossible,

sind de no fer impossible el possible.

Alicia Sdnchez. L’ofici de viure






Agraiments

Durant diferents moments al llarg d’aquests anys he pensat en aquest moment, en el
moment en que estaria gairebé tot fet i només quedaria agrair. La veritat és que mai vaig pensar
gue estaria tant nerviosa i emocionada per posar en paraules tot allo que gracies a vosaltres he

pogut fer i sentir.

Primer que tot, abans que agrair res vull mostrar la més profunda admiracio a tota la gent
que hem estat treballant aquests anys al laboratori. El treball cientific, com tots sabem, és molt
gratificant i emocionant pero també, com tots sabem i hem experimentat, és dur i frustrant. En
cada nou experiment ens enfrontem a la incertesa i la incertesa és un estat que per definicié
costa d’aguantar als éssers humans. A més, som un grup nombrds que hem de compartir espais
i eines. Tot i aix0, no hi ha hagut ni un sol dia que hagi entrat per la porta del laboratori i no hagi
trobat un somriure de complicitat i paraules amables. En tot moment, cadascu de vosaltres heu
estat generosos per escoltar-me i donar-me la vostra opinié. Crec que aquestes emocions i
aquesta forma de treballar s’encomanen, ja que tot i tenir un dia dur o un dia en que les coses

no han anat com esperaves sempre estas disposat a escoltar a I'altre.

A partir d’aqui us vull contar la historia de la meva tesi. Tot va comengar amb una trucada
administrativa com qualsevol altra, jo estava matriculada al master pero per uns imprevistos
d’dltim moment no tenia grup per a realitzar les practiques. Aixi que vaig decidir trucar a la
directora del master, I'Esther Pérez, per explicar-li la problematica i per saber com havia de
procedir. El que no m’esperava és que ella em digués: “doncs mira, si vols busca informacié del
nostre grup i puja a parlar amb mi”. Crec que sempre recordaré aquella primera reunid. Em va
agradar molt la determinacid i les ganes que posava a I’hora d’explicar els projectes que estaven
fent i també em va passar un full on s’explicava perfectament el projecte que jo havia de fer i
els objectius que teniem. A més a més, tenia la paret plena de fotografies de familiars i amics. |
vaig pensar: “jo vull treballar amb una persona aixi. Li agrada fer ciéncia i té vida!” Esther estic
molt contenta d’haver pogut realitzar el treball de master amb tu i de tot el que m’has ensenyat.
Gracies per tots els comentaris fets als seminaris i per sempre haver-te mostrat disposada a

ajudar-me i mostrar-te tan propera.

Al cap del temps quan ja estava prou ben instal-lada al laboratori i casi finalitzant el
master, una tarda xerrant tranquil-lament sobre que faria un cop acabat el master, recordo que
vaig afirmar: “Doncs m’agradaria molt fer un doctorat perd amb el dificil que és aconseguir
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finangcament cada cop ho veig més dificil”. | de sobte, el Xavi Xifré, amb el qual encara no havia



intercanviat massa paraules, em va respondre: “no perdis |'esperanca, no saps mai el que pot
passar”. | aixi va ser, gracies Xavi per haver-me donat |'oportunitat de realitzar aquesta tesi.
Gracies a aquesta tesi he crescut en molts aspectes de la meva vida. Sobretot et vull agrair la

teva alegria i capacitat per fer les coses facils i el teu gran optimisme.

Un cop comencat el doctorat, el Xavi em va informar que al llarg del doctorat ens haviem
de reunir amb el Jordi Alberch per anar explicant-li com progressava el projecte. Jordi, gracies
per estar sempre present al llarg d’aquesta tesi i obrir-me la porta i donar-me la teva opinié més
sincera sobre les qliestions que et proposava. Crec que has entés la meva manera de treballar i

sempre m’has donat consells molt Gtils i gue m’han donat molta empenta per seguir endavant.

| després, comencats els projectes venia el moment d’exposar al grup els nostres
resultats. Gracies Silvia, per que en tots els meus seminaris has fet aportacions que valoro molt
i molt i m’ha agradat poder aprendre seminari rere seminari del teu analisi cientific i de la teva
capacitat critica. També et vull agrair la teva alegria i proximitat. Cristina Malagelada, també
recordaré sempre les teves intervencions als seminaris, la teva forma tant curosa d’encarar els
problemes cientifics i el teu humor. Admiro molt el vostre treball i el de I'Esther perque tot i que
no hauria de ser aixi avui en dia encara es dificil ser dona i cientifica. Es veritat que cada cop
estem trencant més barreres pero encara hem de seguir endavant. Al poc temps d’acabar la
carrera vaig anar a unes xerrades de portes obertes d’un centre cientific prou important on un
dels directius va dir la gran frase: “Noies correu, la carrera cientifica es una carrera contra els
vostres ovuls”. | d’aixd no fa tant, per aixo crec que es tan important tenir exemples com

vosaltres.

També agrair al Pep totes les opinions i aportacions que ha fet al meu treball i les seves
ganes de debatre amb arguments cientifics. | finalment, gracies Phill, sempre recordaré com
després d’un seminari, em vas enviar un mail amb un protocol i em vas dir que si necessitava
qualsevol cosa podia baixar a parlar amb tu. Llavors vaig veure el teu escriptori i em vaig adornar
gue eres una persona realment interessant ja que tenies penjats diferents retalls. El que més
em va cridar I'atencio és una llista de coses que ha de fer un bon cientific, la Unica frase que

recordo és: “les preguntes dificils sén les que has de resoldre primer”.

Ah, per cert, un factor important per entendre completament la historia d’aquesta tesi es
saber que ha estat vinculada a la ciutat de Barcelona i a la de Girona. No puc oblidar la

contribucié de I'Enric Verdu en el meu treball i els consells i idees compartides. També vull agrair



a 'equip de Girona la seva amabilitat i ajuda tots els cops que he pujat, m’han fet sentir com

una més.

Al principi de comencar el doctorat no crec que siguis del tot conscient, pero una de les
coses que incorpores és la capacitat de gestié administrativa i burocratica. Crec que sense la
Nuria i la Carme aquest treball d’aprenentatge burocratic no hagués estat possible. Moltes

gracies per tots els tramits que m’heu ajudat a fer.

| finalment una de les parts més importants d’aquesta historia és la forma en qué vaig
aconseguir agafar la rutina i el dia a dia al laboratori. Com no comengar aquest paragraf amb tu
Maite? Sense tu no hi hauria rutina ni dia a dia al laboratori . Gracies per la teva organitzacié i
per tenir-ho tot sempre al dia. Sempre estas alli per al que necessitem, ja sigui preparar una
dilucio, buscar un producte, ajudar-nos a organitzar coses o simplement escoltar-nos. Ha estat
un plaer compartir aquest trajecte amb tu. M’encanta arribar al laboratori i que ens posem al
dia i xerrar de xafarderies o mirar vestits per a la boda de la meva cunyada, poc a poc t’has anat

convertint en una amiga més.

M’agradaria fer una mencié als de la primera generacid, no vaig compartir molt de temps
de rutina pero guardo un gran record dels moments viscuts amb vosaltres. Pot ser degut a que
jo era la nova i vosaltres ja éreu un grup consolidat, a part ja tenieu experiéncia en alld de la
ciencia i per tant éreu un referent. Gracies Laura Rué, ja que tot i que vam coincidir poc ,el meu
treball de master el vaig heretar de tu i el primer que vaig fer quan vaig arribar al laboratori va
ser llegir-me la teva tesi. Em va semblar una cosa extraordinaria i meravellosa. Adria, gracies pel
teu sentit de I’humor i pels moment divertits que em vas fer viure al laboratori. | finalment Marta
Anglada, estic molt agraida i feli¢c d’haver pogut participar en un dels projectes que vas dissenyar
tu i que és una part molt important de la meva tesi i del meu aprenentatge com a cientifica.

T’admiro molt per la teva creativitat i criteri cientific. Moltes gracies per tot.

I com no fer mencid als altres grans referents i pilars de qualsevol predoc: els postdocs.
Allo que igual arribes a ser tu algun dia, persones que ja han passat pel que tu encara has de
passar i han sobreviscut. Durant aquests anys he tingut la sort de poder coneixer a grans
postdocs. Albert Giralt, de quan vaig comencar recordo molt el teu sentit de I’humor; a més eres
una llegenda, I’home que havia publicat no sé quants milers de papers. M’ha agradat molt que
retornessis al laboratori i poder tornar a xerrar amb tu. Vero, et vull agrair tots els feedbacks
que m’has donat als seminaris i I'interés que sempre m’has mostrat. Ana Saavedra, gracies pels

teus consells i el teu rigor cientific. Sempre que t’"ho he demanat m’has escoltat, déna molta



calma tenir-te al laboratori i saber que estas alli per a preguntar-te qualsevol cosa. Admiro molt
la teva forma tant organitzada de treballar i la calma que transmets. Merce, recordo molt la teva
arribada al laboratori i el nou aire que vas portar. Vas posar ordre a moltes coses i ens vas
ensenyar altres maneres de treballar. Moltes gracies per haver-me escoltat sempre i ajudat a
dissenyar els meus experiments de comportament. Has estat un gran suport per a mi. Gloria,
quina gran sort haver pogut coincidir amb tu i que m’hagis aconsellat. Ets una alegria de persona,
energica i divertida. Gracies a tu vam comencar el projecte Voleibol que tantes alegries ens ha
donat. Ets una joia. | finalment, el meu postdoc estrella: Gracies Gari per tot. Des del minut zero
va néixer una gran complicitat entre nosaltres i vaig decidir que seriem amics i aixi ha estat.
M’has ajudat cientificament, filosoficament, eticament, personalment, artisticament i tots els

“—ments” que facin falta!

Una altra part important del dia a dia al nostre laboratori ha estat el grup dels Gustavos.
Julia gracies per les xerrades i moments compartits. Laura, el que uneix ser de les terres de I'Ebre
no ho pot separar ningu. Desprens ganes per aprendre i treballar bé. El teu grup té molta sort
de comptar amb tu. | com no els estudiants, aquest concepte d’estudiant és bastant curids, ja
gue no t’'adones de quan passes de ser estudiant a tenir estudiants a qui ensenyar i al mateix
temps tu ets estudiant, tot una mica complicat, perod gracies a aguesta cadena tot funciona i tots
aprenem. Es un gran treball de cooperacié cientifica que enriqueix molt. Silvia Cases, Sara

Martinez, Marc, Anna Guisado, m’ha encantat poder coincidir amb vosaltres.

També recordo quan vaig descobrir el laboratori de la tercera. Evidentment va ser per
anar a parlar sobre ratolins amb I’Ana Lopez. Gracies Ana per tot el que fas per nosaltres, per

intentar arreglar tot el que necessitem i sobretot per la teva forma de ser. Transmets una calma

i una confianca increibles i admirables. | alla al costat de la teva taula: Mdnica, Andrea, Inés i
Georgina. Totes despreneu amabilitat, simpatia i bon rotllo. M’alegra molt i molt cada cop que
us veig. Monica ara fa temps que no coincidim pero em va encantar poder conéixer la teva feina
i estar a la teva tesi. Andrea ets un remoli d’energia, estas super implicada i ho dones tot pel teu
treball. Inés, recordo molt com en la tltima epoca que vam compartir al laboratori em vaig sentir
molt complice amb tu. Ets perseverant i tens una capacitat zen increible. Georgina gracies per

ser com ets, ets d’aquest tipus de persona que déna energia positiva i que fa falta a qualsevol

grup social. Em sento molt afortunada d’haver pogut compartir cigarrets i birres amb tu!

| una part paral-lela perd fonamental en la rutina del nostre laboratori: la sala blanca.

Cristina i Raquel quines grans gurus. He gaudit molt compartint cafés i birres amb vosaltres.



M’ha encantat conéixer la vostra experiéncia al laboratori. Cristina m’agrada molt la teva forca
i energia. Raquel, ha estat un plaer compartir seminaris amb tu, totes les teves aportacions han
estat molt enriquidores i sempre m’has generat una gran confianca per poder compartir amb tu
inquietuds. Gracies a les dos per tot. Gemma tot i que hem coincidit poc al laboratori, m’has fet

riure molt i m’has donat molta confianca.

| finalment, els “regletoneros”. Que dir-vos que no sabeu. Estic tant i tant contenta i
orgullosa i feli¢ del nostre grup. Ja fa molt que no solament sou companys sind que sou amics i
com hem parlat alguns cops, per les hores que hem passat junts casi familia. Hem compartit
riures, plors, birres, nits de festa, estres, filosofades, xerrades per arreglar el mén, xerrades per
criticar el mén i una infinitat de coses més. Crec que hem generat entre tots un vincle molt

especial que sempre compartirem.

Per aqui vull comencar també pels nostres postdocs. Us vaig veure fer la transicié i va ser
tant emocionant, ja éreu un referent i de cop vaig veure com us convertieu en doctors. Mar,
gracies, gracies i gracies per la teva alegria, bon rotllo, energia, optimisme i capacitat cientifica.
He apres molt i molt de tu. Gerard, també ha estat un plaer conéixer-te. Espero veure-us als dos
aviat. Carla, el meu dia a dia al laboratori sense tu no hagués estat igual, quina gran sort poder
comencar els dies amb un cafe i un cigarret amb tu. Gracies per tots els teus consells i tot el que
m’has ensenyat. M’encanta la teva manera tan pura d’entendre la cieéncia. Cherubini mi amor, i
pensar que al principi em feies por. Tot i que poc a poc vaig anar analitzant els teus moviments
i vaig veure que series una amistat de coccio lenta, d’aquestes que és van generant poc a poc
pero que un cop generades son infinites. Admiro molt la manera d’enfocar el teu treball cientific,
ets molt metodica, meticulosa i extremadament rigorosa. Xavi, tot i que vas ser un dels ultims
postdocs en arribar, has exercit molt bé el teu paper aconsellant-me i ajudant-me sempre.
Gracies per les xerrades compartides. | per ultim, el postdoc més vetera del grup, aixo et costa
alguna que altra broma i discriminacié pero ja saps que t'adorem. Andrés, he estat molt
afortunada de veure com treballes, he aprés molt de tu i penso que representes la definicid de

cientific.

Aina, tinc tantes ganes de veure’t, em generes un estat de bon humor constant. Vas ser
la meva estudiant, perd vaig aprendre tant de tu. Tens molta autonomia, iniciativa i curiositat
per tot. Crec que aquestes tres caracteristiques sén indispensables per a poder ser cientific. Sé
que t’anira molt bé. Laura Lépez, em va alegrar molt que et quedessis al laboratori. Crec que
tens la capacitat de ser assertiva i aixd ho pot dir poca gent. A part sempre tens un somriure i

transmets molta alegria.



| ara us toca a vosaltres, a la meva generacié de predocs. Rafa, contigo empezé todo!
Recordo perfectament el dia que ens van presentar i que vaig pensar: “si he de treballar amb ell
em quedo aqui segur”. M’has ensenyat a ser millor cientifica i millor persona. Les teves ganes
d’aprendre coses noves i posar-les en practica sdn admirables. Sempre tens una resposta per a
tot i el que és més sorprenent, sempre tens un moment per ajudar. Durant el master em vaig
convertir en la teva ombra i va ser una experiencia genial. A part, per acabar d’arrodonir-ho tot

sempre tens bon humor i ens fas riure a tots. Gracies.

Anemmie, mi compafiera de drama, he empatizado tanto contigo. Nos hemos
sincronizado tanto, nos hemos escuchado tanto. Tienes una gran capacidad de trabajo y analisis.
Me encanta tu proyecto de Marfan. Y en estos momentos que escribo esto, no hace ni una

semana que eres doctora, estoy muy orgullosa de ti.

Gerardo, tU y yo nos unimos gracias a los cultivos primarios, al principio simplemente
haciamos immunos juntos y de repente ya estabas comiendo paella con mi familia en la Rapita.
Ya eres uno mas del terreno. Por cierto, me debes una visita al delta. Ya sabes que has sido una
parte muy importante para el desarrollo de esta tesis y sin tus analisis esto no hubiera sido
posible. Podria decirte gracias por mil cosas y que te admiro por mil mas pero sobretodo quiero

agradecer tu generosidad.

Marta, tu també has anat entrant molt a poc a poc a la meva vida, tant a poc a poc que
sense adornar-me’n t’has fet indispensable. Crec que vaig confirmar que aquella noia havia de
formar part de la meva vida en el moment en que et vaig comentar que no havia provat mai
aquella “massa rosa que venen a les fires” i uns dies després vas arribar al laboratori amb un
gran pot d’allo. M’encanta la teva forma de treballar, com una formigueta, sense parar mai.

Gracies per escoltar-me i ajudar-me sempre. M’encanta picar-me amb tu.

Jordi, juntament amb el Rafa vas ser dels primers que va passar a ser amic meu
directament. De fet, no feia ni un any que ens coneixiem i ja vam anar els tres de vacances a
Menorca. Avui per escriure aixo he estat remenant i he trobat un diari que vaig fer del viatge.
D’aqui uns anys us I'ensenyaré. Ja saps que la nostra relacio es basa en empipar-nos matuament
i en veure qui posa més nervios a I’altre. Pero per un cop em toca dir-te coses bones (encara que
de quant en quant també ho faig). Ja saps que admiro la teva capacitat de treball i analisi cientific
pero crec que el que més m’agrada és la teva passid i la teva implicacid cientifica. Quan expliques

alguna cosa que de veritat t'apassiona se’t nota i fas complice a I'altre, a mi m’aconsegueixes



emocionar. Intenta no perdre aquesta il-lusid, crec que la gent aixi es molt necessaria. M’has

ajudat molt i ho saps. Gracies per tot.

| ara es el torn de les lab girls: Nuria, Elena i Sara. Ndria i Elena, tot i que vam entrar al
mateix moment ens va costar coneixer-nos. Vosaltres éreu un duet perfecte i de seguida vau
marxar al Cellex. Pero al final ens vam unir i va ser genial. Recordo al principi fer alguna reunié
per llegir articles i anar aprenent a agafar capacitat critica cientifica. Hem anat creixent
cientificament les tres juntes, i aixd ha estat un plaer. Nuria, em transmets pau i calma i adoro
la teva manera de ser, de dir les coses, d’actuar. Penso que ets una persona molt reflexiva i

coherent . M’has ajudat en tot el que t’he demanat i més. Mil gracies.

Elena, vam fer el master juntes i no ens vam fer ni cas, i al final t’has convertit en una peca
fonamental de la meva vida. Hem xerrat i xerrat sense parar. Sense els teus consells i el teu
suport no hagués arribat fins aqui. Estic molt orgullosa de la cientifica en la que t’has convertit,

m’encanta el teu criteri. Ets perseverant i forta. Sé que arribaras on vulguis.

| Sara, mi “Sarabella”. Vas arribar al laboratori per fer el master amb nosaltres al poc
temps de que comencés el meu projecte doctoral. En principi havies de ser la meva estudiant
pero de seguida ens vam convertir en complices i tot ho vam aprendre juntes. Ens vam convertir
en el tandem perfecte. | aix0 sempre sera aixi. Sé que et puc trucar quan sigui per al que sigui i
m’escoltaras, m’entendras i m’ajudaras. Hem rigut, xerrat, plorat i compartit molt. Gracies i
gracies. Ets forta i valenta. Tens un projecte complicat i innovador i estas posant totes les
energies que tens i més per a que tiri endavant. Confio plenament en tu i sé que aconseguiras

allo que et proposis.

| per acabar, com no agrair a la meva familia. No heu format part directa de I'elaboracié
de la tesi pero sense vosaltres mai hagués arribat fins aqui ja que simplement no seria qui soc.
Mama i Papa, gracies pel vostre amor i suport incondicional. M’ho heu donat sempre tot sense
reserves ni limits. Mai us podré agrair suficient tots els valors i I'amor que m’heu donat. Gracies
per creure sempre amb mi. laia Fina, crec que ets la dona feminista amb més anys que conec,
ets forta, valenta i no tens por a res. M’has transmes determinacié i fermesa. laia Mariana, tu
també m’ho has donat tot, tens una capacitat infinita d’estimar i em sento la persona més
afortunada del mén per poder rebre aquest amor. Padrina, Juancar, Emma i Mar séc molt
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Resum

La malaltia de Huntington (MH) és un trastorn neurodegeneratiu caracteritzat per la
preséncia de simptomes motors, cognitius i psiquiatrics. El motiu causal de la MH és I'expansié
del triplet CAG en I'exd 1 del gen IT15 que codifica per a la proteina huntingtina (htt). Aquesta
mutacio va ser identificada I’any 1993 i es va observar que I'expansio del triple CAG causava un
allargament en el tram de poliglutamines (poliQ) a I'extrem N-terminal de la proteina htt. En
individus no afectats per la MH el nombre de repeticions CAG varia entre 6 i 35, i quan la llargaria
de les repeticions CAG és major de 40 els pacients desenvoluparan la malaltia. S’ha descrit
I’existéncia de correlacié inversa entre el nombre de repeticions CAG i I'edat d’inici de la
malaltia. Per tant, I'aparicié dels simptomes en aquesta malaltia és variable, encara que I'edat
mitjana de les primeres manifestacions simptomatiques és als 40 anys. A causa de la inexisténcia
de tractaments curatius o que retardin I'aparicié de la malaltia, el seu curs és progressiu i letal i

els pacients moren entre 15 i 20 anys després de les primeres manifestacions.

Un dels trets particulars i distintius de la MH és la degeneraci6 selectiva de les neurones
GABAeérgiques de projeccié del nucli estriat (MSN), que és la regio que presenta més atrofia. No
obstant, també s’ha descrit neurodegeneracid en altres arees cerebrals, com 'escorga cerebral
i I'hipocamp. Més recentment, s’ha observat la presencia de disfuncié neuronal i sinaptica, que
apareix abans que la mort neuronal, i que contribueix a I'aparicié dels simptomes. En concret,
els trastorns cognitius i emocionals estan associats a la funcio cortico-estriatal i hipocampal i es
manifesten en etapes inicials de la malaltia, fins i tot préviament a I'aparicié dels déficits motors

relacionats amb la funcid cortico-estriatal.

La presencia de la htt mutada (httm) causa I'activacié de processos cel-lulars patologics
causant primer la disfuncid, i després la mort neuronal. Aquests processos inclouen I'agregacié
proteica, la desregulacio transcripcional, la disfuncié trofica, I'alteracié en ’lhomeostasi del calci,
I'alteracio de I'activitat de les caspases, la desregulacié de I'activitat dels receptors cel-lulars,
I'alteracio de la senyalitzacid cel-lular i la disrupcid del transport axonal entre altres. Tot i aix0,
actualment encara no es coneixen completament tots els mecanismes alterats en aquesta
malaltia. Es necessari continuar estudiant per entendre millor les alteracions cel-lulars presents
en la malaltia per a poder proposar noves dianes terapeutiques que permetin desenvolupar
compostos o estrategies terapeutiques eficaces. En aquesta tesi hem estudiat la implicacio de

diferents proteines i vies cel-lulars en la fisiopatologia de la MH, sobretot relacionades amb els

Pagina 1



mecanismes de la desregulacié transcripcional i disfuncio trofica, per a definir nous candidats

terapeutics que retardin o disminueixin la disfuncié neuronal des de les etapes inicials de la MH.

Primerament hem estudiat la contribucid de I’activacié del receptor 2 de la prostaglandina
E, (EP2) en la disfuncié hipocampal en la MH. L’activacié d’aquest receptor s’ha associat amb
processos de plasticitat sinaptica i formacié de memoria com també amb I'estimulacio de la via
AMPc/PKA/CREB. En aquest treball hem aportat per primer cop evidéncies del rol beneficids de
I'activacié cronica del receptor EP2 amb Misoprostol, agonista d’aquest receptor, en el context
de la MH. Els nostres resultats mostren que el tractament amb Misoprostol reverteix els deficits
cognitius millorant la memoria a llarg termini en els ratolins R6/1. Associat amb aquestes
millores cognitives, el tractament amb Misoprostol produeix la recuperacié dels nivells proteics
del factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF), de la proteina de la densitat sinaptica 95
(PSD95) i del transportador vesicular de glutamat tipus 1 (VGIuT1) en I’hipocamp dels ratolins
R6/1. Aquest efecte també s’observa en cultius primaris hipocampals provinents d’embrions
wild type (WT) i R6/1, on el Misoprostol augmenta el creixement neuritic d’'una manera
dependent del BDNF. A més, I'administracié de Misoprostol en els animals R6/1 redueix el
nombre d’inclusions intranuclears (IIN) de httm, marca histopatologica de la MH, en el gir dentat
(GD). Per tant, el nostre treball mostra que I’estimulacio del receptor EP2 pot recuperar la funcié
cognitiva en els ratolins R6/1, promovent I'efecte trofic mediat pel BDNF que estimula la sintesi

de proteines sinaptiques en I'hipocamp i disminuint les IIN en el GD.

En segon lloc, hem analitzat la cinasa regulada per senyals extracel-lulars 5 (ERK5) i la seva
via de senyalitzacié com a possible mecanisme patologic en la MH. ERK5 és una de les uUltimes
cinases identificades dins de la familia de les MAPK. Recentment, diversos estudis han assenyalat
la importancia d’aquesta cinasa en la induccid de supervivencia i proteccid neuronal en resposta
a estimuls neurotrofics i d’estres cel-lular. En aquesta tesi hem mostrat I'alteracid estriatal
selectiva d’ERK5 en diferents models murins de la MH i també en mostres post mortem de
putamen provinent de pacients afectats de la MH. L’alteracié d’aquesta via és deguda a la
desregulacio transcripcional ja que en I'estriat dels ratolins R6/1 s’observa una disminucié en
I'expressié de I’ARN missatger (ARNm) d’ERKS5. Per altra banda, I'activacié d’aquesta via mostra
un patrdé dual presentant una disminucid dels nivells de fosforilacié en etapes inicials de la
malaltia i un augment en etapes finals. Aquest patrd dual correlaciona amb els nivells de
fosforilacié de MEKS5, que és la Unica cinasa que regula a ERKS. Per tant, els nostres resultats
indicarien I'activacié de mecanismes cel-lulars compensatoris per tal d’activar la via. No obstant,

aquest augment no sembla suficient per activar la via. L’analisi dels nivells de pMEF2c, un dels
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substrats més ben caracteritzats de la via, indica que els nivells de pME2c estan disminuits des
d’etapes inicials fins a estadis finals de la malaltia en I'estriat dels ratolins R6/1. A més, hem
observat que la sobreexpressié d’ERK5 en un model cel-lular de la MH produeix un augment en
els nivells proteics del BDNF, suggerint que I'activacié d’aquesta via en el context de la MH

permetria promoure un efecte trofic en I'estriat.

Finalment, hem investigat la desregulacid transcripcional hipocampal en la MH,
examinant la familia de factors de transcripcié myocite enhancer factor 2 (MEF2). MEF2 controla
un gran nombre de gens relacionats amb funcions de supervivéncia, de plasticitat sinaptica i de
formacié de memoria. A més, I'alteracid en la transcripcié dependent de MEF2 s’ha relacionat
amb diferents malalties neurodegeneratives i neurologiques i en alteracions en processos
cognitius hipocampals. En aquesta tesi hem mostrat per primera vegada la desregulacié de
MEF2 en la MH. Els nostres resultats mostren una disminucié dels nivells proteics de MEF2 en
I’hipocamp de dos models murins de la MH des de fases inicials, quan s’inicien els déficits
cognitius en aquests ratolins, fins etapes finals de la MH. Hem demostrat que l'alteracié en els
nivells de MEF2 no és deguda a mecanismes transcripcionals ni a la interaccié de MEF2 amb les
IIN de httm. En canvi, els nostres experiments suggereixen que la reduccid en els nivells proteics
hipocampals de MEF2 pot ser deguda a un augment del clivatge d’aquest per caspases. També
hem observat que I'activacié de MEF2 amb el compost BML-210 produeix millores en la
memoria a llarg termini en els ratolins R6/1 associades amb la recuperacié de les proteines Arc
i Sinaptofisina. Aquests resultats confirmen la contribucié de la desregulacié de MEF2 en la

neuropatologia i la disfuncié hipocampal en la MH.

En conjunt, en aquesta tesi hem descrit alteracions en tres mecanismes moleculars que
poden incidir en la patologia de la MH en diferents nivells cel-lulars com sén els receptors, la
senyalitzacid i la transcripcid genica. En el cas d’ERK5 hem demostrat que I'alteracidé d’aquesta
via de senyalitzacid pot estar afavorint la vulnerabilitat estriatal causant déficits cognitius i
motors. Per altra banda, hem distingit que tant I'estimulacié de I'activacié d’EP2 com de MEF2
produeixen millores en la funcié hipocampal i reverteixen els deéficits cognitius caracteristics de
la MH. Per aquests motius, proposem aquests tres mecanismes com a noves dianes

terapeutiques per incidir-hi farmacologicament i poder retardar o impedir I'aveng de la MH.
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Resumen

La enfermedad de Huntington (EH) es un trastorno neurodegenerativo causado por la
presencia de sintomas motores, cognitivos i psiquidtricos. El motivo causal de la EH es la
expansion del triplete CAG en el exdn 1 del gen IT15 que codifica para la proteina huntingtina
(htt). Esta mutacion fue identificada el afio 1993 y se observd que la expansion del triplete CAG
causaba un alargamiento en el tramo de poliglutaminas (poliQ) en el extremo N-terminal de la
proteina htt. En individuos no afectados por la EH el nimero de repeticiones CAG varia entre 6
y 35, y cuando el numero de repeticiones CAG es superior a 40 los pacientes desarrollaran la
enfermedad. Se ha descrito la existencia de correlacion inversa entre el nUmero de repeticiones
CAG i el inicio de la enfermedad. Por lo tanto, la edad de apariciéon de los sintomas en esta
enfermedad es variable. Debido a la inexistencia de tratamientos curativos o que retarden la
aparicion de los sintomas, su curso es progresivo y letal y los pacientes mueren entre 15y 20

anos después de la manifestacién de los primeros sintomas.

Una de las caracteristicas particulares y distintivas de la EH es la degeneracion selectiva
de las neuronas Gabaérgicas de proteccidn del nucleo estriado (MSN), que es la regién donde
se observa mas atrofia. Sin embargo, también se ha descrito neurodegeneracién en otras areas
cerebrales, como la corteza cerebral y el hipocampo. Mas recientemente, se ha observado la
presencia de disfuncién neuronal y sindptica, que aparece antes que la muerte neuronal,
contribuyendo a la aparicién de los sintomas. En concreto, los trastornos cognitivos y
emocionales que estan asociados a la funcién cortico-estriatal y hipocampal se manifiestan en
etapas iniciales de la enfermedad, incluso previamente a la aparicidon de los déficits motores

relacionados con la funcidn cortico-estriatal.

La presencia de la htt mutada (httm) causa la activacion de procesos celulares patolégicos
causando primero la disfuncién, y después la muerte neuronal. Estos procesos incluyen la
agregacion proteica, la desregulacion transcripcional, la disfuncidn tréfica, la alteracidon en la
homeostasis del calcio, la excitotoxicidad, la alteracidn de la actividad caspasa, la desregulacién
de la actividad de los receptores, la alteracion de la sefalizacién celular, la disrupcién del
transporte axonal y la disfuncion mitocondrial entre otras. Actualmente aun no se conocen
completamente todos los mecanismos alterados en esta enfermedad. Es necesario continuar
estudiando para entender mejor las alteraciones celulares presentes en la enfermedad para
poder proponer nuevas dianas terapéuticas que permitan desarrollar compuestos o estrategias

terapéuticas eficaces. En esta tesis hemos estudiado la implicacidn de diferentes proteinasy vias
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celulares en la fisiopatologia de la EH, sobretodo relacionadas con los mecanismos de
desregulacién transcripcional y disfuncién trdéfica, para definir nuevos candidatos terapéuticos

gue retarden o disminuyan la disfuncién neuronal desde etapas iniciales de la EH.

En primer lugar, hemos estudiado la contribucién de la activacion del receptor 2 de la
prostaglandina E; (EP2) en la disfuncidn hipocampal en la EH. La activacidn de este receptor se
ha asociado con procesos de plasticidad sindptica y formacién de memoria como también con
la estimulacion de la via AMPc/PKA/CREB. En este trabajo hemos aportado por primera vez
evidencias del papel beneficioso de la activacidn crénica del receptor EP2 con Misoprostol,
agonista de este receptor, en el contexto de la EH. Nuestros resultados muestran que el
tratamiento con Misoprostol revierte los déficits cognitivos mejorando la memoria a largo plazo
en los ratones R6/1. Asociado a estas mejoras cognitivas, el tratamiento con Misoprostol
produce la recuperacién de los niveles proteicos del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), de la proteina de la densidad sindptica 95 (PSD95) y del transportador vesicular de
glutamato tipo 1 (VGlutl) en el hipocampo de ratones R6/1. Este efecto también se observa en
cultivos hipocampales primarios de embriones wild type (WT) y R6/1, donde el Misoprostol
aumenta el crecimiento neuritico de manera dependiente del BDNF. Ademas, la administracion
de Misoprostol en los animales R6/1 reduce el nimero de inclusiones intranucleares (lIN) de
httm, marca histopatoldgica de la EH, en el giro dentado (GD). Por lo tanto, nuestro trabajo
muestra que la estimulacion del receptor EP2 puede recuperar la funcidn cognitiva en los
ratones R6/1, promoviendo el efecto tréfico mediado por el BDNF que estimula la sintesis de

proteinas sinapticas en el hipocampo y disminuyendo las IIN en el GD.

En segundo lugar, hemos analizado la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK5)
y su via de sefializacién como posible mecanismo patoldgico en la EH. ERK5 es una de las ultimas
quinasas identificadas dentro de la familia de las MAPK. Recientemente, diferentes estudios han
sefialado la importancia de esta quinasa en la induccidn de supervivencia y proteccién neuronal
en respuesta a estimulos neurotréficos y de estrés celular. En esta tesis hemos mostrado la
alteracion estriatal selectiva de ERK5 en diferentes modelos de ratén de la EH y también en
muestras post mortem de putamen de pacientes de la EH. La alteracién de esta via es debida a
la desregulacion transcripcional ya que en el estriado de los ratones R6/1 se observa una
disminucién en la expresion del mensajero de ERK5. Por otro lado, la activacion de esta via
muestra un patrén dual presentando una disminucion de los niveles de fosforilacion en etapas
iniciales de la enfermedad y un aumento en etapas finales. Este patrén dual correlaciona con los

niveles de fosforilacion de MEKS5, que es la Unica quinasa que regula ERK5. Por lo tanto, nuestros
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resultados indicarian la activacién de mecanismos celulares compensatorios para activar la via.
No obstante, este aumento no parece ser suficiente para activarla. El andlisis de los niveles de
PMEF2c, uno de los sustratos mds bien caracterizados de la via, indica que los niveles de pMEF2c
estdn disminuidos des de etapas iniciales hasta etapas finales de la enfermedad en el estriado
de los ratones R6/1. Adicionalmente, hemos observado que la sobreexpresion de ERK5 en un
modelo celular de la EH produce un aumento en los niveles proteicos del BDNF, sugiriendo que
la activacion de esta via en el contexto de la EH permitiria promover un efecto tréfico en el

estriado.

Finalmente, hemos investigado la desregulacidn transcripcional hipocampal en la EH,
examinando la familia de factores de transcripcion myocite enhancer factor 2 (MEF2). MEF2
controla un gran nimero de genes relacionados con funciones de supervivencia, de plasticidad
sindptica i de formacidon de memoria. Ademas, alteraciones en la transcripcién dependientes de
MEF2 se han relacionado con diferentes enfermedades neurodegenerativas y neurolégicas y
con alteraciones en procesos cognitivos hipocampales. En esta tesis, hemos observado por
primera vez la desregulacidn de MEF2 en la EH. Nuestros resultados muestran una disminucién
de los niveles proteicos de MEF2 en el hipocampo de dos modelos de ratén de la EH desde fases
iniciales, cuando se inician los déficits cognitivos en estos ratones, hasta etapas finales de la EH.
Hemos demostrado que la alteracién en los niveles de MEF2 no es debida a mecanismos
transcripcionales ni a la interaccidn de la MEF2 con las IIN de la httm. En cambio, nuestros
experimentos sugieren que la reduccién en los niveles proteicos hipocampales de MEF2 puede
ser debida a un aumento del clivaje de este por caspasas. También hemos observado que la
activacion de MEF2 con el compuesto BML-210 produce mejoras en la memoria a largo plazo en
los ratones R6/1 asociadas con la recuperacion de las proteinas Arc i Sinaptodisina. Estos
resultados confirman la contribucion de la desregulacion de MEF2 en la neuropatologia vy la

disfuncidn hipocampal en la EH.

En conjunto, en esta tesis hemos descrito alteraciones en tres mecanismos moleculares
que pueden incidir en la patologia de la EH en diferentes niveles celulares como son los
receptores, la sefializacién y la transcripcion génica. En el caso de ERK5 hemos mostrado que
alteraciones de esta via de sefalizacidon pueden estar favoreciendo la vulnerabilidad estriatal
causando déficits cognitivos y motores. Por otro lado, hemos observado que tanto la
estimulacién de la activaciéon del receptor EP2 como de MEF2 producen mejoras en la funciéon

hipocampal y revierten los déficits cognitivos caracteristicos de la MH. Por estos motivos,
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proponemos estos tres mecanismos como nuevas dianas terapéuticas para incidir

farmacolégicamente y poder retardar o impedir la progresion de la EH.
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Abstract

Huntington disease (HD), is a neurodegenerative disorder characterized by motor,
cognitive and psychiatric dysfunction. The disease is caused by an expanded CAG trinucleotide
repetitions at the exon 1 of the IT15 gen, which encodes for the huntingtin protein (htt). In 1993,
this mutation was discovered and it was observed that the expansion of the CAG trinucleotide
led to lengthening of the polyglutamin (polyQ) chain in the N-terminal sequence of the htt. In
normal individuals, the number of GAG repetitions length ranges from 6 to 35, whereas HD
patients showed 40 or more CAG repetitions. Several studies showed that the onset of the
symptoms inversely correlated with the lengthening of the mutation. Therefore, the initial
symptoms vary from person to person but on average the first symptoms appear after the age
of 40. Because of the absence of available treatment for delaying or preventing the progression
of the disease, the course of the disease is progressive and lethal and the patient usually dies

within 15-20 years after the first disease manifestations.

One of the main and differential features of HD is the Medium spiny neurons (MSNs)
selective degeneration in the striatum, which is the most atrophic region. However, many other
regions including the hippocampus and cerebral cortex are also affected. Recently, several
studies have shown that the symptomatology and the disease progression involve neuronal
dysfunction, which precedes the neuronal loss. Specifically, cognitive and behavioral symptoms
related with the hippocampal and cortico-striatal function are evident prior to the time at which

motor symptoms related to cortico-striatal function appear.

It has been determined that the presence of mutant huntingtin (mhtt) activate distinct
pathological cellular mechanisms that generate neuronal dysfunction and lead to neuronal
death. These cellular mechanisms involve protein aggregation, transcriptional dysregulation,
neurotrophic dysfunction, calcium signaling, caspase activity alteration, dysregulation of cellular
receptor activity, cellular signaling alteration and axonal transport disruption, among others.
Even though, currently all the molecular mechanisms altered by the presence of mhtt are not
completely known. For these reason, understanding the mechanisms involved in neuronal
dysfunction may be crucial to find new therapeutic targets in order to develop effective
therapeutic strategies and compounds. In this thesis we studied the implication of different
proteins and cellular pathways, mainly related with transcriptional and neurotrophic
dysregulation, in the physiopathology of HD to define new therapeutic candidates to stop or

delay the disease progression from the onset of HD.
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Firstly, we studied the involvement of the prostaglandin E, receptor 2 (EP2) in the
hippocampal dysfunction in HD. Different studies associated EP2 receptor activation with
synaptic plasticity and memory formation processes and also with the AMPc/PKA/CREB pathway
stimulation. In this thesis we have provided the first evidence of the beneficial role of EP2
receptor chronic activation with Misoprostol, an agonist of this receptor, in the context of HD.
Our results show that Misoprostol treatment revert cognitive dysfunction, improving long-term
memory, in R6/1. Together with this cognitive improvement, Misoprostol treatment lead to the
recovery of brain derived neurotrophic factor (BDNF), postsynaptic density protein 95 (PSD95)
and vesicular glutamate transporter 1 (VGIuT1) in the hippocampus of R6/1 mice. This positive
effect of BDNF regulation has been also observed in wild type (WT) and R6/1 hippocampal
primary cultures, where Misoprostol increases neurite growth in a BDNF dependent manner.
It's worth mentioning that Misoprostol administration decreases an important
neuropathological feature of HD, the mhtt intranuclear inclusions (lIN) in the Dentate Gyrus
(DG). Thus, our results show that EP2 receptor stimulation reduce R6/1 mice cognitive deficits
by improving BDNF and synaptic proteins in the hippocampus and also decreasing the number

of IIN in the DG.

Secondly, we have analyzed the extracellular regulated kinase 5 (ERK5) and its pathway
as a possible pathological mechanism in HD. ERK5 is one of the latest identified members of the
MAPK family. Recently, diverse studies have shown the important role of ERK5 in neuronal
protection and survival in response of neurotrophic factors and cellular stress. In this thesis we
have observed an ERK5 selective striatal alteration in different HD mice models and in post
mortem putamen HD human samples. In R6/1 mice ERK5 mRNA levels were decreased,
indicating that ERK5 was diminished by transcripcional dysregulation. On the other hand, ERK5
pathway activation show a dual pattern with a decrease of ERK5 phosphorylation levels in the
beginning of the disease and an increase in the final stages. This dual pattern correlate with
MEKS phosphorylation levels, which is the only kinase that regulate ERK5. Therefore, our results
indicate that compensatory mechanisms may be activated to regulate ERK5 pathway.
Nevertheless, MEK5/ERKS activity increase is not enough to activate the pathway. pMEF2 levels,
a well-known ERKS substrate, are decreased from early to late disease stages in the striatum of
R6/1 mice. Moreover, we observe that ERK5 overexpression produce an increase in BDNF levels
in a striatal cellular model. This result suggests that activation of ERK5 pathway in HD context

promotes a neurotrophic effect in the striatum.
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Finally, we have investigated hippocampal transcriptional dysregulation analyzing the
transcription factor myocyte enhancer factor 2 (MEF2). MEF2 controls an important number of
genes involved in survival functions, synaptic plasticity and memory formation. In addition,
alterations in MEF2 dependent transcription have been reported with different
neurodegenerative and cognitive diseases and with alterations in hippocampal cognitive
processes. In this thesis, we have demonstrated for the first time that MEF2 is dysregulated in
HD. Our results show a decrease on MEF2 hippocampal protein levels in two different mice HD
models from the onset of cognitive dysfunction and is maintained during the progression of the
disease. We have corroborated that MEF2 alteration is not due to transcriptional mechanisms.
We also have demonstrated that MEF2 levels reduction is not caused by an interaction between
MEF2 and mhtt IIN. Lastly, we have observed, that MEF2 activation with BML-210 lead to long-
term memory improvements and Arc and Synaptophisin protein levels recovery. These results
confirm the contribution of MEF2 dysregulation in the HD neuropathology and hippocampal

dysfunction.

Altogether, in this thesis we have described alterations in three molecular mechanisms
that are implicated in HD pathology at different cellular levels, such as cellular receptors and
signaling and gene transcription. In the ERKS study we have proved that the alteration of this
pathway could contribute to striatal vulnerability, generating motor and cognitive deficits. On
the other hand, we have observed that EP2 and MEF2 stimulation improve hippocampal
function and revert the cognitive deficits of HD. For all these reasons, we propose these three

mechanisms as a new therapeutic pharmacological targets to prevent and delay HD progression.
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. Introduccio

Cada mati, en llevar-me, li deia “Bon dia! Qué, com has passat la nit?”.
Al vespre, li desitjava descans reparador i somnis bells. Al migdia li
recomanava que fes el cor fort, perqué al capdavall la vida es curta i I'eternitat

insondable.

Pere Calders






I. Introduccio

1. Bases cliniques de la malaltia de Huntington

La malaltia de Huntington (MH) és un trastorn neurodegeneratiu, autosomic dominant
gue presenta una triada de simptomes motors, cognitius i psiquiatrics. Tot i aix0, el tret més
caracteristic d’aquesta malaltia sén els moviments involuntaris. Aquests moviments son
irregulars, breus, abruptes i no estereotipats, similars a una dansa. Per aquest motiu, aquesta
malaltia era coneguda popularment com el ball de Sant Vito. Posteriorment, George Huntington
va descriure medicament aquest trastorn i el va anomenar corea de Huntington. El terme corea
deriva del terme grec khoreia, que significa dansa coral i que en medicina fa referéncia a un
trastorn del moviment. Finalment aquesta malaltia es va anomenar MH per donar-li rellevancia
al caracter polifacetic d’aquesta, que presenta una combinacié de simptomes motors i no

motors (1-3).

1.1. Epidemiologia de la MH

La MH és considerada una malaltia rara o minoritaria ja que la seva prevalenca és molt
baixa. Durant molts anys s’ha considerat que la prevalenca de la MH era d’entre 5-7 casos per
cada 100.000 habitants en poblacions caucasiques (4). En estudis més recents, pero, s’ha descrit
que la MH pot afectar 12,3 persones per 100.000 habitants en el Regne Unit (5,6). En un
metaanalisi publicat el desembre del 2015 (7) s’apunta que la prevalenca mitjana actual de la
MH en poblacions caucasiques és de 9,71 casos per 100.000 habitants. En aquest estudi també
s’indica que les taxes de prevalenga de la MH han augmentat al voltant d’un 15-20% cada década

a Australia, Estats Units, el Regne Unit i altres regions d’Europa Occidental (7).

Aquest augment en la prevalenca de la MH pot ser degut a diferents causes (7,8), tot i que
diferents autors coincideixen a atribuir aquest augment a una subestimacié de la prevalenca
d’aquesta malaltia a dos motius principals. El primer és un millor coneixement de la MH per part
dels professionals médics, juntament amb I'existencia del test genetic que permet determinar
la malaltia. Aixd ha permes una millora en el diagnostic, sobretot en pacients d’edat avancada i
en pacients sense una historia familiar coneguda per a la MH (9). En segon lloc, una altra causa
que ha portat a la subestimacié de la prevalenca de la MH és el fet que molts cops els pacients
han amagat aquest trastorn per causes psiquiatriques greus, preocupacions relacionades amb
la descendéncia -que ha pogut heretar la malaltia- i I'alta estigmatitzacié historica d’aquesta (8).
Durant I'emergencia de les teories mediques eugenesiques es va relacionar la MH amb families

acusades de bruixeria i es va promocionar I'estereotip negatiu de la MH entre els professionals
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I. Introduccio

meédics (10). L’any 1916, és va publicar un article medic on es reclamava vigilancia, restriccions
immigratories i esterilitzacié obligatoria per a les families afectades amb la MH (11).
Probablement, en els ultims anys ha disminuit aquesta “vergonya” associada a la MH i els
metges sén menys reticents a diagnosticar-la (5,7). Per altra banda, la disponibilitat de
tractaments simptomatics més efectius (per exemple I'Gs d’antidepressius, antipsicotics, i
medicacié anticoreiforme) ha fet augmentar la supervivencia dels pacients de la MH

augmentant la prevalencga de la malaltia (7).

La MH és present en diferents paisos i grups etnics a diferents regions del mén. Tot i aixo,
la seva prevalen¢a mundial varia ampliament entre els diferents indrets del mén. En els paisos
asiatics la prevalenca de la MH és molt baixa, 0,42 casos per 100.000 habitants. Una altre pais
amb una molt baixa prevalenca de la MH és Finlandia, amb una prevalenca de 0,53 casos per
100.000 habitants. Per altra banda, hi ha comunitats petites amb una prevalenca de la MH
realment alta. Per exemple, una comunitat reconeguda per I’alta prevalenca de la MH es troba
a Venecuela, en una regid localitzada prop del llac Maracaibo on la prevalenca de la MH és de
700 per 100.000 persones (7). Per aguest motiu, en aquesta comunitat es va realitzar I'estudi de
lligament genétic que va permetre el descobriment del gen causal de la MH I'any 1993 (12).
Aquestes variacions geografiques en la prevalenca d’aquest trastorn genétic poden ser
explicades, al menys en part, per I'existéncia de diferents haplotips genétics en les diferents

poblacions (8).

Actualment, s’estan fent estudis per a determinar amb exactitud la prevalenca real de la
MH i els motius concrets del seu augment. Com que els pacients de la MH presenten una
discapacitat important, coneixer amb precisi6 la prevalenga real d’aquesta malaltia és important

per a la correcta planificacio dels serveis de salut publica.

1.2. Genetica dela MH

L’any 1983 va ser descrit el locus responsable de la MH al cromosoma 4p16.3 (13). Més
tard, I'any 1993 el Huntington disease Collaborative Research Group (HDCRG) va identificar la

mutacio causal de la MH (12).

Aquesta mutacié va ser identificada al gen Interesting Transcript 15 (IT15), que codifica
per a la proteina huntingtina (htt). Aquest gen consta de 67 exons i té una llargaria de 200
kilobases. En la seqliencia N-terminal del gen de la Huntingtina (HTT), més concretament a I'exé

1 d’aquest gen, hi ha una regié repetitiva d’acid desoxiribonucleic (ADN). Aquesta regié de
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repeticions consisteix en la repeticid dels nucleotids citosina (C) adenina (A) i guanina (G) i es
coneix com a tram de repeticions CAG. La mutacié causal de la MH és deguda a una expansio
del nombre de repeticions CAG d’aquest gen (12). En individus no afectats per la MH, el nombre
de repeticions CAG varia entre 6 i 35. Per sota de 35 repeticions, no hi ha manifestacié de la MH

(figura 1) (14,15).

HTT sense mutacio htt sense mutacio
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Figura 1. Genética de la MH

El gen de la huntingtina (HTT) que codifica per a la htt esta localitzat al cromosoma 4. Aquest gen conté
repeticions del trinucleotid CAG que codifiquen per al tram poliQ present en la htt. Els individus que
presenten menys de 35 repeticions CAG no manifesten la MH. En canvi, individus amb més de 40
repeticions presenten una expansio excessiva del tram de poliglutamines (poliQ) que donara lloc a la htt
mutada (httm) i a la manifestacié de la MH. Figura adaptada de EHDN, 2016. Disponible: www.ehdn.org
(16).

La MH és una malaltia amb un patré d’heréncia autosomica dominant, és a dir, que la
descendéncia d’un pacient amb la MH té una probabilitat d’'un 50% de desenvolupar-la també.
Tot i aix0, la MH mostra un patré de penetrancia associat al nombre de repeticions CAG.
Individus que presenten una llargaria de repeticions CAG entre 27-35 sén considerats com
asimptomatics, tot i que presenten anomalies (17). Els pacients que tenen un rang de repeticions
d’entre 36 i 39 repeticions CAG presenten una penetrancia incompleta de la malaltia, i per tant
poden o no manifestar-la (14,18). Quan la llargaria de les repeticions CAG és major de 40, hi ha

penetrancia completa i els pacients desenvoluparan la MH.
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Per altra banda, diferents models estadistics han mostrat que hi ha una alta correlacié
inversa entre el nombre de repeticions CAG i I'edat d’inici de la malaltia (19,20). L’inici de la
malaltia es defineix per la manifestacid clara de simptomes motors i neurologics. L'edat mitjana
d’inici és als 40 anys, tot i que en casos estranys la MH ha estat diagnosticada en nens de 2 anys

i en adults de fins a 87 anys (18).

L'edat d’inici de la malaltia també esta determinada per factors genics i ambientals
(21,22). S’ha descrit que la llargaria de les repeticions CAG explicaria entre un 50 i un 70% de la
variabilitat observada en I'edat d’inici de la malaltia (19). Per tant, no és possible predir amb
total exactitud I’edat d’inici individual de la malaltia. No obstant, la forta correlacié entre I'edat
d’inici de la simptomatologia i la llargaria de les repeticions CAG permeten fer certes
generalitzacions (figura 2). Individus amb un rang de repeticions CAG d’entre 40-49 presenten
un inici de la malaltia adult entre els 30-50 anys. Les manifestacions cliniques abans dels 20 anys
estan associades amb més de 50 repeticions CAG, i aquests casos es coneixen com a MH juvenil

(23).

Edat d'inici
de la MH | L
[ —— —
Repeticions ' 1 ¥
CAG >8('.lv >60 v‘ >50 ,‘ 40-49 36-39

Figura 2. Correlacioé entre el nombre de repeticions CAG i I'inici de la MH

En la MH la llargaria de les repeticions CAG correlaciona inversament amb I'edat d’inici de la
simptomatologia. En la figura es mostra una aproximacié de 'edat d’inici de la MH en relacié amb el
nombre de repeticions CAG. Figura adaptada de Nopoulos et al., 2016 (14).

Un altre factor a tenir en compte en la genética de la MH és que la mutacid causant de la
malaltia és una mutacid dinamica. Aixo significa que la llargaria de I'expansié CAG d’un al-lel es
pot expandir o contreure durant la transmissié génica i pot variar entre cél-lules en un mateix
individu (24). Quan les repeticions CAG és troben en el rang normal, entre 6 i 27 repeticions,
aquestes s’hereden de manera estable. Contrariament, si el nombre de repeticions CAG
excedeix les 27, les repeticions son inestables i aix0 pot comportar un allargament d’aquestes

durant la meiosis (24).

La combinacid dels factors genetics existents en la MH com sdén la naturalesa dinamica de

la mutacié i la correlacié entre la llargaria del tram CAG i I'edat d’inici de la malaltia creen el
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fenomen genetic conegut com a anticipacié genética. L’anticipacié genetica es defineix com un
fenomen genetic que provoca que una malaltia hereditaria es manifesti abans o amb més
severitat en generacions successives en una familia afectada per la malaltia. Aquest fenomen té

lloc en un 20% dels casos de la MH (25).

L’anticipacid genética en la MH té, per tant, dues conseqliencies directes. La primera és
I'aparicié de casos esporadics de la malaltia. Els individus amb un nimero d’entre 27-35
repeticions sense cap simptoma aparent, poden passar a la descendéncia al-lels de més de 35
repeticions CAG que poden desenvolupar la MH. En aquests casos la MH apareix de manera
esporadica en una familia sense una historia de la MH aparent. Diferents estudis mostren que
I'aparici6 de mutacions esporadiques representa entre un 6 i un 8% de tots els casos
diagnosticats de la MH (26). La segona conseqiiéncia és que l'allargament del nombre de
repeticions CAG correlaciona amb un inici anticipat de la malaltia i pot generar casos de la MH

juvenil (14).

1.3. Simptomes clinics de la MH

La progressido de la MH es pot dividir en dos periodes clarament diferenciats que
presenten diferents estadis (figura 3). Primerament, té lloc el periode que és conegut com a
periode premanifest, que s’inicia amb I’estadi presimptomatic. Durant aquest estadi els pacients
de la MH no presenten simptomes clinics clarament distingibles de la poblacié general. Aquest
estadi és seguit per I'estadi prodromic, que esta caracteritzat per ser la fase precursora de la
manifestacié completa de la malaltia i és quan s’inicia I'aparicié de simptomes motors, cognitius

i psiquiatrics, encara que de manera gairebé imperceptible (18).

Després del periode premanifest els pacients entren en el periode manifest de la malaltia.
Existeixen diferent escales per avaluar la progressié de la malaltia. Les dues escales més
conegudes en la MH sén I'escala de capacitats Shoulson-Fahn, que divideix el periode manifest
en cinc estadis, i I'escala de qualificacio unida de la MH UHDRS (United Huntigton’s Disease
Rating Scale) (27,28). Actualment, la UHDRS és I’escala més usada. Aquesta escala avalua usant
diferents testos i puntuacions els simptomes motors, cognitius i psiquiatrics com també la
capacitat funcional dels pacients (18,28). Des d’un punt de vista general, el periode manifest pot
ser dividit en tres estadis: inicial, moderat i tarda. En I'estadi inicial de la MH els simptomes
esdevenen aparents pero els pacients encara sén actius en la majoria de les arees, i
majoritariament encara poden treballar. En I'estadi moderat de la MH els pacients perden la

capacitat de realitzar funcions complexes com sdn conduir o treballar. Finalment en I'estadi
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tarda de la malaltia els pacients mostren una perdua total de la independéncia en tots els

aspectes de la vida (14,18,27,28).

Periode premanifest Periode manifest
Y —h
e N\
Estadi Prodromic Estadi Inicial  Estadi Moderat  Estadi Tarda
Canvis comportament | - - Preséncia total de Simptomatolegia
, : ctivitat motora. Inici primers simptomes. severa.

No simptomes clinics. @ NS simptomes g N
Simptomes gairebe Vid B ' Inicl pérdua Dependencia

imperceptibles. LD independéncia completa.

»

Progressio de la MH

Figura 3. Periodes i estadis de la MH

La MH es divideix en diferents periodes i estadis associats a la progressié de la simptomatologia. La MH
s’inicia amb el periode premanifest que es divideix en I'estadi presimptomatic i I'estadi prodromic.
Després del periode premanifest s’inicia el periode manifest que consisteix en els estadis inicial, moderat
i tarda.

El desordre motor de la MH presenta un patrdé bifasic. Inicialment, els simptomes motors
es caracteritzen per ser moviments coreics, els quals sén hipercinétics (moviments involuntaris,
excessius, curts i que poden semblar ser semivoluntaris). Amb la progressio de la malaltia, els
moviments coreics empitjoren i poden causar problemes amb I'escriptura i I'alimentacid i
contribueixen a caigudes. A mesura que la malaltia progressa, els moviments hipercinetics
disminueixen i els simptomes motors estan caracteritzats per una pérdua de la capacitat per
iniciar moviments voluntaris i per la preséncia de moviments hipocinétics, que sén moviments

rigids i lents (18).

Els simptomes cognitius apareixen anys abans que els simptomes motors i el declivi
cognitiu és gradual (29,30). Inicialment, els principals simptomes cognitius impliquen la funcié
executiva, cosa que genera problemes en I'organitzacid, la planificacio i la iniciacié d’accions,
aixi com també una disminucio en la capacitat d’atencid (18,29,31). A més, el déficit cognitiu en
la MH també inclou deteriorament visuoespacial i de memoria que estan associats amb
problemes en I'aprenentatge i en la recuperacié de nova informacié (32). El llenguatge i el
coneixement semantic estan relativament preservats. Tot i aix0, els pacients de la MH presenten
problemes comunicatius deguts a problemes en la coordinacidé dels musculs orofacials i de la
llengua, com també incapacitat d’estructurar el discurs (32). En alguns casos, el deteriorament

cognitiu pot arribar al nivell de demencia (14,18,31).
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Els trastorns psiquiatrics son freqiients i afecten entre el 33 i el 76% dels pacients de la
MH. Els simptomes psiquiatrics de la MH sén molt variables (32,33). En els estadis inicials
s’observa un augment en la impulsivitat, en la irritabilitat i en la dificultat de la regulacié de
I’estat d’anim. Aquests simptomes estan relacionats amb la desinhibicié del Iobul fontal cerebral
(20). També a causa de la desinhibicié del Iobul frontal, els pacients mostren comportaments i
pensaments obsessivocompulsius (33). Encara que hi ha una gran variabilitat en els trastorns
psiquiatrics en la MH, la condicid psiquiatrica més comu entre els pacients de la MH és la
depressid, seguida de I'ansietat i I'apatia (18,34). Els simptomes depressius s’observen en el 50%
dels pacients (32,34). Les tendéncies suicides en els pacients de la MH sén freqients, les taxes
de suicidi observades en els malalts sdn 12 vegades més grans que en la poblacié general. La
depressid i la impulsivitat sén les principals causes de risc del suicidi en la MH (32). El
deteriorament cognitiu i psiquiatric pot causar més angoixa i dificultats per als pacients i les

families que els simptomes motors (18,35).

Com que els principals simptomes de la MH sén motors, cognitius i psiquiatrics,
classicament aquesta malaltia ha estat entesa com un trastorn exclusiu del sistema nervids
central (SNC). Tot i aix0, cada cop hi ha més evidéncies que demostren que els simptomes clinics
periferics que presenten els pacients son una part important de la MH. Una d’aquestes
manifestacions patologiques periferiques que ha estat molt documentada és la gran pérdua de
pes que presenten els pacients. Borrell-Pages descriu aquesta pérdua de pes com el quart
component de la malaltia (36). Altres manifestacions perifériques que s’han descrit en la MH
son: defectes en I’hematopoesi, disfuncions endocrines i metaboliques, atrofia testicular i dels
musculs esquelétics, migracid i activacié aberrant de les cél-lules del sistema immune i disfuncié

cardiaca (37).

Quan els primers simptomes sén diagnosticats el curs de la malaltia és progressiu i letal i
els pacients normalment moren entre els seglients 15-20 anys. La causa més comu de mort és
la pneumonia seguida per les insuficieéncies cardiaques. Altres causes de mort de la MH sén el
suicidi, danys relacionats amb caigudes o complicacions a I’"hora d’engolir (38). Actualment no
hi ha tractaments que retardin o previnguin el curs de la malaltia. Els tractaments actuals es

basen en millorar els simptomes i optimitzar I'estat funcional dels pacients.

2. Laproteina htt

La htt és una proteina multiconformacional que consta de 3142 aminoacids (aas) i té un

pes aproximat de 384 kilodaltons (kDa) (12). La htt esta codificada pel HTT, que consta del tram
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de repeticions CAG a I'exd 1. Aquest tram codifica per a una cadena de glutamines, conegut
també com a tram poliQ. En individus no afectats per la MH aquest tram poliQ conté entre 6 i
35 glutamines (12) mentre que els pacients de la MH presenten una expansié del tram poliQ
qgue esta format per 36 o més glutamines, generant la httm. La proteina httm és clivada

proteoliticament i els fragments resultants agregen i formen fibril-les i oligomers (figura 4) (39).
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Figura 4. Generacio proteolitica dels fragments N-terminals i d’agregats de la httm

El processament proteolitic de la proteina httm produeix la formacié de fragments N-terminals que
presenten el tram de PoliQ. Aquests fragments N-terminals formen monomers insolubles que presenten
tendéncia a agregar i a formar oligomers insolubles. La toxicitat produida per la httm pot ser deguda a la
proteina total sense clivar o a la formacio dels fragments N-terminals.

Hi ha nou malalties neurodegeneratives, entre les que cal destacar la MH i algunes ataxies
espinocerebel-loses, relacionades amb proteines que presenten una expansié anormal en el
tram poliQ. Totes aquestes malalties mostren caracteristiques comuns com per exemple la gran
correlacié que existeix entre la llargaria de les repeticions CAG i I'’edat d’inici de la malaltia, i que
totes presenten agregats de la proteina mutant en les cél-lules que degeneren. Tot i aixo, la
naturalesa de les proteines, les poblacions neuronals que degeneren i les manifestacions
cliniques associades a cadascuna d’elles difereixen substancialment. Aix0 suggereix que
I’expansioé del tram poliQ té un paper molt important en la patologia d’aquestes malalties, pero
també la proteina on té lloc aquesta expansié determina I'especificitat de la malaltia (40). Per
aquesta rad, per entendre la patologia de la MH és clau coneixer I'expressid, I'estructura i la

funcié de la htt.

2.1. Expressio i localitzacio cel-lular de la htt

Tant la htt com els seus transcrits tenen una expressié ubiqua en tots els teixits, encara

que amb diferents nivells, depenent del teixit i del tipus cel-lulars. Els teixits on els nivells
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d’expressio de la htt sén més alts son el cervell i els testicles (37). En el SNC I'expressié de la htt
no esta restringida a les cel-lules que degeneren en la MH, sind que s’expressa en totes les
neurones del SNC i en les cél-lules de la glia (41). Les regions cerebrals amb uns nivells
d’expressido de la htt particularment alts sén I'estriat, el neocortex, I"hipocamp i I'escorca
cerebel-losa (18,37,42). La localitzacié subcel-lular de la htt és dinamica i complexa i la
conformacié de la proteina pot canviar depenent del compartiment subcel-lular on es trobi (43).
La htt es pot trobar tant al citoplasma com al nucli i pot ser transportada entre els dos
compartiments. En el citoplasma s’ha observat que la htt pot estar localitzada en diferents
organuls cel-lulars com ara el reticle endoplasmatic i I'aparell de Golgi, i en endosomes, com
també en les neurites i les sinapsis associada a microtubuls, vesicules, membrana plasmatica i

sinaptosomes (44—46).

Un altre factor a tenir en compte pel que fa a la regulacié de I'expressié genica de la htt
és el factor temporal, ja que la htt s’expressa tant en teixits adults com durant el
desenvolupament embrionari (47). Tot i que la htt ha estat una proteina exhaustivament

estudiada, encara no és coneixen totalment els mecanismes regulados de la seva expressid.

2.2. Estructura de la proteina htt

La regié més ben estudiada de la htt és la regié N-terminal codificada per I'exd 1 del HTT
ja que és on es troba la mutacié causal de la MH. Aquesta regid esta formada aproximadament
per 100 aas i és pot dividir en tres dominis altament caracteritzats (figura 5). Els primers 17 aas
de la regié N-terminal, formen el domini conegut com HTTNT 0 N17 (48). El domini N17 s’associa
de manera reversible a les membranes lipidiques del reticle endoplasmatic, endosomes i
vesicules autofagiques ja que presenta una estructura secundaria d’a-helix amfipatica (49). A
més a més, aquest domini interacciona amb la proteina TPR (translocated promoter region),
component del porus nuclear i amb activitat de translocacié nuclear, i per tant funciona com un
senyal d’exportacié nuclear (49). EI domini N17 té un paper clau en la regulacié, 'activitat i la
localitzacié de la htt. S’ha observat que la mutacié puntual o delecid d’aquesta seqiiéncia

produeix I'acumulacié nuclear de la htt i toxicitat cel-lular (46,49).

Adjacent a aquest domini N17 és troba el tram polimorfic poliQ. El tram poliQ forma una
estructura proteica secundaria de cremallera polar, que serveix com a zona d’interaccié amb
altres proteines. El tram poliQ, també present en factors de transcripcio, possibilita la interaccié
d’aquests amb reguladors transcripcionals (46,50). Seguidament al tram poliQ es troba un altre

tram polimorfic format per prolines (poliP). La htt té un solubilitat molt baixa, a casa del seu alt
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pes molecular i a la llargaria de la regié poliQ. S’ha descrit que el tram poliP ajuda a estabilitzar
la htt i a mantenir la solubilitat d’aquesta (51). Per altra banda també s’ha descrit aquesta regié

com una regid clau que permet la interaccié amb diferents tipus de proteines (46,50,52).

Seguidament de la part codificant de I'exd 1, la htt esta conformada per repeticions de la
seqliencia d’aas HEAT. S’anomenen seqléncies HEAT per les quatre proteines en les quals van
ser inicialment observades: htt (H), elongation factor 3 (E), the regulatory A subunit of protein
phosphatase A (A) i TOR1 (T) (figura 5). Les seqiiencies HEAT sdn seqiliéncies d’aproximadament
40 aas que formen estructures secundaries a-helix antiparal-leles separades per estructures no-

helicoidals i que és repeteixen multiples vegades en una mateixa proteina (53).
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Figura 5. Representacié esquematica de I’estructura i de les modificacions posttraduccionals de la htt
El diagrama representa la seqiiencia d’aas de la htt amb les regions HEAT i PEST. Els domini PEST1 i PEST2
han estat magnificats ja que aquests dos dominis presenten un gran nombre de modificacions
posttraduccionals. A més, el domini PEST 1 conté laregiéd N17, el tram poliQ (Q(n)) amb un nombre d’entre
6 i 35 glutamines i el tram poli (P(n)). Figura adaptada de Saudou i Humber, 2016 (46).

Diferents estudis bioinformatics han determinat que la htt presenta entre 16 i 36
sequencies HEAT que s’ordenen formant grups d’entre 3 i 5 grans dominis, coneguts com a
regions HEAT, que estan separats per regions desordenades. Aixi aquests dominis formats per
sequencies HEAT formen estructures superhelicoidals que actuen com a suport estructural per
a altres proteines facilitant les interaccions proteina-proteina (54). Aixi mateix també faciliten

les interaccions internes entre diferents regions de la htt. Aixd suggereix que la htt és una
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proteina ampliament flexible que pot adoptar multiples conformacions 3D que influencien la

seva activitat i localitzacié (46,54).

També ha estat descrit que la htt conté 4 dominis PEST. Aquests dominis sén regions
enriquides amb aas prolina (P), acid glutamic (E), serina (S) i treonina (T) i son motius proteolitics.
Tres d’aquests dominis es troben en les estructures desordenades que separen els dominis HEAT
i un al domini N17. Curiosament, la majoria de modificacions posttraduccionals a les quals esta
sotmesa la htt es troben en aquestes regions (figura 5) (46,48,49). La htt esta sotmesa a diferents
tipus de modificacions posttraduccionals com sén fosforilacions, ubiquitinitzacions,
sumoilacions, acetilacions, palmoitilacions i clivatge proteic (55-58). Aquestes modificacions
tenen un paper clau en l'estabilitat, funcié, localitzacidé i homeostasi de la proteina. L'extensié
del tram poliQ fa que es produeixi una alteracié en aquestes modificacions posttraduccionals
augmentant la toxicitat de la httm a través de diferents mecanismes patologics que juguen un

paper clau en la MH (46,48,55-58).

Finalment, a la part C-terminal de la proteina s’ha descrit que hi ha una senyal
d’exportacié nuclear, molt rellevant per a la localitzacid i la regulacié funcional de la proteina
(59). També s’ha descrit que en aquesta regid C-terminal hi ha un senyal poc actiu de localitzacié

nuclear (60).

2.3.  Funciod proteica de la htt

Des de I'any 1993, quan es va descobrir que el gen codificant de la htt és el causant de la
MH, s’han invertit molts esforcos per entendre el rol cel-lular d’aquesta. Tot i aix0, no ha estat
facil determinar-lo ja que la htt té un pes molecular molt alt i per tant és dificil d’aillar i
d’analitzar. A més, és una proteina d’expressid ubiqua que s’expressa tant al nucli com al

citoplasma i que interacciona amb un gran nombre de proteines.

L'estudi de l'estructura proteica de la htt, de la seva localitzacié subcel-lular, de les
interaccions proteina-proteina que estableix, aixi com I'Gs de ratolins genoanul-lats (Knock-out,
KO) i models cel-lulars han ajudat a dilucidar diferents rols cel-lulars d’aquesta. S’ha observat
que la htt esta implicada en un gran nombre de processos cel-lulars basics que tenen lloc en
diferents localitzacions subcel-lulars (figura 6). Diferents autors defineixen la htt com una
proteina multifuncional que actua com a estructura d’unié d’'un gran nombre de proteines,
formant complexos que regulen i coordinen diferents processos cel-lulars. Per tant, coneixer

amb exactitud quines proteines interactuen amb la htt i quan i on es formen aquests complexos
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proteics és essencial per poder definir tots els rols cel-lulars de la htt i la seva rellevancia en els

processos patologics de la MH (46,50).
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Figura 6. Rols cel-lulars principals de la htt
La il-lustracié esquematitza les funcions centrals de la htt: 1) regulacié transcripcional, 2) activitat
antiapoptotica, 3) exo-i endocitosis, 4) transport axonal i 5) comunicacio sinaptica.

La htt esta implicada en la regulacié de I’expressio genica. S’ha descrit que la htt interactua
amb un gran nombre de factors de transcripcio, receptors nuclears, proteines encarregades del
remodelatge de la cromatina, coactivadors i repressors transcripcionals (50,61-63). Els
mecanismes exactes de com la htt regula cadascuna de les vies transcripcionals encara no es
coneixen totalment, encara que s’han descrit alguns d’aquests mecanismes. S’ha observat que
la htt és pot unir amb repressors o coactivadors transcripcionals en el citoplasma i retenir-los o
bé transportar-los al nucli. Un exemple molt ben estudiat del mecanisme de regulacié
transcripcional de la htt és el cas del factor neurotrofic derivat del cervell (Brain-derived
neurotrophic factor, BDNF). En el promotor del BDNF hi ha una seqliéncia reguladora
anomenada Element de resposta 1 (Responsive element called element 1/neuron-restrictive

silencer 1, RE1/NRE1) que és reprimida quan se li uneix el repressor transcripcional de I'Element
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de resposta 1 (Repressor element 1 transcription/neuron restrictive silencer factor, REST1/NRSE).
La htt s’uneix i reté al repressor REST1/NRSE en el citoplasma promovent la transcripcié del
BDNF. El grup de Zuccato ha mostrat que la sobreexpressié de la htt augmenta els nivells del

BDNF tant in vivo com in vitro, mentre que la deplecié de la htt redueix els seus nivells (63,64).

La htt també juga un paper fonamental en la regulacié del transport cel-lular. La htt
interactua amb la maquinaria motora cel-lular de manera directa unint-se amb la proteina
dineina o de manera indirecta a través de la proteina associada a la htt 1 (Huntingtin-associated
protein 1, HAP1) (65,66). Aquests complexos proteics transporten en sentit retrograd i
anterograd al llarg dels axons, vesicules cel-lulars, autofagosomes, lisosomes i endosomes (65—
67). Paral-lelament a la regulacié transcripcional de la htt sobre I'expressié del BDNF, la htt
també promou el transport vesicular d’aquest, aquest transport és essencial ja que la majoria

del BDNF estriatal es produeix al cortex cerebral i és transportat fins a |'estriat (66).

A part de regular el transport cel-lular, que és un punt essencial en el procés de
transmissid i de comunicacié sinaptica, la htt esta implicada en molts altres mecanismes
importants d’aquest procés. En el terminal presinaptic la htt esta implicada en els processos
d’exo-i endocitosi vesicular (46,50,68). A nivell postsinaptic la htt interacciona amb la proteina
de la densitat postsinaptica (Postsynaptic density 95, PSD95) que és una proteina fonamental en
I'organitzacio de la densitat postsinaptica i la morfologia de les dendrites (69,70). La proteina
PSD95 s’uneix amb els receptors glutamatergics N-metil-D-aspartat (NMDA) i kainat regulant la
seva activitat i la seva localitzacio. La sobreexpressid de la htt protegeix contra la neurotoxicitat

generada per aquests receptors (50,69).

Addicionalment, la htt també té una funcio en la supervivencia cel-lular degut a les seves
propietats antiapoptotiques. Diferents estudis mostren que la sobreexpressio de la htt protegeix
les cél-lules de diferents estimuls toxics tant in vitro com in vivo (71,72), mentre que la deplecié
d’aquesta augmenta la vulnerabilitat cel-lular davant d’estimuls toxics (72,73). Aquest rol
antiapoptotic de la htt esta lligat al fet de que la htt bloqueja I’activacié de les caspases 3,8 i 9
(71,72,74). A més, com ja ha estat explicat, també promou la produccié i transport de la

neurotrofina BDNF, que és un factor clau per a la supervivéncia neuronal.

Per altra banda es va observar que els ratolins KO del gen de la htt presentaven uns alts
nivells de mort cel-lular. L'Us d’aquests models de ratolins també va permetre observar la
importancia del paper de la htt durant el desenvolupament. Aquests embrions KO presentaven

defectes en la gastrulacid i morien al dia embrionari 7.5 (75). Posteriorment, usant ratolins que
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expressen el 50% de la htt o ratolins que tenien delecié en la htt en un nombre limitat de
cél-lules, es va observar que la htt és una proteina necessaria per la correcta diferenciacié del

neuroblast en I'estriat, el cortex i el talem (46,75).

3. Neuropatologia de la MH

Neuropatologicament, la MH esta caracteritzada per la pérdua neuronal en diferents
arees funcionals del cervell. Les alteracions cerebrals sén progressives i es desenvolupen abans
de I'aparicié de les manifestacions cliniques (2,76). Els pacients de la MH poden arribar a mostrar
una disminucié del pes cerebral de fins al 25% en els casos avancats de la malaltia. Aquesta gran
perdua de pes cerebral és deguda principalment a la gran atrofia estriatal i cortical present en
la MH (figura 7) (2,76). Tot i aix0, altres arees cerebrals freqlientment també mostren pérdua
neuronal i atrofia. Aquestes arees inclouen I"hipocamp, el talem, I’hipotalem, el globus pal-lid
(GP), el nucli subtalamic i el cerebel (2,77). Actualment, esta ben establert que la degeneracié
cerebral en la MH és un fenomen variable i generalitzat a totes les arees cerebrals (20,77).
Curiosament, aquesta variabilitat en el patré degeneratiu reflecteix la gran heterogeneitat

clinica observada en els pacients de la MH (78,79).

A

CONTROL

Escorca —»

Nucli Caudat
Putamen

MH Gr 0-1 MH Gr 4

Estriat

Figura 7. Neuropatologia de la MH
(A) Seccions coronals del cervell huma d’un individu control i d’un pacient avancat de la MH. Tal com
s’observa a la imatge, la MH causa la degeneracio del nucli caudat (NC) i del putamen (Pu), donant lloc a
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un engrandiment dels ventricles, i I'atrofia de I'escorga cerebral. (B) Il-lustracions esquematiques dels
diferents graus (Gr) de la neuropatologia estriatal segons el sistema de classificacié gradual de Vonsattel.
En els Gr 0-1 I'estriat no mostra canvis macroscopics apreciables. La degeneracio estriatal presenta una
atrofia progressiva des dels Gr 2 fins al 4, on I'atrofia estriatal és molt severa. Figura adaptada de Vonsattel
et al., 1985 i Reiner et al., 2011 (76,80).

Un altre tret neuropatologic caracteristic de la MH és la preséncia d’agregats proteics de
la httm. En totes les regions cerebrals s’observen inclusions intranuclears (lIN) i
citoplasmatiques. Les inclusions s’han utilitzat ampliament com un indicador del procés
patologic ja que sdn presents en tot el cervell i es formen abans de I'aparicié dels simptomes
clinics (81,82). Tot i aix0 el seu rol en la disfuncidé i mort neuronal és molt controvertit, ja que hi
ha evidéncies que mostren tant un paper deleteri com protector de les inclusions en la patologia

de la malaltia (39,81,83).

L’estriat és la zona on s’observa una atrofia més clara en la MH, i a més presenta diferents
patrons de degeneracié. Per aquest motiu, el neuropatoleg Jean Paul Vonsattel va desenvolupar
un sistema per classificar la severitat neuropatologica de la MH, basant-se en criteris
macroscopics i microscopics relacionats amb la morfologia estriatal dels cervells post mortem
dels pacients. Aquest és un sistema gradual que consta de 5 graus (0-4) de severitat estriatal
progressiva (figura 7) (76). El 52% dels cervells de la MH estan classificats en el grau 3. El 21%
formen part dels graus 0, 1 i 2 mentre que el grau 4 esta format pel 28% dels cervells de la MH.
L'atrofia cerebral és determinada per un analisi macroscopic generalitzat. En el grau 0 no
s’observa atrofia cerebral, els cervells dels pacients classificats en aquest grup no mostren
diferéncies amb els cervells d’individus normals. En el grau 1 els cervells presenten una atrofia
molt lleu. A partir del grau 2 ja s’observa una atrofia cerebral moderada i es comenga a fer
evident I'engrandiment dels ventricles laterals degut a I’atrofia estriatal. Els cervells classificats
en el grau 3 mostren una atrofia severa. Les analisis histologiques microscopiques mostren
caracteristiques patologiques ja en els cervells assignats al grau 0. Aquestes caracteristiques
estan presents i progressen en els diferents graus. En el grau 0 ja sdn evidents la preséncia d’lIN,
una perdua neuronal del 30-40% i un augment del nombre d’oligodendrocits. L’astrogliosi
estriatal es detecta a partir del grau 1. Els cervells classificats en el grau 4 mostren una atrofia

estriatal molt severa amb una perdua neuronal del 90-95% (2,76,79).

3.1. Neuropatologia cortico-estriatal de la MH

Com ja s’ha citat abans, I'estriat és la zona on s’observa una major afectacid patologica i
atrofia en la MH. L’estriat és un component clau dels ganglis basals. Els ganglis basals son un

grup de nuclis subcorticals altament interconnectats, aixi que alteracions en un d’aquest nuclis
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genera greus conseqliéncies en els altres. Estan implicats en el control d’'una gran varietat de
funcions com poden ser funcions motores, associatives, cognitives i emocionals (84). Els ganglis
basals estan formats per I'estriat, el GP i 'amigdala. L’estriat esta composat pel nucli caudat i el
putamen. El GP inclou el GP extern (GPe) i el GP intern (GPi) (79,84). Encara que anatdmicament
el nucli subtalamic (NST) i la substancia negra (SN) no formen part dels ganglis basals, a causa
de la seva connectivitat sén inclosos com a components d’aquests. La SN esta dividida en dues

zones principals SN pars reticulata (SNr) i SN pars compacta (SNc) (figura 8) (79,84).

Nucli Caudat
Putamen

Cos

callés Estriat:
Nucli Caudat

Putamen

=

& ,
>/ | Globus Pal-lid:
LrT Extern
g Intern
Nucli
Subtalamic

Substancia Negra:
Pars Compacta
Pars reticulata

Figura 8. Components i localitzacié dels ganglis basals

A) ll-lustracio on es mostra la localitzacié del nucli caudat i putamen en un tall sagital del cervell huma. B)
Localitzacio dels ganglis basals, aixi com d’escructures associades com el nucli subtalamic, la substancia
negra, el cos callds, el talem i els ventricles en una il-lustracié d’un tall coronal del cervell huma. Els nuclis
principals dels ganglis basals, estriat, globus pal-lid i amigdala estan representats en vermell. Mentre que
el talem, el nucli subtalamic i la substancia negra estan representats en blau. Figura adaptada de
Waldvogel et al., 2014 (79).

L’estriat rep innervacions glutamateérgiques i dopaminérgiques de forma massiva (figura
9). Es el nucli principal d’entrada d’informacié dels ganglis basals. Les innervacions excitadores
glutamatergiques que arriben a 'estriat procedeixen de totes les regions de I'escor¢a cerebral
aixi com de diferents nuclis talamics. Les innervacions dopaminérgiques que rep I’estriat arriben
de la SNc, i esta ampliament acceptat que la senyalitzaci6 dopaminergica pot modificar les

respostes al glutamat. Aquestes projeccions aferents convergeixen en les neurones estriatals
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conegudes com a medium spiny neurons (MSN). Per tant, les MSN sdn les encarregades de rebre,
processar i integrar la informacidé que els arriba de I'escorca, dels nuclis talamics i de la SNc i
seguidament transmetre la informacié integrada a altres nuclis dels ganglis basals (figura 9) (85).
Les MSN sén neurones inhibidores gabaergiques de projeccié eferent. L'estriat esta constituit
per un 90-95% de MSN i un 5-10% d’interneurones. Les interneurones s’encarreguen de modular
I’excitabilitat de les MSN (86). En la neuropatologia de la MH, les MSN sén la poblacié neuronal
més afectada i pateixen una degeneracié progressiva (87). Les interneurones no presenten mort
cel-lular i el seu nombre esta preservat al llarg de la progressié de la malaltia. Tot i aixo, poden

tornar-se disfuncionals i estar implicades en la patologia de la malaltia (86).

Les MSN es poden dividir en dues subpoblacions segons la seva composicié neuroquimica
i la seva connectivitat. La poblacié de MSN que forma la “via directa” projecta principalment al
GPiiala SNr. Aquestes neurones expressen principalment receptors de Dopamina tipus 1 (D1)
i els neuropéptids substancia P i dinorfina. La segona poblacié de MSN expressen encefalina i
receptors de Dopamina tipus 2 (D2). Aquesta segona poblaciéo de MSN forma la “via indirecta”

que projecta al GPe (figura 9) (79,88).

Escorga motora

Gabaérgiques. D1
Substancia P i Dinorfina

Gabaeérgiques. D2
Encefalina

Gabaérgiques
&——— Dopamirérgiques

Estriat o——— Glutamatérgiques

Figura 9. Connectivitat de la via directa i indirecta dels ganglis basals

Diagrama esquematic de les connexions principals que formen part de la via directa (Dl) i indirecta (ID)
dels ganglis basals. L'estriat és el nucli d’entrada de les innervacions excitadores glutamatergiques i
dopaminergiques enviades des de |'escorca cerebral i de la SNc, respectivament. L’estriat envia
innervacions gabaergiques inhibidores a través de la DI i de la ID. La via DI connecta i inhibeix el GPi i la
SNr. La ID connecta i inhibeix el GPe que al seu torn envia innervacions gabaérgiques inhibidores al NST.
El NST també regula el GPI enviant innervaions glutamatergiques excitadores. Seguidament, el GPi envia
innervacions gabaérgiques inhibidores al talem. Finalment, el talem connecta i excita I'escor¢a motora
primaria. En resum, podriem considerar que la DI afavoreix I’activitat del talem mentre que la ID causa
una reduccid de I'activacio talamica. Figura adaptada de Gosh et al., 2015 i Wadvogel et al., 2015 (18,79).
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Per tant, la informacié processada en I'estriat és transmesa per aquestes dos vies, que
son fonamentals en la patofisiologia de la MH (figura 9). Aquestes dues vies formen circuits
paral-lels i amb funcions oposades que estan altament interconnectats per tal de controlar
finalment la funci® motora. Les dues vies convergeixen en el GPi, que envia projeccions
inhibidores al talem. Perdo mentre que la via directa s’encarrega d’inhibir directament el GPi, la
via indirecta s’encarrega d’excitar-lo indirectament. Les projeccions inhibidores de la via
indirecta inhibeixen el GPe que al seu torn esta inhibint el NST. Per tant, la via indirecta allibera
la inhibicié que el GPe genera sobre el NST, activant-lo. EI NST envia projeccions excitadores al
GPi. Aixi doncs, la via directa s’encarrega d’estimular I'activitat talamica a través de la inhibicié
directa del Gpi mentre que la via indirecta inhibeix I'activitat talamica a través de I'estimulacié
indirecta del Gpi. Finalment el talem envia projeccions excitadores al cortex motor primari. De
manera resumida es pot considerar que la via directa s’encarrega de reforcar I'activitat del
cortex motor primari estimulant els moviments voluntaris, mentre que la via indirecta

s’encarrega d’inhibir-lo mitjancant la inhibicié dels moviments voluntaris (figura 9i 10) (79,88).

B) MH C) MH
A) Normal Etapes Inicials Etapes Finals
o DI
D2 D1
g GPi
desinhib
NST. Tatem Inhibit
desinhibit
Més estimulacio Menys estimulacio
Hipercinésia Hipocinésia :

. Connexions Inhibidores - Connexions Exitadores

Figura 10. Canvis en la connectivitat dels ganglis basals en les etapes inicials i finals de la MH

Diagrama esquematic on es mostren les connexions dels ganglis basals i la seva desregulacié en la MH.
Les fletxes vermelles indiquen inhibicid i les verdes excitacid. Les fletxes mes gruixudes indiquen un
augment de la inhibicié o de I'’estimulacid, mentre que les fletxes discontinues indiquen una disminucio.
(A) En una situacié normal la via directa (DI), composada per neurones estriatals que expressem receptors
dopaminergics tipus 1 (D1), i la via indirecta (ID), composada per rneurones estriatals que expressem
receptors D2, estan preservades. La DI s’encarrega de facilitar el moviment, mentre que la via ID
s’encarrega d’inhibir el moviment. El correcte equilibri d’aquestes dues vies és essencial per a la correcta
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generacid i coordinacié del moviment. (B) En etapes inicials de la MH les neurones inhibidores D2 de la
via ID degeneren. La degeneracid d’aquesta via causa que el GPe al estar menys inhibit reforci la inhibicié
que exerceix sobre el NST, que al seu torn excitara menys el GPi. Com a resultat el Gpi desinhibira el talem.
Finalment el talem es trobara en una situacido més desinhibida augmentant I'estimulacié sobre I'escorca
cerebral i es generaran moviments coreics hipercinetics i descoordinacié motora. (C) En etapes finals de
la MH també es produeix degeneracio de les neurones estriatals D1 de la DI, disminuint la inhibicié que
genera sobre el GPi. Per tant el GPi estara desinhibit i disminuira la inhibicié que genera sobre el Talem.
Aixi doncs, en etapes finals de la MH el Talem estara més inhibit i reduira I’estimulacié que exerceix sobre
I’escorga cerebral, que finalment causara moviments hipocinétics i augmentara la descoordinacié motora.
Figura adaptada de Raymon et al., 2016 (89).

En la MH estan afectades les dues rutes de control del moviment perd en estadis inicials
de la malaltia la via més afectada és la via indirecta. La degeneracié d’aquesta via causa que
I’escorca motora rep massa estimulacié i es troba hiperactivada generant els moviments coreics
hipercinétics caracteristics de la MH (figura 10). En etapes més avangades de |la malaltia, totes
les cél-lules estriatals estan implicades en el procés neurodegeneratiu, i per tant les projeccions
de la via directa també son disfuncionals. En aquesta etapa de la malaltia I’escor¢ca motora no
rebra prou estimulacié i és trobara hipoactivada generant els moviments motors hipocineétics i
rigids caracteristics dels simptomes motors de les etapes avancades de la malaltia (figura 10)

(90).

Recentment, s’ha descrit una tercera via involucrada en el control del moviment
anomenada via hiperdirecta. Aquesta via és una via excitadora que connecta de manera directa
I’escorga amb el NST. Actualment, s’esta estudiant la implicacié d’aquesta via en la MH per tal
d’entendre si la desregulacié d’aquesta esta implicada en la simptomatologia motora de la MH

(79).

Un ampli camp d’estudi i debat en el camp de la MH ha estat i és I'estudi dels mecanismes
de vulnerabilitat que causa la mort especifica de les MSN. Actualment, hi ha dos mecanismes
ben establerts que expliquen aquesta vulnerabilitat. Per una banda, en la MH hi ha un déficit en
la produccié del BDNF i en el seu transport cortico-estriatal. Per aquest motiu les MSN disposen
de menys BDNF, que és un factor de creixement essencial per a la seva supervivéncia (66,91).
Per altra banda, també hi ha molts estudis que demostren el paper clau de I'excitotoxicitat
glutamatergica en la vulnerabilitat de les MSN (92-94). Aquesta excitotoxicitat és causada per
un augment de I'activacioé dels receptors NMDA en les MSN (95). L’excessiva alliberacié de
glutamat cortical (93) i la desregulacid intrinseca de la senyalitzacié glutamateérgica en les MSN
(94) sén els mecanismes causals de la hiperactivacié dels receptors NMDA en les MSN. A més,
estudis recents demostren que les MSN de la via indirecta reben més projeccions corticals. El
que suggereix que aquesta subpoblacié de MSN pot ser més vulnerable i degenerar abans pel

fet que estan més exposades a I'excitotoxicitat glutamatérgica (94,96).
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Classicament els simptomes de la MH s’atribuien només a la degeneracid estriatal.
Posteriorment, es va observar la pérdua de volum i disminucié neuronal en I'escorca dels
pacients de la MH (97). Aquesta degeneracid neuronal és particularment important en les
neurones de projeccié corticals de les capes Ill, V i VI, que sén les capes que projecten
principalment a 'estriat (98,99). A més, I'estudi de Rosas et al. assenyala que la degeneracid de
diferents arees corticals correlaciona amb la variabilitat simptomatologica de la MH (100).
Actualment, el punt que genera un gran debat és si aquesta degeneracié cortical és una

conseqliencia secundaria de la degeneracié estriatal o és un fenomen previ .

El que si que esta ampliament acceptat és que la disfuncié neuronal de la via cortico-
estriatal precedeix a la degeneracié cel-lular i esta altament relacionada amb els simptomes

cognitius, motors i psiquiatrics caracteristics de la MH (96,101).

3.2. Neuropatologia Hipocampal de la MH.

L’hipocamp, per la seva anatomia, connectivitat i funcionalitat, és una de les estructures
més ben estudiades de I'encéfal. L'any 1572 va ser estudiada per primera vegada la seva
anatomia i va rebre el nom d’hipocamp ja que la seva forma recorda a un cavallet de mar (102).
L’any 1973 en el laboratori de Per Andersen es van caracteritzar per primera vegada en
I'hipocamp els fenomens de la potenciacié a llarg termini (long-term potentiation, LTP) i la
depressid a llarg termini (long-term depression, LTD) (103). Aquests fenomens son els
mecanismes principals de la plasticitat sinaptica neuronal i son necessaris per a la correcta

formacio i retencié de la memoria.

La formacié hipocampal, juntament amb I'amigdala i el nucli accumbens, forma I'eix
central del sistema limbic (figura 11). Aquest sistema cerebral esta implicat en la formacio de la
memoria episodica, eventual i declarativa, I'aprenentatge espacial i de coneixement, la

navegacio, el reconeixement d’objectes i la memoria visual, com també en funcions executives.

L’hipocamp esta format per la banya d’Ammon (Cornu Ammonis, CA) que anatomicament
es subdivideix en tres regions: la CA1, la CA2 i la CA3 (figura 11) (102). Per altra banda, el gir
dentat (GD) és una estructura en forma de C separada de la CA pel solc hipocampal i formada
per tres capes cel-lulars. La capa principal del GD consisteix en una capa amb una alta densitat
cel-lular formada per cél-lules granulars. La CA té essencialment una capa cel-lular, formada per

cél-lules piramidals (104).
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La formacid hipocampal forma un circuit tancat que té com a porta d’entada el GD (figura
11). L'escorga entorinica envia projeccions des de les capes cel-lulars Il i lll a través de la via
perforant. Les projeccions de la capa Il de la via perforant connecten amb les cel-lules granulars
del GD i amb les cel-lules piramidals de la CA3. En canvi, les projeccions de la capa Ill de la via
perforant connecten amb les céel-lules piramidals de la CAl1 i amb les cél-lules del subicle. Les
cel-lules granulars del GD envien les seves projeccions a través de fibres molsoses a la CA3. Els
axons de les cel-lules piramidals de la CA3 projecten a les cél-lules piramidals de la CA1 a través
de la via formada per les fibres col-laterals de Schaffer. A la vegada, les cel-lules piramidals de la
CA1 projecten al subicle. Finalment, el subicle integra la informacié que rep de la CAl i de
I’escorca entorinica i la torna a enviar a I'escor¢a entorina tancant el circuit de connexions

hipocampals (105).

Amigdala _/

Nucli Accumbens—"\_

Escorca entorinica

- Fibres molsoses

- Fibres col-laterals de Schaffer
— \/ia perforant, Capa II
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Capes profundes —_\ﬂama;t_

Escorc¢a entorinica

Figura 11. Components de les estructures que formen I’eix central del sistema limbic i connectivitat
hipocampal

(A) Localitzacié de I'amigdala, nucli accumbens, escorca entorinica i hipocamp en una il-lustracié d’un tall
sagital del cervell huma. (B) Diagrama esquematic on es mostren les connexions hipocampals. Les
neurones de la capa Il de I'escorga entorinica envien innervacions a través de la via perforantal GD i a la
CA3. El GD connecta amb la CA3 a través de les fibres molsoses (Fm), i al seu torn la CA3 connecta amb la
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CA1 a través de les fibres col-laterals de Schaffer (Fs). Les neurones de I'escorga entorinica de la capa Il
innerven la CAl i el subicle (Sub) a través de la via perforant. Seguidament, la CAl innerva el Sub que
integra la informacié de I'hipocamp i les aferéncies de I'escorga entorinica. Finalment, el Sub connecta
amb I'escorca entorinica tancant el circuit. Figura adaptada de Small et al., 2011 (106).

En la MH s’han observat diferents alteracions morfologiques en I’hipocamp. S’ha
demostrat que I’hipocamp dels pacients de la MH presenta una forta disminucié de I'area i el
volum i també pérdua neuronal, astroglisosi i presencia d’lIN en etapes inicials de la malaltia

(2,77,107,108).

Molts estudis han descrit déficits cognitius relacionats amb la desregulacié hipocampal,
abans de l'aparicié dels simptomes motors en diferents models murins de la MH (109,110).
Addicionalment, en els models murins també s’han descrit alteracions en els processos de

formacié de la LTP i la LTD en les vies hipocampals (111).

Tot i aquestes evidencies de la implicacié hipocampal en la patologia de la MH, la majoria
d’estudis en humans s’han centrat en I'estudi de la via cortico-estriatal. Aquests estudis en
humans han atribuit els déficits cognitius observats en etapes inicial de la malaltia a la disfuncié
d’aquesta via, encara que esta ampliament acceptat que tots els déficits cognitius inicials no
tenen Unicament unes bases cortico-estriatals. Es important remarcar que aquests estudis han
analitzat diferents caracteristiques cognitives, com per exemple la memoria de reconeixement,
la memoria espacial i I'aprenentatge associatiu que també impliquen la funcié hipocampal

(112,113).

L'Gs de técniques de neuroimatge també ha permes corroborar I'existéncia d’atrofia
hipocampal en etapes inicials de la malaltia en pacients de la MH. S’ha observat correlacio entre
els nivells d’atrofia hipocampal i la puntuacié en la escala d’'UHDRS (77). Finalment, cal ressaltar
un estudi recent de Begeti i col-laboradors, en el qual utilitzen tests funcionals analegs als usats
en els models murins per avaluar exclusivament la funcié hipocampal en humans (114). Els
pacients de la MH mostren deéficits en la realitzacié d’aquests tests abans de I'aparicié dels
simptomes motors. Els autors afirmen que els deficits dependents de la funcié hipocampal
contribueixen a les caracteristiques cognitives de la MH i que I'atrofia hipocampal defineix I'inici

de la MH (114).
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4. Models animals de la MH

El fet de que la MH sigui una malaltia neurodegenerativa hereditaria causada per una
mutacié en un Unic gen ha permeés la generacié de models geneétics de la malaltia. Aquests
models han servit com a sistemes experimentals acurats i accessibles i han estat una eina
indispensable per a la recerca i I’estudi de la malaltia. Han permeés avengos molt importants per
entendre els mecanismes patologics de la malaltia i la seva progressid ja que reprodueixen molts

dels esdeveniments clinics, neuropatologics i moleculars que mostren els pacients de la MH.

A finals dels anys 70, quan és desconeixia la causa genética concreta que causava la MH,
els models animals usats en l'estudi de la MH es basaven en models toxics aguts que
mimetitzaven la degeneracié estriatal caracteristica de la malaltia (115). Es van desenvolupar
diferents models toxics que induien la mort selectiva de les MSN mentre que les interneurones

no es veien afectades (116,117). Aquesta mort selectiva s’aconseguia a través de lesions

excitotoxiques, administrant de manera intraestriatal acid kainat (116) o acid quinolinic (117),
dos agonistes dels receptors glutamatergics, o bé interrompent I'activitat de la maquinaria
mitocondrial amb acid 3-nitropropionic (118). Aquests models sdn una bona aproximacié per a
I’estudi de la MH ja que reprodueixen moltes de les caracteristiques neuropatologiques de la
malaltia i han ajudat a resoldre moltes qliestions relacionades amb la vulnerabilitat estriatal. Tot
i aixo, I'ts d’aquests models presenta moltes limitacions ja que es basen només en una
degeneracié aguda estriatal. Per tant, molts aspectes com per exemple esdeveniments

importants en la progressié de la malaltia o els mecanismes moleculars alterats a causa de la

preséncia de la httm entre d’altres no poden ésser estudiats en aquests models.

Des del descobriment de la mutacid en el HTT causal de la MH, I’any 1993, s’han generat
models animals de la MH en diferents especies. Els organismes usats per a generar models
animals de la MH inclouen des d’invertebrats com cucs (Caenorhabditis elegants) i mosques
(Drosophila melanogaster), mamifers com ara rosegadors, ovelles i porcs fins a primats no
humans, encara que els models animals més usats per a I'estudi de la MH sén amb diferencia
els models murins (119,120). Aquests mostren moltes similituds a nivell conductual,
neuropatologic i d’expressié génica amb la MH humana tot i que cada model presenta unes
caracteristiques fenotipiques particulars. Aquestes particularitats fenotipiques sdn degudes al
nombre de repeticions CAG que tingui la mutacid, als nivells d’expressio de la proteina mutant,
a la localitzacié genomica on s’insereixi la mutacio, etc. . Aixo fa que cada model expressi amb

diferent intensitat i temporalitat diferents trets fenotipics. Per tant, coneixer les caracteristiques
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particulars de cada model és de vital importancia per a un correcte disseny experimental.
Sobretot, cal tenir present que cap d’aquests models reprodueix amb total fidelitat tots els

aspectes fenotipics de la patologia humana (119,120).

Els models murins genéetics de la MH generalment es classifiquen depenent de si
expressen el fragment N-terminal (models fragment N-terminal) del HTT mutat o bé si expressen

tot el HTT mutat (models full-lenght) (taula 1).

4.1. Models Murins Fragment N-terminal: Linies R6 i N171-82Q

El grup de Bates va generar el primer model muri transgénic de la MH I'any 1996, el model
R6. Aquests ratolins tenen inserit I'exé 1 huma del HTT mutat en una posicié aleatoria en el
genoma dels ratolins. Per tant, aquests ratolins presenten I’'exd 1 huma i els dos al:-lels murins
del HTT. L’expressio del transgen és regulada pel promotor huma del HTT (121). Tot i que el
context genetic d’aquests ratolins no és tan acurat com en els models full-lenght, els ratolins R6
estan caracteritzats per presentar una progressido molt rapida de la malaltia i tenir un fenotip
molt robust, amb unes caracteristiques neuropatologiques i conductuals molt clares. Per aquest

motiu aquests ratolins han estat ampliament usats en recerca.

Les diferéncies principals entre els ratolins R6/1 i R6/2 son degudes al niumero de
repeticions CAG que presenten i als nivells d’expressio del transgen (taula 1). Els ratolins R6/1
tenen 116 repeticions CAG i integren només una copia del fragment transgénic que dona lloc a
una expressio del 31% de la httm en relacid a I'expressié normal de la htt. En canvi, els ratolins
R6/2 tenen 145 repeticions CAG i tenen integrat en el seu genoma tres copies del transgén amb
una expressié del 75% de la httm (121). Consistent amb el que s’observa en la patologia humana
els ratolins R6/2 presenten un fenotip més agressiu i una progressié més rapida de la malaltia

que els ratolins R6/1.

En els ratolins R6/2 s’observa una pérdua de pes corporal a les 7 setmanes i tenen una
esperanca de vida mitja de 14 setmanes, mentre que els ratolins R6/1 mostren una pérdua de
pes corporal a les 22 setmanes i I'esperanca de vida mitja és de 32-40 setmanes (81,121). Les
dues linies mostren un fenotip progressiu que empitjora amb I'edat tant pel que fa a les
caracteristiques conductuals com neuropatologiques. A nivell conductual els déficits cognitius
apareixen abans que els déficits motors en les dues linies. Els ratolins R6/2 presenten I'aparicio
de déficits motors a les 6-8 setmanes (122) i de déficits cognitius a les 4 setmanes (123), mentre

que els ratolins R6/1 presenten déficits motors a les 14 setmanes i déficits cognitius a les 12
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setmanes (124,125). En aquests ratolins les alteracions neuropatologiques apareixen abans que
Iinici de la simptomatologia. Els trets neuropatologics més rellevants d’aquestes linies sén la
preséncia generalitzada d’lIN a totes les arees cerebrals (81), la perdua de pes i volum cerebral,
I’atrofia estriatal (121) i la gliosi (109,126). Curiosament, tot i que aquestes dues linies murines
de la MH presenten disminucioé del pes cerebral i atrofia estriatal i en alguns casos cortical, amb
engrandiment ventricular, la mort neuronal és minima en aquests ratolins. Malgrat que la
preséncia de cél-lules necrotiques i apoptotiques no és freqlient en I'estriat d’aquestes linies si
que s’ha observat la preséncia de cel-lules electrodenses que mostren condensacié

citoplasmatica i atrofia (101,127).

4.2. Models murins full-lenght: Linies YAC i Knock-in (KI)

Els models murins full-lenght engloben totes les linies murines que expressen tota la httm,
encara que cadascuna d’aquestes linies tenen unes bases genétiques diferents. Per una banda,
hi ha els models transgénics YAC que incorporen el HTT full-lenght mutat utilitzant com a vectors
el cromosoma artificial de llevat (yeast artificial cromosome, YAC) en una posicid genomica
aleatoria. Aquests models expressen el HTT mutant huma amb tots els introns i exons com
també seqliencies reguladores (128). S’han generat diferents linies de ratolins YAC, amb diferent
nombre de repeticions CAG (YAC18, YAC46, YAC72 i YAC128), tot i que les Uniques linies que
presenten anormalitats fenotipiques sén els YAC72 i YAC128 amb 72 i 128 repeticions CAG,
respectivament (taula 1). La patologia dels ratolins YAC72 i YAC128 és més lenta i més
progressiva que I'observada en els ratolins fragment N-terminal i tenen una esperanca de vida
normal, encara que com passava en els ratolins fragment N-terminal, els ratolins YAC128 al
presentar un major nombre de repeticions mostren un fenotip més sever i una progressié més
rapida de la malaltia que els ratolins YAC72 (128). Els ratolins YAC72 no presenten déficits
motors fins als 16 mesos (129). En canvi els YAC128 presenten alteracions motores avaluades
amb el test del cilindre rotatori (rotarod test) als quatre mesos que empitjoren amb I'edat. Els
YAC128 comencen a presentar déficits cognitius lleus a partir dels dos mesos d’edat, fent-se més
severs i evidents a partir dels 8-12 mesos (130). Un tret rellevant dels ratolins YAC és que
presenten unes caracteristiques neuropatologiques que reprodueixen molt bé les observades
en els pacients de la MH ja que paral-lelament a I'atrofia cortical i estriatal mostren mort
neuronal selectiva de les MSN (128,129,131). Per aix0 aquests ratolins sdn una eina ampliament
usada en I'estudi de mecanismes patologics relacionats amb la mort estriatal. Tot i aix0, cal tenir
en compte que aquests ratolins presenten altres trets que no representen la condicié humana,

com és el fet que els ratolins YAC72 no presenten IIN i en els ratolins YAC128 les IIN no sén
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evidents fins als 18 mesos i aquestes només s’observen en I'estriat i el cortex (132). Un altre tret
diferencial és que els ratolins YAC128, contrariament al que s’observa en la condicié humana i
en els ratolins fragment N-terminal, no mostren una perdua de pes corporal sind que mostren

un augment de pes corporal (132).

Per ultim, els ratolins genomodificats (knock-in, KI) representen el model genetic més
precis de la MH, ja que presenten la mutacié del HTT en el context genomic apropiat. Aquests
ratolins es generen per recombinacié homologa, substituint-se I'exd 1 del HTT muri amb I'exé 1
huma, amb diferents expansions de la repeticié del trinucleotid CAG (taula 1). Per tant, la
mutacié és genomicament correcta i es troba sota el control del promotor endogen del HTT.
Aguestes linies presenten un fenotip molt suau, una progressié molt llarga de la malaltia i una
esperanca de vida normal. Els primers ratolins quimérics Kl van ser els Hdh®! i Hdh®? amb 111
i 92 repeticions CAG, respectivament (133,134). Cap d’aquestes linies mostra una degeneracié
estriatal evident, tot i que si que presenten alteracions neuropatologiques. Les dues linies de
ratolins quimerics KI presenten translocacié nuclear de la httm als 4,5 mesos i les IIN de la httm
sén evidents als 14,5 mesos en els ratolins Hdh®? i als 10 mesos en els ratolins Hdh®!!! (133).
Tot i la patologia cerebral que presenten els ratolins Hdh®*!, poca informacié existeix sobre el
seu fenotip. Es rellevant mencionar que dos treballs del nostre grup han observat que els ratolins
heterozigots Hdh®/2!! presenten déficits cognitius progressius associats a la desregulacié
cortico-estriatal a partir dels dos mesos i associats a la desregulacidé de I'activitat hipocampal
des dels sis mesos i déficits motors a partir dels vuit mesos (110,135). Posteriorment, dues linies
més de ratolins KI que presentaven 140 (Hdh®%9) i 150 (Hdh9?) repeticions CAG van ser
generades (taula 1). Aquests dos models de ratolins, a diferéncia dels ratolins Hdh®! j Hdh9%2,

mostren degeneracid estriatal, mort neuronal i preséncia d’lIN de la httm (136-138).
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Taula 1. Models murins genéticament modificats de la MH

Caract. conductuals  Caract. neuropatologiques

Model Caracteristiques genétiques Promotor Repeticions Pes Supervivéncia Ref
Muri quesg 9 CAG Atrofia  Perdua Corporal P )
M C Agregats .
estriatal neuronal
Transgénic Fragment N-terminal
R6/2 Insercié Ex6 1 huma (67 aas) HTT Huma 144-150 6-8S 4S 3-4,5S 125 Absencia 7S 12-18S
(81,109,121—
126)
R6/1 Insercid Ex6 1 huma (67 aas) HTT Huma 116 14S 12S 9s 16S Abséncia 22S 32-40S
Transgeénic full-lenght
yac7p DxeressitotelHTT mutat —opp 0 55 16 M  Noestudiat Abséncia 10M  12M Augment o mal
huma amb el vector YAC 12M (128-130,132)
Expressio tot el HTT mutat R Augment S
YAC 128 huma amb el vector YAC HTT Huma 120 4M 2M 18M 9M 12M 2-3M Normal
Knock-in

Substitucié exé 1 muri amb
Hdh®?  |'exd 1 mutat huma. HTT HTT muri 92 4M 4M 14,5M  Abséncia Abséncia 17M Normal
quimeéric huma-muri

Substitucié exé 1 muri amb (110,133-135)

2M 8M

Hdh®!  |'ex6 1 mutat huma. HTT HTT muri 111 Haherai pgnaans 10M Abséncia Absencia ™ Normal
quimeéric huma-muri
Substitucié exé 1 muri amb
Hdh@40  'exé 1 mutat huma. HTT HTT muri 140 4-12M No estudiat 2M 20M 20M 12M Normal
quimeéric huma-muri (136-138)
a0 Insercio repeticions CAG al .
Hdh HTT muri 150 10M 4M 10-14M 25M 25M 17,5M Normal

HTT muri

Setmanes (S); Mesos (M); Simptomes motors (M); Simptomes cognitius (C).
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5. Mecanismes moleculars implicats en la patologia de la MH

La preséncia de la httm produeix canvis patofisiologics com sén I'agregacié proteica, la
desregulacié transcripcional, la disfuncié trofica, I'alteracié en I'homedstasi del calci (Ca?),
I'alteracio de I'activitat de les caspases, la desregulacié de I'activitat dels receptors cel-lulars,
I'alteracid de la senyalitzacié cel-lular i la disrupcié del transport axonal entre altres (figura 12)
(36,46,50,139). Tots aquests mecanismes generen la disfuncioé neuronal i sinaptica que acabara
conduint a la neurodegeneracié observada en la MH. S’ha postulat que aquests canvis
patofisiologics son deguts a un guany de la funcié toxica de la httm, aixi com també a una pérdua
de funcio de la htt normal (46,140,141). Tot i aix0 tots els mecanismes cel-lulars i moleculars que
porten a la generacié dels simptomes i a la progressié de la malaltia no sén completament
coneguts. Per aix0, actualment es segueixen invertint molts esforcos per entendre els
mecanismes patologics implicats en la MH per tal de trobar noves dianes terapeutiques. En les

seglients seccions, descriurem els mecanismes que han estat estudiats en aquesta tesi.
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httm ——'" Clivatge - de la
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Figura 12. Mecanismes moleculars alterats en la MH
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Il-lustracié resum dels principals mecanismes alterats per la presencia de la httm. Aquests mecanismes
inclouen la formacié d’agregats de httm, l'alteracié en la homeostasi del Ca?*, la desregulacié
transcripcional, la disfuncié mitocondrial i la disfuncié en I'activitat caspasa, la interaccidé proteica
anormal, els déficits en el transport axonal i I’alteracio en I'alliberament de neurotransmissors i I'activitat
dels receptors. Figura adaptada de Zuccato et al., 2010 (142).

5.1. Alteracioé transcripcional en la MH

5.1.1. Alteracioé de diferents mecanismes transcripcionals degut a la presencia de la httm

La desregulacio transcripcional és un mecanisme clau en la patologia de la MH que té lloc
en estadis inicials i precedeix la mort neuronal i la simptomatologia de la malaltia. Inicialment,
el grup de Cha va observar una disminucié en els nivells proteics i d’ARNm de receptors
glutamatergics i dopamineérgics en la linia de ratolins R6/2. Aquesta desregulacio transcripcional
va ser observada molt abans de I'inici dels simptomes patologics en els ratolins R6/2 (143).
D’acord amb aquest estudi, es va descriure una disminucié en els receptors dopaminergics D1 i
D2 en pacients asimptomatics de la MH (144,145). Addicionalment, I'analisi global dels nivells
d’ARNm en models murins, a través de I'analisi de bioxips (microarrays) d’ARNm, ha mostrat
una disminucié generalitzada dels nivells de |'expressid geénica de gens implicats en la
senyalitzacié de la neurotransmissid, en el metabolisme del Ca%'i en processos transcripcionals
(146,147). A més, estudis genomics globals en pacients han corroborat les evidéncies
observades en els models murins i han mostrat desregulacio transcripcional en un gran nombre

de gens (148).

Un dels primers mecanismes que es va postular per explicar aquesta desregulacio
transcripcional va ser que la httm interacciona i recluta en les IIN diferents factors de
transcripcid, inhibint la seva activitat transcripcional (figura 13). Es va observar que la httm
interactua amb factors de transcripciéo com sén CBP (CREB-binding protein), TBP (TATA-binding
protein), Spl (specificity protein-1), p53 i NF-«xB (nuclear factor k light-chain-enhancer of
activated B cells) (149-151). Aquests resultats van portar a la hipotesi inicial que les IIN de httm
poden causar desregulacid transcripcional segrestant factors de transcripcid. Per altra banda,
també s’ha descrit que la preséncia de la httm augmenta la repressié transcripcional ja que la
htt s’encarrega de retenir repressors transcripcionals al citoplasma (figura 13). S’ha descrit una
perdua d’interaccié entre el repressor transcripcional REST1/NRSE i la httm, fet que comporta
la translocacio al nucli d’aquest factor i la conseqlient repressid dels gens que regula, entre ells
el BDNF (152). Per ultim, un dels mecanismes més recents proposats per explicar els déficits
transcripcionals en la MH és l'alteracido de diferents mecanismes epigenetics (figura 13).

Diferents grups han mostrat que diferents marques epigenétiques, com son la metilacié d’ADN
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o les modificacions posttraduccionals de les histones, es troben significament alterades tant en

models murins com en pacients de la MH (153—-155).

Citoplasma

Repressié

v | transcripcional  nuai -

] "(D i > a: J

: e -
Cromatina HD AC Cromatma ‘“\' Histona
Condensada Relaxada -
i Repressor
N ¥ transcripcional
Trans;rupcuo Trans;npcuo Factor de
reprimida activa O transcripeié

Acetilacd

Figura 13. Mecanismes causals de la desregulacié transcripcional en la MH

El diagrama resumeix els principals mecanismes moleculars alterats per la preséncia de la httm que
interfereixen en la maquinaria transcripcional a diferents nivells: 1) la httm perd la capacitat d’unié a
repressors transcripcionals, permeten que aquests transloquin al nucli i reprimeixin la transcripcio, 2) la
httm interactua amb factors de transcripcid i els recluta en les IIN, impedint que puguin regular la
transcripcio, 3) la httm interactua i inhibeix els enzims histona aciltransferasa (HAT) reduint I'acetilacié
d’histones i reprimint la transcripcid.

5.1.2. Alteracio de I’activitat dels enzims histona aciltransferasa i histona desacetilasa en la

MH

L'acetilacié d’histones en els residus lisina de les cues N-terminals d’aquestes és una de
les marques epigenetiques més estudiades. L'estat d’acetilacié de les histones esta definit per
I’activitat dels enzims HAT (histona aciltransferasa) i HDAC (histona desacetilasa), que modulen
els nivells d’acetilacid i desacetilacid, respectivament. Aquests enzims tenen rols oposats en la
regulacié del procés transcripcional a través de la modificacié de I'estructura de la cromatina.
Resumidament, I'acetilacié d’histones a les regions promotores correlaciona amb un augment
de I'expressié geénica generant una conformacié més laxa i oberta de la cromatina. En canvi, la
desacetilacié de les histones esta associada a una disminucié de I'expressidé genica generant un
estat més condensat i tancat de la cromatina (figura 13) (156). Diferents estudis han descrit un
estat d’hipoacetilacio en diferents models cel-lulars i murins de la MH (157-159). Tot i aix0, un

punt que genera controversia i debat és I'extensié d’aquesta hipoacetilacid. Alguns estudis
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mostren que I'hipoacetilacié en la MH és present només en alguns gens especifics (159,160)
mentre que altres estudis observen una reduccid global dels nivells d’acetilacié de les histones

(157,158,161).

En la MH aquesta hipoacetilacié es pensa que es deguda a una disminucié de I'activitat
HAT i a la desregulacié de I'activitat HDAC. El grup de Steffan va demostrar que la httm
interaccionava i inhibia 'activitat HAT d’almenys tres proteines: p300, CBP i P/CAF (p300/CBP-
associated factor) (162). D’aquestes tres proteines la més estudiada en el context de la MH ha
estat la proteina CBP. La proteina CBP té un paper clau en el SNC i mutacions o delecions en
aquesta causen el sindrome Rubinstein-Taybi (163). Diferents models murins amb deficiencies
en l'activitat CBP presenten una disminucid de I'acetilacié de les histones, alteracions en la
plasticitat sinaptica i déficits cognitius i motors (163,164). En la MH s’ha descrit una disminucié
dels nivells de la proteina CBP deguts a que aquesta queda retinguda en els agregats de la httm
(165,166) i a un augment de la seva degradacié proteosomica (167). A més, com ja ha estat
mencionat, també s’ha observat que la httm interacciona amb la proteina CBP inhibint la seva
activitat HAT (162). La perdua de funcid de la proteina CBP ha estat relacionada amb la
disminucié d’acetilacié d’histones, amb la neurodegeneracié de les cél-lules estriatals i amb els
deficits cognitius dependents de la funcid hipocampal en models de la MH (166—169). Finalment,
també s’ha descrit que tant la sobreexpressié de la proteina CBP com I's d’inhibidors d’"HDAC
(iHDAC) disminueix la hipoacetilacié d’histones i la mort neuronal en models cel-lulars de la MH

i reverteix els deéficits cognitius en els ratolins Kl (165,166,168).

Molts d’estudis centrats en revertir el gran deficit transcripcional present en la MH han
utilitzat aproximacions farmacologics usant iHDAC ja que sén farmacs quimicament molt
estudiats i usats en la recerca d’altres patologies (154,160,166,170). La superfamilia d’enzims
HDAC es classifica en dos families segons les caracteristiques del seu domini HDAC i els cofactors
que requereixen. La familia d’HDAC “classiques” necessiten la presencia de zinc com a cofactor
per a la seva activitat enzimatica i presenten diferents graus d’homologia amb el domini HDAC
del llevat Saccharomyces cerevisiae. Aquesta familia d’HDAC esta formada per la classe | (HDAC
1-3i 8), classe Il (HDAC 4-5-6-7-9i 10) i la classe IV (HDAC11). A més, la classe Il es pot dividir en
dos subclasses: la classe lla (HDAC 4,5,7 i 9) i la classe llb (HDAC 6 i 10) (figura 14). Per altra
banda, la familia d’'HDAC “atipica” consta només de la classe Ill, també coneguda com a familia
de les Sirtuines. Aquesta familia d’"HDAC requereix la preséncia de NAD* (Nicotinamida adenina
dinucleotid) com a cofactor per a la seva activacio i el seu domini HDAC no presenta homologia

amb el domini HDAC de cap de les altres classes (figura 14) (171). Inicialment, es van usar iHDAC
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d’ampli espectre, que inhibien de manera general totes les classes d’HDAC com sén I'acid
valproic, el butirat sodic, el TSA (Trichostatin A) o el vorinostat (Suberoylanilide hydroxamic acid,
SAHA). L’Gs d’aquests iHDAC en diferents models animals de la MH va mostrar millores
neuropatologiques i conductuals (154,166,170,172). Tot i aix0, aquests inhibidors d’ampli
espectre tenen molts d’efectes secundaris i actualment s’estan estudiant iHDAC més selectius i
especifics. Un d’aquests inhibidors és I'inhibidor d’HDACs 4b (iHDAC4b), que inhibeix solament
les HDAC1 i HDAC3. Aquest iHDAC4b millora els simptomes motors i cognitius i reverteix els
déficits transcripcionals en els ratolins R6/2 i N171-82Q. A més, el tractament amb I'iHDAC4b
indueix metilacions en ’ADN i millores fenotipiques en la primera generacio de la descendeéncia
dels ratolins tractats (160,173). Un altre inhibidor estudiat en la MH, és el compost RGFP966 que
és un inhibidor selectiu de la HDAC3. S’ha descrit una millora conductual i efectes protectors
estriatals en els ratolins N171-82Q i Kl degut al tractament cronic amb aquest compost

(174,175).

W' o
Classe [ HDAC1 Domini HDAC 482
HDACZ 488

HDACS 428
HDACE 77

Classe T1A
[ c
HDACH | 1084
HDACS i l 1122
HDAC? ’ G112

HDACS | I 1069
i

Classe [1B
! — C
HDACE | ] UB 1215
HDAC10 ] REpERCANS T g9

Classe IV
N c
HDACL1 347

Figura 14. Classificacid i estructura de la familia d’"HDACs classiques
Les HDAC de la classe | estan formades quasi Unicament pel domini HDAC (representat amb cilindres
blaus). Les HDAC de la classe Ila tenen un extrem N-terminal més llarg, on es localitza el domini d’unio al
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MEF2 (representat amb cilindres blau cel) i diferents regions de fosforilacions multiples (representades
per cilindres verds) que son llocs d’unié per a la proteina xaperona 14-3-3. La HDACG6 pertany a la classe
Ilb i té una estructura Unica ja que conté dos dominis HDAC i un domini d’unid a ubiqitina (representat
per un cilindre groc, UB). La classe llb també consta de la HDAC10 que té un extrem N-terminal molt més
curt que la HDACG i presenta una regio rica en leucines (representat per un cilindre vermell). La classe IV
consta Unicament de la HDAC11. Figura adaptada de Seto et al. 2014 (171).

Finalment, el rol de les HDAC en la MH també ha estat estudiat en models de la MH amb
aproximacions genetiques. Aquestes aproximacions s’han dut a terme generant ratolins
genominvats (knock-down, KD) de la MH per a diferents HDAC. Els grup de Bates i Mielcarek ha
generat diferents linies dels ratolins R6/2 KD per a diferents HDAC i en cap d’aquestes linies s’ha
observat millores fenotipiques ni restauracié dels nivells transcripcionals (176—179). Aquest
grup també ha generat una linia R6/2 KD per a la HDAC4 de la classe lla. Sorprenentment,
aquests ratolins mostren una millora conductual, un augment de I'esperanc¢a de vida i una
disminucié en la formacid dels agregats citoplasmatics (180). Aquestes evidéncies senyalen la
inhibicid selectiva de la HDAC4 com una estrategica terapéutica important per a restaurar les

anormalitats transcripcionals de la MH.

Totes aquestes evidéncies senyalen la modulacié de la maquinaria transcripcional com un
mecanisme clau per a noves aproximacions terapéutiques. Tot i aix0, es necessiten més estudis
per conéixer amb exactitud els mecanismes causals de la desregulacio transcripcional en la MH.
Per aix0, en aquesta tesi estudiarem la possible alteracié de mecanismes transcripcionals en la

MH.

5.2. Rol de la pérdua del suport neurotrofic en la MH

Els factors neurotrofics sdn biomolécules amb un paper essencial en el creixement, la
supervivencia i la plasticitat de poblacions neuronals especifiques en el SNC (181). Una familia
important de factors neurotrofics son les neurotrofines. Aquesta familia esta composada pel
BDNF, el factor de creixement nervids (Nerve growth factor, NGF), la neurotrofina 3, la
neurotrofina 4 i la neurotofina 5 (NT3, NT4 i NT5). Les neurotrofines sén sintetitzades com a
precursors o proformes, que seran processades per proteases intra- o extracel-lularment
generant la forma madura de les neurotrofines (181). Quan les neurotrofines sén alliberades al
medi extracel-lular es poden unir als seus respectius receptors cinasa de la Tropomiosina
(Tropomyosin-receptor kinasa, Trk) d’alta afinitat. Hi ha tres tipus de receptors Trk: els receptors
TrkA, TrkB i TrkC. Cadascun d’aquest receptors mostra una distribucid cel-lular especifica i
s’activa majoritariament a un tipus especific de neurotrofines. Aixi el BDNF s’uneix

majoritariament al receptor TrkB, que és el receptor Trk més abundant a |'estriat i s’expressa
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principalment a les MSNs. El receptor TrkC, que és activat per la NT3, també és localitza a les
MSN, encara que en menor proporcié que el receptor TrkB. En canvi el receptor TrkA no
s’expressa a les MSN sind que s’expressa a les interneurones colinergiques i és activat
preferentment pel NGF (182). Per altra banda, totes les proneurotrofines com les seves formes

madures s’uneixen amb la mateixa afinitat al receptor de neurotrofines p75 (p75"™) (183).

La disfuncié cronica dels factors neurotofics té un paper fonamental en la progressié de
les malalties neurodegeneratives i en la degeneracio especifica neuronal (184). D’entre totes les
neurotrofines el BDNF és un regulador clau en la supervivencia neuronal i la plasticitat sinaptica
(185). ElI BDNF té un rol crucial en processos com la potenciacid sinaptica, la formacié i la
dinamica dendritica i també en la formacid i el manteniment de noves memories i processos
d’aprenentatge (186,187). Per tots aquests motius ha estat considerat com una diana molecular

excel-lent per al desenvolupament de noves terapies en els desordres neurologics (184,185).

Diversos estudis han demostrat que les neurones estriatals necessiten el BDNF per a la
seva supervivéncia i funcié. La disminucié de la senyalitzacié activada pel BDNF causa
anormalitats dendritiques i perdua neuronal en |'estriat i I'escorca cerebral (188,189). A més,
també s’ha demostrat que el BDNF mostra efectes protectors en les MSN contra estimuls
excitotoxics després de I'administracié d’acid quinolinic i també en models transgenics de la MH

(190,191).

En la MH ha estat extensament descrita la disminucié dels nivells del BDNF en diferents
regions cerebrals en els pacients i en els models murins de la MH (192). Aix0 suggereix que els
déficits neurotrofics causats per la reduccié del BDNF tenen un rol clau en la neuropatologia del

HD.

Aquesta disminucid dels nivells del BDNF en la MH s’ha associat a disfuncions
transcripcionals i del transport vesicular del BDNF, ja que la htt té un paper fonamental en
aquests dos processos (192). Com ja he citat amb anterioritat, la sobreexpressié de la htt
promou la transcripcié del BDNF (64,193). En canvi la httm disminueix I'expressié del BDNF ja
que facilita I'entrada al nucli de I'inhibidor transcripcional REST1/NRSE (152). La httm també
altera I'activitat del factor de transcripcio6 CREB (cAMP response element-binding protein),
disminuint la seva fosforilacié (194) i els nivells de la proteina CBP que recluta la maquinaria
transcripcional que permet |’activacid transcripcionals dels gens regulats per CREB, entre ells el
BDNF (195). Tot i aix0, no tots els mecanismes moleculars que generen una reduccié de

I’expressié del BDNF en la MH han estat descrits i per tant es necessiten més estudis per elucidar
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aquesta important qiestid. En aquesta tesi s’investiguen diferents mecanismes moleculars que

poden estar regulant I'expressié del BDNF.

Per altra banda, la httm també altera el transport vesicular del BDNF. La htt forma part
del complex motor que condueix el transport vesicular del BDNF a través dels microtubuls. La
httm altera la formacié d’aquest complex motor i indueix una disminucié del transport vesicular
del BDNF (66). EI BDNF és sintetitzat al citosol i les seves vesicules son transportades fins als
terminals axonals on el BDNF és alliberat. El BDNF cortical és alliberat a través de les projeccions
corticals a I'estriat. Per tant, una interrupcid del transport vesicular del BDNF fins als terminals
axonals disminuira I'aportacié del BDNF a |'estriat (91). A més s’ha observat que la httm també
bloqueja el transport post-Golgi de les vesicules del BDNF. En concret afecta el transport post-
Golgi d’'una de les formes polimorfiques del BDNF que presenta una valina a la posicié 66 de la
seqlencia proteica (196). El polimorfisme del BDNF a la posicié 66 és un polimorfisme molt
estudiat i s’associa a diferents malalties neurodegeneratives i psiquiatriques (197,198). Aquest
polimorfisme consisteix en el canvi d’'una valina a una metionina a la posicié 66 de la proteina
BDNF (199). El grup d’Alberch també ha descrit que els pacients que presenten la forma
polimorfica del BDNF que presenta una metionina a la posicié 66 presenten un inici tarda de
Iinici de la malaltia (21). Aixi, les alteracions del transport del BDNF com a consequencia del

polimorfisme geneétic del BDNF a la posicié 66 impacten en I'inici i la progressié de la malaltia.

Un altre punt important pel que fa la desregulacié neurotrofica en la MH sén els receptors
del BDNF. Quan el BDNF s’uneix als receptors TrkB promou la supervivéncia neuronal i la seva

unié al receptor p75N™®

pot potenciar la senyalitzacié de TrkB (200). Tot i aix0, s’ha descrit que
la senyalitzacié del receptor p75"™ també pot activar cascades de mort cel-lular i pot actuar com
a modulador negatiu de la plasticitat sinaptica (201). Diferents estudis han descrit una important
reduccid dels nivells i I'activitat del receptor TrkB en models de ratolins de la MH (202,203).
També s’ha demostrat un augment dels nivells del receptor p75N™® en I"hipocamp i I'estriat de
ratolins de la MH i de pacients (110,202). Aix0 suggereix que, paral-lelament a la contribucié del
BDNF a la neuropatologia de la MH, el desequilibri dels receptors TrkB/ p75"™ també té un rol
important en aquesta. Recentment, Miguez i col-laboradors han observat que el tractament amb
el farmac Fingolimod en els ratolins R6/1 produeix millores en la plasticitat sinaptica i en la
memoria i redueix I'astrogliosi. Aquestes millores sén degudes a que aquest tractament promou

la sintesi del BDNF i restableix el desequilibri TrkKB/p75 ja que aquest farmac activa el receptor

TrkB i normalitza els nivells del receptor p75N™® (109).
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També s’ha observat que ratolins modificats genéticament que no produeixen BDNF en
neurones corticals mostren altes similituds amb ratolins models de la MH. Aquests ratolins
presentaen una disminucié del volum estriatal i una desregulacié transcripcional aixi com un
fenotip conductual semblant a I'observat en els models murins de la MH (188,204). A més, s’ha
determinat que els nivells del BDNF regulen l'inici i la severitat dels simptomes motors i
cognitius, com també els déficits en la plasticitat sinaptica en diferents models murins de la MH

(124,126,205,206).

En conjunt, aquests estudis indiquen que els tractaments basats en la recuperacié dels
nivells del BDNF poden ser adequats per a prevenir la mort i les disfuncions neuronals i millorar
tant els déficits motors com les alteracions sinaptiques i cognitives en la MH. Tot i aixo,
I’'administracié clinica del BDNF presenta tres grans limitacions: no travessa la barrera
hematoencefalica, té una vida mitja curta i posseeix una gran capacitat de difusié (184,207,208).
Per conseglient, és molt important estudiar nous mecanismes per promoure un increment dels

nivells endogens del BDNF i I’alliberacié endogena i regulada del BDNF.

5.3. Disfuncioé sinaptica deguda a I’expressié de la httm

Actualment, les linies d’investigacid suggereixen que la disfuncié sinaptica és crucial en la
patogénesis de la MH. Aixi mateix, els déficits cognitius, que apareixen abans que els simptomes
motors, manifesten alteracions en la funcié sinaptica neuronal, quan encara no s’observa mort
neuronal. Aix0 indica que, els simptomes cognitius de la MH poden ser causats per la disfuncid

sinaptica més que per la mort neuronal (209,210).

El 85% de les sinapsis que rep I'estriat sén sinapsis excitadores, i una neurona piramidal
tipica de I'hipocamp rep unes 25.000 sinapsis excitadores. La disfuncié en aquestes sinapsis
s’han descrit en estadis inicials en models animals de la MH i ha estat proposat que aquesta
disfuncié pot ser la iniciadora dels processos fisiopatologics de la MH (96,211). Per tant, la
disfuncid sinaptica i en particular en les alteracions en les sinapsis excitadores s’ha postulat com

una bona diana per a estrategies terapéutiques.

La httm altera la transmissié sinaptica alterant directament la maquinaria cel-lular tant a
nivell presinaptic com postsinaptic. Presinapticament la httm altera la funcié sinaptica ja que
desregula moltes proteines involucrades en el trafic vesicular i en els processos exocitotics i
endocitotics. A més, també altera receptors presinaptics com son els receptors de

Cannabinoides tipus 1 (212), i els receptors glutamatérgics metabotropics tipus 2 (143), com
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també els transportadors vesiculars de glutamat tipus 1 (Vesicular Glutamete Transporter 1,
VGIuT1) (126). Els receptors glutamatergics presinaptics contribueixen al dany excitotoxic
observat en la MH i a la disfuncié sinaptica, ja que augmenten l'alliberacié presinaptica del

glutamat.

A nivell postsinaptic s’ha descrit que la httm altera la funcié dels receptors glutamatérgics
AMPA (acid a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoazolepropionic) (124), kainat (143) i NMDA (94)
produint disfuncions en la funcid i la plasticitat sinaptica i excitotoxicitat. Entre tots aquests
receptors glutamatergics, els que han estat més estudiats en el context de la MH han estat els
receptors NMDA, ja que la seva funcid esta severament alterada en la MH. Tot i que no s’han
observat canvis en estadis inicials en els nivells proteics de cap de les subunitats que conformen
els receptors NMDA (94,124), si que s’ha observat una sobreactivacido d’aquests en models
murins de la MH (94,213,214). També s’ha descrit que la senyalitzacié regulada per aquestsii la

seva localitzacié extrasinaptica estan afectades en la MH (94,214).

La senyalitzacid dels receptors postsinaptics té com a diana inicial les proteines
localitzades en la densitat postsinaptica (postsynaptic density, PSD). L’organitzacié estructural i
funcional de la PSD depén de varies families de proteines d’ancoratge. La proteina PSD95 forma
part de la superfamilia de les proteines guanilat cinases de membrana (membrane-associated
guanylate kinases, MAGUK) i és el membre més estudiat d’aquesta familia. S’"ha demostrat que
la proteina PSD95 esta implicada en diversos processos com sén I'estabilitzacié i la modulacid
dels receptors AMPA i NMDA (215,216), la modulacié de processos sinaptics com la LTP (217) o
la regulacié de diferents vies de senyalitzacié dependents dels receptors NMDA (218). S’ha
observat una disminucié dels nivells proteics de la proteina PSD95 en el nucli caudat de pacients
de la MH i també una disminucié d’aquesta en I'estriat, I'escorca i I'hipocamp dels ratolins R6/1.
Esimportant ressaltar el treball de Sun i companys on es descriu que la htt s’associa als receptors
NMDA i kainat a través de la unié amb la proteina PSD95. En aquest treball també es mostra que
la regidé poliQ de la httm disminueix la interaccié entre aquestes dues proteines causant una
sobreactivacid dels receptors NMDA. De manera que els autors suggereixen que la proteina
PSD95 és mediadora de la toxicitat neuronali la disfuncié sinaptica induida pels receptors NMDA

en la MH (219).

Per tant, canvis en els components pre- i postisinaptics alteren la funcié sinaptica i la
dinamica de l'estructura dendritica. Per altra banda, canvis en la morfologia i la densitat
dendritica i en concret de les espines dendritiques modulen la formacié i el manteniment de les

sinapsis permetent la naturalesa plastica dels circuits neurals. De manera general, es pot
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considerar que com a estructures dinamiques, la densitat i la mida de les espines dendritiques
augmenten després de canvis dependents d’activitat com la LTP, i disminueixen despeés de la
LTD (220). Diferents estudis han mostrat que els pacients de la MH mostren un menor nombre
de dendrites i d’espines dendritiques (39,87,109,110). Es més, diversos estudis han demostrat
diferents evidencies que corroboren la presencia d’alteracions en la morfologia dendritica en
models murins de la MH. En els ratolins R6/1 s’ha descrit una disminucié en el nombre i la
llargaria d’espines dendritiques de I'escorca cingular i de I'estriat dorsal. També s’ha observat
una disminucié en el diametre, la ramificacié i la complexitat dendritica aixi com de I’area del
soma neuronal en aquests ratolins (109,110,221). La disminucié en la densitat i el diametre de
les espines dendritiques de les MSNs i de neurones corticals també s’ha observat en ratolins

R6/2 (127), YAC128 (222) i en un model d’ADNCc full-lenght de la htt (223).

Finalment, en un treball recent de Prity-Murmu, on s’utilitza la técnica microscopica
d’excitacio de dos fotons in vivo en ratolins R6/2, també es mostra una disminucid de la densitat
de les espines dendritiques. Pero el que és més rellevant d’aquest treball és que s’observa un
augment en la formacié de noves espines en aquests ratolins al llarg de la malaltia, tot i que
aquestes espines noves i immadures no s’estabilitzen ni es transformen en espines persistents i
madures. En aquest treball els autors mostren que la disminucié en el nombre d’espines
dendritiques en la MH no és solament deguda a una pérdua d’aquestes sind que també és
causada per una manca d’estabilitzacid de les espines immadures de nova formacié. Els autors
d’aquest estudi suggereixen que la inestabilitat de les espines dendritiques que presenten els

ratolins R6/2 genera déficits en la formacid de connexions sinaptiques duradores (224).

Una de les tecniques més caracteritzades i usades per analitzar I'estat i la funcionalitat
sinaptica es a través de metodes electrofisiologics. Diversos grups usant aquesta metodologia
han mostrat alteracions en la plasticitat sinaptica cortico-estriatal i hipocampal en models
murins de la MH (96,108,111,135,210,211). Aquests estudis també indiquen que les sinapsis
exicitadores son les que semblen presentar alteracions més importants en la MH (96,111,211).
En la via cortico-estriatal s’han descrit déficits en les respostes sinaptiques evocades i en els
corrents sinaptics espontanis i aquests déficits empitjoren a mesura que avanca el fenotip
neurologic en models murins de la MH (96). En els ratolins YAC s’ha observat una tendéncia cap
a la depressid sinaptica cortico-estriatal (210). Els ratolins ex6 1 mostren déficits plastics en
I’escorg¢a primaria somato-sensorial, desregulacié de la LTP cortico-estriatal i pérdua progressiva
de la capacitancia cel-lular de les MSN (94,126,134). Aquests déficits correlacionen amb la

pérdua de marcadors sinaptics cortico-estriatals, la disminucié d’espines dendritiques i la
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reduccio en la transmissio sinaptica (126,127,223). A més, estudis en talls corticals de ratolins
transgeénics de la MH mostren un declivi progressiu en la capacitat de mantenir la LTD (225). En
I’hipocamp, s’ha observat que la neurotransmissid basal és normal pero s’ha descrit una
disminucié en I'expressio de la LTP en ratolins exd 1, YACi Kl (108,124,128,226). Addicionalment,
la desregulacid en I'expressidé hipocampal de la LTP s’ha observat que va acompanyada de
deficits en la LTD (108,111,128). Aquests estudis indiquen que hi ha una disfuncid sinaptica

hipocampal en diferents models murins de la MH.

Per a concloure, les alteracions en la LTP i la LTD que presenten els ratolins models de la
MH mostren de manera clara I’alteracié sinaptica present en la MH. Totes aquestes evidencies
suggereixen que el deéficit sinaptic, que inclou alteracions en la transmissié sinaptica,
desregulacid de la plasticitat sinaptica i de la densitat i la morfologia dendritica, pot ser la causa

fisiopatologica inicial que condueix als déficits cognitius observats en la MH.

5.4. Alteracions en vies de senyalitzacié intracel-lulars en la MH

Molts mecanismes cel-lulars estan regulats per I'adhesié o I’eliminacié de grups fosfats a
través de I'activitat de proteines cinases i fosfatases, respectivament. De fet, el balan¢ adequat
entre |'activitat cinasa i fosfatasa és crucial per a la regulacié de la supervivencia i la plasticitat
neuronal. En la MH s’han descrit canvis en |'expressio i I'activitat de diverses cinases i fosfatases
en pacients i en models animals de la MH. Moltes de les cinases alterades en la MH estan
relacionades amb la regulacid transcripcional, els processos de plasticitat sinaptica i la
supervivencia cel-lular com per exemple la proteina cinasa A (Protein kinase A, PKA) dependent
del monofosfat d’adenosina ciclic (AMPc) (125), la proteina cinasa serina/treonina B també
coneguda com AKT (227) i les proteines cinases activades per mitogens (Mitogen-activated
protein kinases, MAPKs) (228). També s’han observat alteracions en diverses proteines
fosfatases en models murins de la MH (229). Algunes d’aquestes fosfatases son la proteina
fosfatasa calcineurina (230), les fosfatases riques en repeticions leucina i dominis PH (227), i la
fosfatasa tirosina enriquida en I'estriat (Striatal-enriched protein tyrosine phosphatase, STEP)

(231).

En conclusio, existeixen molts estudis que mostren la funcié aberrant de les proteines
cinases i fosfatases i la seva implicacid en la patogénesis de la MH, de manera que s’han
identificat aquestes proteines com a bons candidats per a dissenyar estratégies terapéutiques

per a restaurat la supervivencia i la funcié neuronal en la MH.

Pagina 53



I. Introduccio

5.4.1. Rol de la cinasa regulada per senyals extracel-lulars 1/2 en la MH

Les cascades de senyalitzacio regulades per les MAPK constitueixen una xarxa de vies de
senyalitzacid molt complexa que té un rol essencial en la transduccid de senyals extracel-lulars
a través d’efectors citoplasmatics i nuclears. La senyalitzacié regulada per les MAPK regula molts
processos cel-lulars com sén la proliferacid i la supervivencia cel-lular, I'apoptosi i la plasticitat
sinaptica. Dins de la familia de les MAPK classiques es coneixen 4 subgrups principals: cinasa
regulada per senyals extracel-lulars (Extracellular signal-regulated kinase, ERK1/2) , les cinases

N-terminal de c-Jun (c-Jun N-terminal kinase, JNK), el grup de cinases p38 i ERK5 (figura 15)(232).

Factors de Estrés
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Extracel-lulars ex.BDNF,NGF,EGF ex. IL-6, IL-8 estrés osmotic, u.v.
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Figura 15. Cascades de les MAPK

Esquema representatiu de les quatre cascades principals de les MAPK: ERK1/2, ERK5, p38 MAPK i JNK
1/2/3. Diferents senyals extracel-lulars, com sén factors de creixement, citocines o estrés ambiental,
activen receptors especifics promovent la senyalitzacié de les MAPK. La resposta a aquests senyals
extracel-lulars s’inicia amb la fosforilacié d’una cinasa apical MAPKKK. La seva activacié genera I'activacié
de la segiient cinasa MAPKK. Al seu torn les MAPKK realitzen una fosforilacié dual (representada amb
cercles taronja) dels residus treonina (T) i tirosina (Y) que es troben al motiu conservat T-X-Y present en
totes les MAPK. La X en el cas d’ERK1/2 i ERK5 representa I’aa acid glutamic (E), en el cas de p38 MAPK és
I’aa glicina(G), mentre que en el cas de JNK 1/2/3 és I'aa prolina (P). Finalment, les diferents MAPK
fosforilen una gran varietat de substrats citosolics o nuclears, que inclouen altres proteines cinasa com
per exemple RSK, factors de transcripcid6 com sén MEF2C i EIK-1, entre d’altres. Aquests substrats
produeixen canvis transcripcionals o no-transcripcionals que causaran una gran varietat de respostes
cel-lulars entre les que és troben la supervivéncia, la proliferacid, I'apoptosi cel-lular i la plasticitat
sinaptica. Figura adaptada de Pearson al., 2001 (232).
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Cadascuna d’aquestes vies s’estructura per I'activacid seqiencial de tres nivells cinases:
una cinasa MAPKK (MAPKKK o MEKK) que activa a una cinasa MAPK (MAPKK o MEK) que al seu
torn activa a una cinasa MAP (MAPK), la qual activara als efectors cel-lulars de cadascuna de les

vies (figura 15) (233).

De totes les vies de senyalitzacié implicades en la MH, les que activen la cascada de
senyalitzacié d’ERK1/2 son de particular interés. ERK1/2 és un mediador antiapoptotic i
prosupervivencia molt important (234). S’ha observat en experiments en cultius cel-lulars que
la proteina ERK1/2 és activada en resposta a la httm augmentant la supervivéncia cel-lular (235).
Aixi mateix, en l'estriat dels ratolins R6/1 i R6/2 s’ha observat una activacio significativa
d’aquesta cinasa (231). La regulacié temporal de I'activacié d’ERK1/2 en aquests ratolins dona
suport a la hipotesi que la via d’ERK1/2 no esta involucrada en els processos patologics primaris
de la malaltia sind que és un mecanisme compensatori activat en resposta a la httm que podria
activar mecanismes prosupervivéncia. D’acord amb aquesta hipotesi, s’ha observat en cél-lules
que expressen la httm que I'activacié d’ERK1/2 protegeix les neurones, mentre que la inhibicié

d’ERK1/2 augmenta la mort cel-lular (228,235).

Altrament, s’ha descrit que la cinasa ERK1/2 regula els nivells del BDNF (236).
Concretament en la MH s’ha suggerit que els baixos nivells d’'ERK1/2 corticals augmenten la mort
cel-lular i disminueixen I'expressio cortical del BDNF. En conseqiiencia, les cel-lules estriatals
rebran menys aportacio cortical de BDNF, i activaran, en resposta, mecanismes compensatoris

per tal d’augmentar I'expressioé d’ERK1/2 (235).

Per tots aquests motius, estratégies farmacologiques que tinguin com a diana la via
d’ERK1/2, poden servir com a base per a desenvolupar intervencions terapéutiques en la MH.
S’ha descrit que ratolins R6/2 tractats amb Pizotifen, un farmac que activa transitoriament la
cinasa ERK1/2, mostren una disminucié en la neurodegeneracié i una millora en el
comportament motor (237). Addicionalment, el polifenol Fisetin, que préviament s’havia
mostrat que activava la senyalitzacié d’ERK1/2, va ser testat en diferents models de la MH i es
va observar que reduia I'impacte toxic de la httm en tots els models usats (238). De la mateixa
manera, el Resveratrol, un altre polifenol, també activa la via d’ERK1/2 i també es protector en
models de la MH (238). Finalment, també s’ha descrit que I'activacié del receptor Cannabinoide
tipus 1 protegeix de la mort induida per la httm en cél-lules PC12 i STHdh®**¥/Q1 (|inja cel-lular
estriatal que expressa la httm amb 111 repeticions CAG) d’una manera dependent d’ERK1/2

(239). En general, aquestes evidéncies indiquen que ERK1/2 té un rol prosupervivéncia en
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preséncia de la httm, que és degut a I’activacid/inactivacié de diferents proteines que promouen

la supervivéncia i la regulacié de gens protectors.
5.4.2. Implicacié de la via AMPc/PKA/CREB/BDNF en la MH

L'activacié de la senyalitzacié de 'AMPc té un paper clau en la regulacié de la
supervivencia i la plasticitat neuronal i en la neurobiologia de I'aprenentatge i la memoria. La
senyalitzacid intracel-lular de I’AMPc implica I'activacié de la PKA i la consegtlient fosforilacié i
activacio del factor de transcripcié CREB (240,241). Finalment, CREB regula I'expressié de gens
critics per a la plasticitat, el creixement i la supervivéncia de les neurones, entre els quals es

troba el BDNF (142,195,241-243).

En la MH s’ha descrit una disminucié en els nivells d’AMPc en pacients i en models murins
i cel-lulars de la MH (194). També s’ha descrit una disminucié de la senyalitzacié de la via
AMPc/PKA/CREB en les cels STHdhQ11/Q111 (194) j en ratolins R6/2 (244). No solament aixd sind
que s’ha observat que la httm disminueix I'expressié de molts gens regulats per CREB, entre
aquests el BDNF (142,144,146). Totes aquestes evidéncies indiquen que la disminucié de la
transcripcié del BDNF de manera dependent de CREB és una caracteristica important de la

patologia de la MH (142).

S’han usat inhibidors especifics de fosfodiesterases per a estimular la senyalitzacio i la
transcripcié de CREB, com sén el Rolipram i el TP10. Es va mostrar que el tractament amb
aquests inhibidors disminuia la pérdua cel-lular estriatal en un model excitotoxic de la MH (245),
reduia I’atrofia cerebral i millorava la supervivéncia de les cél-lules estriatals en ratolins models
de la MH. També es va descriure que aquests farmacs augmentaven I'expressio cortical i estriatal
del BDNF, disminuien les IIN i milloraven els déficits motors en diferents models murins de la
MH (245,246). Per altra banda, es va observar que la inhibicié de la fosfodiesterasa 10 i el
tractament amb Fingolimod augmentaven la senyalitzacié hipocampal de CREB i prevenien dels
deficits sinaptics i de memoria en els ratolins R6/1 (109,247). A més, la sobreexpressié de CREB
és suficient per a rescatar de la letalitat dependent de la httm en Drosophila (248). Tots aquests
resultats suggereixen que la httm altera la transcripcid de gens regulats per CREB i que un

augment de I'expressio génica dependent de CREB pot ser una bona aproximacio terapeutica.
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6. Caracteritzacid de noves dianes terapeutiques en la MH

A causa de la intensiva investigacié duta a terme en la MH, actualment es coneixen molts
dels mecanismes fisiopatologics que causen la disfuncié neuronal i la neurodegeneracié en
aquesta malaltia. Alguns d’aguests mecanismes han estat extensament explicats en 'apartat
anterior d’aquesta tesi. Tot i aix0, avui en dia no hi ha cap tractament establert que pugui pal-liar
o aturar la MH. Per aquest motiu, és de vital importancia caracteritzar dianes especifiques que
puguin alterar els mecanismes neuronals afectats en la MH per a poder desenvolupar i establir
nous candidats terapeutics. En els seglients apartats s’exposaran les noves dianes moleculars

que han estat font d’investigacid en la present tesi.

6.1. Receptors cel-lulars: Rol dels receptors de la prostaglandina E2 en el SNC

Les prostaglandines (PG) sén un conjunt de compostos lipidics fisiologicament actius
derivats del metabolisme de I'acid araquidonic i sintetitzats per les ciclooxigenases (COX)-1 i
COX-2 (249). Quan els teixits estan exposats a diferents estimuls fisiologics i patologics, I'acid
araquidonic s’allibera de la membrana fosfolipidica i es genera un intermediari inestable, la
PGH2. Posteriorment, la PGH2 serveix com a substrat per a generat les diferents PG (PGE;, PGF,q,
PGD, i PGl,) i el tromboxa A2. Cada prostanoide és sintetitzat en compartiments cel-lulars
especifics a través de I'accid de sintases especifiques (249). Les PG s’uneixen a receptors acoblats

a proteines-G, caracteritzats per presentar set segments hidrofobics transmembrana (250).

La PGE; és la PG més produida en el cos i és sintetitzada per la PGE sintasa. La PGE; s’uneix
a quatre subtipus diferents de receptors acoblats a proteines-G, anomenats receptors de la PGE;
(EP): EP1, EP2, EP3 i EP4. La PGE; pot tenir diferents funcions i efectes, alguns dels quals poden
ser oposats, depenent al receptor al que s’uneixi (251). El receptor EP1 esta acoblat a la proteina
Gq i per tant indueix I'activacié de la fosfolipasa C (PLC) que comporta I'augment citosolic de
I'inositol trifosfat (IP3), el diaciglicerol (DAG) i el Ca?* (251), mentre que els receptors EP2 i EP4
estan acoblats a la proteina Gs que estimula I’activitat de I'adenilat ciclasa (AC) que al seu torn
activa la PKA (252). Per ultim, el receptor EP3 és un cas més particular, ja que aquest esta sotmes
a tres processos d’empalmament (splicing) alternatiu diferents. Cadascun d’aquests tres
processos genera diferents receptors EP3 acoblats a diferents proteines G. Per tant, I'activacié
del receptor EP3 pot produir canvis en els nivells de ’AMPc i també augmentar els nivells de Ca%
(figura 16) (250). Els receptors EP s’expressen diferencialment en quasi tots els organs, incloent

el SNC. Encara que es localitzen en regions i en arees cel-lulars especifiques en el cervell i sén
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expressats en les cel-lules endotelials, la microglia, els astrocits i les neurones (253,254).
L'expressié del receptor EP4 es troba restringida en neurones del nucli hipotalamic (255),
mentre que els receptors EP1, EP2, i EP3 s’expressen en multiples regions cerebrals, entre les
quals es troben I'hipocamp, I'estriat i I'escorca (256,257).

2) EP2/EP4 3) EP3

Figura 16. Senyalitzacio a través dels receptors EP

La il-lustracié resumeix les vies de senyalitzacié activades pels 4 subtipus de receptors EP. (1) El receptor
EP1 produeix un augment transitori de Ca?* intracel-lular. L’activacié d’aquest receptor estimula la
senyalitzacid cel-lular activant a la proteina Gq. La proteina Gq al seu torn activa a la PLC que augmenta
els nivells de tres intermediaris cel-lulars com son el DAG, IP3 i el Ca%. (2) Els receptors EP2 i EP4 estan
units a la senyalitzacié de la proteina Gs que activa a la proteina AC que dirigeix la sintesi de 'AMPc.
Finalment, I’AMPc estimula I'activitat de la cinasa PKA. (3) Per ultim, el receptor EP3 pot estar lligat a les
proteines Gs, Gq o Gi i pot actuar inhibint o activant la produccié d’AMPc i també augmentar el Ca?
intracel-lular.

6.1.1. Paper del Receptor EP1 en el SNC

La senyalitzacid a partir del receptor EP1 s’ha relacionat com la principal via de
neurotoxicitat dependent de COX-2 en el SNC, tant en processos aguts de dany neuronal (258)

com en malalties neurodegeneratives (259,260).

S’han dut a terme molts estudis per tal d’elucidar el rol del receptor EP1 en
I’excitotoxicitat neuronal i s’ha descrit que la inhibicié o la delecié d’aquest receptor té efectes

protectors en models aguts de dany neuronal (258,261-263). Diversos estudis on es disminueix
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la senyalitzacid del receptor EP1, ja sigui per inhibicid farmacologica o per inhibicié genica
d’aquest receptor, recolzen la seva implicacid en processos neurotoxics. Aquests estudis
mostren que la disminucid de la seva senyalitzacié millora el dany cerebral i recupera efectes
conductuals en models in vivo d’isquemia cerebral o d’excitotoxicitat (258,261,262). També s’ha
observat que la inhibicié de la senyalitzacié del receptor EP1 disminueix significativament el
dany cerebral produit per una lesid hipoxica isquémica i augmenta la supervivéncia en neurones

corticals en un ambient hipoxic (262,263).

Per altra banda també s’ha descrit un paper neurotoxic del receptor EP1 en models de
malalties neurodegeneratives. En models in vivo i in vitro de la malaltia de Parkinson s’ha
mostrat que el bloqueig de el receptor EP1 protegeix les neurones dopaminérgiques de la mort
induida per la 6-Hidroxidopamina (259,264). En el context de la malaltia d’Alzheimer, ha estat
demostrat que la neurotoxicitat causada pel péptid B-amiloide és parcialment causada pel
receptor EP1 (265). S’ha observat que ratolins deficients en el receptor EP1 mostren menys
acumulacid del péptid B-amiloide (260). A més, la delecié genetica del receptor EP1 atenua els
danys neuronals hipocampals causats pel peptid B-amiloide i disminueix la pérdua de memoria

en un model muri de la malaltia d’Alzheimer (260).

Finalment, un treball recent del nostre grup mostra que la senyalitzacié del receptor EP1
té un paper rellevant en la fisiopatologia de la MH (266). En aquest estudi es mostra com la
inhibicid del receptor EP1 amb el compost SC-51089, un antagonista selectiu d’aquest receptor,
protegeix les MSN en un model excitotoxic de la MH. A més a més el tractament agut amb SC-
51089 causa millores motores i cognitives en els ratolins R6/1. Aquestes millores conductuals
van acompanyades en una disminucio de les IIN de la httm en I'hipocamp i I'estriat. Per ultim,
també s’observa que el bloqueig del receptor EP1 produeix millores sinaptiques, com soén la
recuperacid estriatal i hipocampal de diferents marcadors sinaptics i la millora de la LTP
hipocampal. Totes aquestes evidencies demostren que el bloqueig del receptor EP1 té un efecte
terapéutic important en els ratolins R6/1 i el senyalen com un bon candidat terapéutic per a

tractar els deficits motors i cognitius de la MH.

6.1.2. Receptor EP2: Activacié de la via AMPc/PKA/CREB/BDNF i rol de proteccié neuronal

Contrariament al que s’ha descrit en el cas del receptor EP1, investigacions prévies han
mostrat que I'activacié del receptor EP2 té un paper de proteccié neuronal i també un paper

associat a la plasticitat sinaptica hipocampal (256).
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Com ja he citat amb anterioritat, el receptor EP2 esta acoblat a la proteina G tipus Gs i la
seva senyalitzacié activa la proteina AC que sintetitza AMPc. La senyalitzacié intracel-lular de
I’AMPc activa la PKA que al seu torn fosforila i activa el factor de transcripcid CREB (252).
L’activacié de CREB estimula I'expressié de gens importants per a la plasticitat i la supervivencia
neuronal, entre els quals es troba el BDNF (142,241,242,267). S’ha descrit en cultius glials
humans que I'activacié del receptor EP2 indueix I'alliberament del BDNF a causa de I'activacié
de la via d’AMPc/PKA/CREB (268). A més, altres estudis mostren que les PG estimulen
I'alliberacié de neurotrofines (269) i mostren una correlacio entre els nivells del BDNF i la PGE;

(270).

En ratolins, s’ha observat que l'estriat, I'hipocamp i I'escorga, tres regions altament
implicades en la fisiopatologia de la MH, mostren alts nivells d’expressié del receptor EP2
(271,272). Per tant, és important estudiar si el receptor EP2 té algun rol en els déficits de BDNF

observats en la MH.

Com ja s’ha explicat, la PGE; pot exercir efectes funcionals molt diversos i en alguns casos
oposats. En el cas del receptor EP2, s’ha estudiat ampliament els efectes protectors neuronals
de la seva activacié en models de dany cerebral. Diferents treballs mostren que en paradigmes
de toxicitat dependent de NMDA i de privacio d’oxigen i glucosa, I'activacio del receptor EP2 té
efectes neuronals beneficiosos (273—-275). Ha estat suggerit que aquests efectes protectors son
dependents de la senyalitzacié d’AMPc, ja que quan s’inhibeix la PKA es produeix un bloqueig
d’aquests efectes (274,275). En un model muri isquémic, la delecié geneética del receptor EP2
incrementa significativament I'infart cerebral en I'escorga cerebral i en estructures subcorticals
(273,274). A més, també s’ha observat que I'estimulacio del receptor EP2 és beneficiosa en
models murins d’excitotoxicitat estriatal (271). En conclusid, aquests estudis mostren que
I'activacié del receptor EP2 pot protegir contra el dany excitotoxic i anoxic a través de I'activacié

de la senyalitzacié de I’AMPc.

A part dels efectes protectors de I'estimulacié del receptor EP2 en models de dany
cerebral també s’ha observat que la seva estimulacié confereix proteccié neuronal en diferents
models in vitro de malalties neurodegeneratives, com sdn models cel-lulars de la malaltia de
Parkinson (276), de I'esclerosi lateral amiotrofica (277) i de la malaltia d’Alzheimer (278). En tots
aquests estudis, els efectes protectors deguts a I'estimulacié del receptor EP2 sén dependents
de 'activacié de la via AMPc/PKA (276-278). Tot i aix0, és important mencionar que també s’ha

descrit la implicacié del receptor EP2 en processos neurotoxics en models d’inflamacié cronica i
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neurodegeneratius (279,280). Aixi és que I'efecte de la senyalitzacid del receptor EP2 en la
viabilitat neuronal dependra del context dels estimuls i del grau de la resposta inflamatoria
versus la resposta protectora contra el dany excitotoxic especifics de cada desordre

neurodegeneratiu. Per aixo és interessant I'estudi de I'activacié del receptor EP2 en la MH.

L’as de ratolins KO per al gen del receptor EP2 o bé el seu silenciament amb ARNs
d’interferencia ha posat de manifest que la senyalitzacié de la PGE, té funcions cerebrals
inesperades, com per exemple el rol del receptor EP2 en I'aprenentatge, la formacié de memoria

i la plasticitat sinaptica dependent de I’hipocamp (281-283).

El receptor EP2 es troba localitzat en estructures presinpaptiques de neurones primaries
hipocampals (281). S’ha proposat que la PGE; és alliberada des del terminal postsinaptic i actua
activant els receptors presinaptics EP2. Per tant, la PGE; actuaria com un missatge retrograd ja
que facilitaria la senyalitzacié des del terminal postsinaptic cap al terminal adjacent presinaptic

en I"hipocamp (281).

Funcionalment s’ha observat que I'activacié del receptor EP2 per la PGE; augmenta la
densitat de les espines dendritiques a través d’'un mecanisme dependent dels receptors AMPA
(284,285). Endemés, ratolins deficients en I'expressié del receptor EP2 mostren pertorbacions
en la memoria, com problemes en la memoria espacial (282,283). Aquests ratolins també
presenten deficits cognitius significatius en la realitzacié de tests estandarditzats per a avaluar

les respostes a la por i a la memoria social (282).

Finalment, també s’ha demostrat que la PGE; esta implicada en la transmissié sinaptica
excitadora i la plasticitat a llarg termini gracies a diferents estudis electrofisiologics (270,281
283,286). S’ha descrit que la inhibicid de la COX-2 bloqueja la induccié de la LTP de la via
perforant del GD hipocampal i que aquest bloqueig és revertit quan s’administra exogenament
PGE; (270,286). Aquests resultats concorden amb els resultats dels ratolins deficients en el
receptor EP2 ja que aquests també mostren danys en la LTP (283). Aixi doncs, la senyalitzacié de
la via PGE,/EP2 sembla tenir un paper crucial en la LTP en la via perforant de I’hipocamp a través
de la senyalitzacio presinaptica del receptor EP2 i la conseqiient activacié de la PKA (281). Per
ultim, s’ha descrit que la deficiéncia en el receptor EP2 també provoca déficits en la LTD en les
sinapsis de les fibres col-laterals de Schaffer amb les cél-lules de la CA1 (282), corroborant encara

més el paper del receptor en la plasticitat hipocampal.
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6.2. Senyalitzacio cel-lular: Importancia de la via d’ERK5

6.2.1. Estructura i via de senyalitzacié d’ERK5

ERK5 és un dels ultims membres identificats de la familia de les MAPK i per aquesta raé
és una de les vies MAPK menys estudiada (287). ERK5 es localitza tant al nucli com al citoplasma
(288,289) i té una expressid ubiqua en molts teixits, mostrant alts nivells d’expressié en el SNC
(290,291). La seva senyalitzacié s’ha relacionat amb supervivéncia, proliferacié i diferenciacié

cel-lular i és activada per factors de creixement i estrés cel-lular (292,293).

Per a que ERKS5 s’activi és necessaria la seva fosforilacid en els residus Thr218 i Tyr220 per
part de la cinasa MEKS5, que al seu torn és activada per les cinases MEKK2, MEKK3. MEKS5 és la
Unica cinasa MAPK que activa ERK5 i ERK5 és I'Gnic substrat d’aquesta, per aquest motiu tota la

senyalitzacié i els efectes atribuits a aquesta estan relacionats amb ERK5 (294).

La proteina ERK5 conté un domini cinasa (localitzat a la seva regié N-terminal) i la seva
regid C-terminal compta amb una estructura i funcié uniques que la diferencien de la resta de
MAPK (figura 17). El domini cinasa d’ERK5 presenta una regié d’'unié a MEK5 i el motiu
d’activacio TEY (Treonina-Glutamina-Tirosina), que és molt similar al que presenta la proteina
ERK1/2. En la regié N-terminal ERK5, com moltes altres MAPK, també conté un domini
d’ancoratge que permet I'associacié amb diferents substrats. En canvi, 'extrem C-terminal
d’ERKS5 és una regid gran, fent que ERK5 tingui un pes dos vegades superior al de la majoria de
MAPK. En aquest extrem C-terminal ERK5 conté: (i) un motiu de localitzacié nuclear(295), (ii) un
domini d’interacciéo amb la proteina MEF2 (myocite enhancer factor 2)(296), (iii) dues regions
d’interaccio amb proteines amb dominis d’homologia Src 3 i (iv) un domini d’activacio
transcripcional. A més, aquest extrem regula I'activacid, I'autofosforilacié i la localitzacio

subcel-lular d’ERK5 (287-289).

Diferents estudis han demostrat que els dominis N i C terminals interaccionen fent que la
cinasa ERK5 estigui en un conformacié tancada. Quan la cinasa MEKS5 fosforila ERK5 aquesta
interaccid és interrompuda i ERK5 passa a estar en una conformacié oberta. La conformacid
oberta d’ERK5 promou la seva activacié i permet la seva translocacié al nucli (287-289,297). Un
cop ERKS es troba dins del nucli s’associa i fosforila molts factors de transcripcid i cinases com
la proteina ribosomal de 90 kDa S6 cinasa (90 kDa ribosomal S6 kinase, RSK), c-Fos, c-Myc, MEF2
entre altres (287-289,298).
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Figura 17. Estructura i dominis funcionals d’ERK5

La proteina ERK5 esta formada per 816 aas, amb un domini N-terminal cinasa i una cua C-terminal gran,
amb aproximadament 400 aas. L'extrem N-terminal conté un motiu de localitzacié citoplasmatica, el
domini cinasa i el domini d’ancoratge. El domini cinasa d’ERKS5 conté la regié d’unié a MEKS5 i el motiu de
fosforilacié TEY. La cua C-terminal esta composada per dos dominis rics en prolines (PR), PR1 i PR2, que
son dominis d’interacci6 amb proteines d’homologia Src 3. En 'extrem C-terminal també es troba el
domini d’unié al MEF2, el motiu de localitzacié nuclear i el domini d’activacié transcripcional. Figura
adaptada de Drew et al. 2012 i de Nithianandarajah et al. 2012 (288,289).

També s’ha descrit que ERK5 té la capacitat d’autofosforilar-se activant i regulant
directament la transcripcié genica a través del seu domini d’activacid transcripcional. Aquesta
capacitat directa d’activacid transcripcional és una habilitat Unica que no s’ha observat en cap

de les altres MAPK convencionals (297,299).

6.2.2. Implicacié d’ERK5 en les funcions neuronals

Com ja hem explicat anteriorment, I'activacié de la via d’ERK1/2 per factors de creixement
ha estat relacionada amb processos de supervivencia, diferenciacié i plasticitat neuronal
(234,300). Tot i aixo, molts d’aquests estudis es basen en I'Us dels inhibidors farmacologics de la
via d’ERK1/2, PD98059 i U0126, per estudiar el seu rol neuronal. Encara que préviament aquests
inhibidors s’havien considerat especifics de la via d’'ERK1/2, s’ha observat que també inhibeixen
MEKS5 inhibint també la via d’ERK5 (301-303). Aixo suggereix que ERK5 també pot estar
implicada en moltes de les funcions atribuides a la senyalitzacié d’ERK1/2. Per aquest motiu és

necessari estudiar meticulosament el seu rol neuronal.

Nombrosos estudis mostren que ERK5 és un facilitador de la supervivéncia neuronal en
resposta a factors neurotrofics (291,292,304-307). S’ha descrit que la via de senyalitzacié
d’ERK5 promou la supervivencia cel-lular activant I'expressio de gens prosupervivencia gracies a
I'activacié de la familia de factors de transcripcié MEF2 (291,304,305) i disminuint I'expressié de
gens proapoptotics a través de I'estimulacié de la via Akt i del factor de transcripcié CREB

(292,307).
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Un dels rols neuronals més estudiats de la via d’ERK5 és la seva implicacié en la
senyalitzacio retrograda de les neurotrofines. La senyalitzacio retrograda s’inicia quan els factors
neurotrofics s’uneixen als seus respectius receptors en els terminals nerviosos. Posteriorment
els receptors activats sén endocitats i transportats axonalment fins al cos cel-lular. Watson i
companys van descriure que les vies de senyalitzacié acivades per les neurotrofines en el
terminal axonal sén diferents de les que es generen després d’una activacio en el cos cel-lular
(292). Van mostrar que durant la senyalitzacié retrograda, els receptors de neurotrofines Trk
son endocitats i transportats fins al cos cel-lular on activen la proteina ERK5. Seguidament, ERK5
activa els gens de resposta retrograda, promovent I'activacié de les proteines CREB, MEF2 i
I’expressié de la proteina antiapototica bcl-w. D’aquesta manera ERK5 estimula la supervivéncia
neuronal (292,308). Contrariament, ERK1/2 que esta implicat en la generacié de respostes
després d’una activacid neurotrofica directa al cos cel-lular, no esta involucrat en la transmissio
de les senyals retrogrades (292,309). Per tant, la via d’ERK5 té una funcid uUnica i essencial en la

senyalitzacio retrograda de les neurotrofines.

Addicionalment, s’ha observat que ERK5 estimula la supervivéncia i proteccié neuronal
no solament quan és activat per factors neurotrofics sind que també és activat en situacions
neurotoxiques (310), d’estrés oxidatiu (306) i isquémiques (311). També s’ha relacionat
I'activacié d’ERK5 amb processos de diferenciacié de neurones corticals (291), neurones
dopaminergiques (312) i neurones gabaergiques (313). Recentment, el grup de Xia ha demostrat
usant diferents aproximacions genetiques que ERKS activa la neuronegénesi en I'hipocamp i el
bulb olfactori en ratolins adults millorant la memoria i la funcié olfactiva (314,315). A més,
també és important mencionar que s’ha mostrat que l'activitat d’ERK5 és requerida pel

creixement neuritic (316,317).

En conclusid, tots aquests resultats indiquen que la via de senyalitzacié d’ERK5 esta
relacionada amb processos de proliferacid, diferenciacio, supervivéncia i proteccié neuronal. Tot
i aixo, la seva implicacié en desordres del SNC no ha estat ampliament descrita. Un estudi
publicat I'any 2007 va mostrar I'alteracié de I'activitat d’ERK5 en I’hipocamp de subjectes
suicides (318). A més, recentment alguns estudis han relacionat I’alteracié d’ERK5 amb diferents
mecanismes alterats amb la malaltia d’Alzheimer. Aquests estudis han suggerit que la regulacié
d’ERK5 pot ser un mecanisme terapeutic potencial en el context de les malalties

neurodegeneratives (310,319,320).
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Per aquest motiu, és important la seva caracteritzacid i I'estudi de la seva implicacié en la
MH. A més, dos estudis rellevants on es descriu el rol de proteccié neuronal d’ERK1/2 associat
a la toxicitat induida per la httm en la MH es basen amb resultats obtinguts amb |'ds dels
inhibidors PD098059 i U0126 (228,235). Com ja ha estat citat, aquests inhibidors inhibeixen la
via d’ERK1/2 pero també I'activitat de la MEKS5 i per tant no és pot descartar el fet de que la via

d’ERKS5 no estigui implicada en funcions de proteccié neuronal en la MH.

6.3. Regulacid transcripcional: Paper de MEF2 en el SNC

6.3.1. Biologia de MEF2: estructura, expressio i regulacié

La familia de factors de transcripcié MEF2 és una familia ampliament conservada al llarg
de I'evolucié que s’expressa des de llevats fins a mamifers. Els vertebrats posseeixen quatres
gens (MEF2A-D) que codifiquen quatre isoformes proteiques de MEF2 (321). Aquesta familia de
factors de transcripcié va ser primerament identificada per Olson i companys I'any 1989 en el
teixit muscular. Es va observar que els factors de transcripcié MEF2 estaven enriquits en aquest
teixit. Addicionalment, també es va mostrar que tenien un paper clau ja que regulaven la

miogénesi i la morfogénesi de les cél-lules musculars (321,322).

Tot i aix0, rapidament es va observar que els factors de transcripcié MEF2 eren altament
expressats en cél-lules musculars pero també s’expressaven en alts nivells en neurones i en
baixos nivells en diferents tipus cel-lulars (321). Tant en el cervell en desenvolupament com en
el cervell adult, les quatre proteines MEF2 mostren patrons d’expressié diferencials pero que es
solapen entre ells. Els factors de transcripcié MEF2 sén expressats en tot el cervell adult, incloent
regions que estan implicades en la formacid de diferents tipus de memoria com sén |'escorga,

I"hipocamp, I'amigdala i I'estriat (323-325).

Tots els membres de la familia MEF2 presenten una estructura similar amb tres dominis
funcionals (figura 18). A I'extrem N-terminal de les proteines MEF2 es troba el domini MADS
(MCM1-Agamous-Deficiens-Serum response) i el domini MEF2. Aquests dos dominis estan
altament conservats en tots els membres de la familia. El domini MADS és el principal
responsable de la unié d’aquestes proteines amb els dominis d’ADN rics en seqiiencies A/T dels
gens diana de MEF2, mentre que el domini MEF2 regula I'afinitat d’'unié amb I’ADN i les
interaccions amb els cofactors. Les proteines MEF2 s’associen amb una alta varietat de cofactors
per a controlar especificament grups de gens diana. Finalment, a I'extrem C-terminal es troba el

domini d’activacid transcripcional (326,327).
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Figura 18. Estructura i dominis funcionals de MEF2

Tots els membres de la familia MEF2 posseeixen una estructura similar. A I'extrem N-terminal presenten
els dominis encarregats de la unié de la proteina amb I’ADN i de regular I'afinitat d’aquesta unié i la
dimeritzacio, els dominis MADS i MEF2, respectivament. La proteina també presenta una regio de clivatge
proteic per caspases. Finalment a la cua C-terminal es troba el domini d’activacio transcripcional. Figura
adaptada de Mckinsey et al. 2002 i Rashid et al. 2014 (326,328).

L'activitat transcripcional de MEF2 esta estretament regulada per diferents estimuls
extracel-lulars. En neurones, MEF2 pot ser activat per neurotrofines (305) i per vies de
senyalitzacié cel-lulars dependents de Ca?* (329). Per aquest motiu, MEF2 esta sotmés a un
complex programa de modificacions posttrasncripcionals, que inclou fosforilacions, acetilacions
i sumoilacions. Aquestes modificacions regulen molts processos relacionats amb la funcié de
MEF2 com sén: I'afinitat d’'unié amb I’ADN, I'associacié amb els cofactors transcripcionals, el
trafic nuclear i citoplasmatic i la seva degradacid per caspases. MEF2 esta regulat per diferents
cinases i fosfatases, entre les quals es troba, com ja ha estat detallat, la cinasa

ERK5(291,326,328).

Un altre mecanisme de regulacié important de I'activitat de MEF2 esta relacionat amb la
interacciéd amb les HDAC de la classe lla. Totes les HDAC de la classe Ila tenen un motiu conservat
de 17 aas en I'extrem N-terminal que serveix de motiu d’unié amb MEF2 (figura 19) (330-332).
De fet, I’associacio entre MEF2 i les HDAC de la classe lla es coneix com I’eix MEF2/HDAC classe
Ila (333,334). Aix0 és aixi perqué la majoria de funcions associades a les HDAC de la classe lla

estan relacionades i executades per MEF2.

Consistent amb el seu rol com a reguladors de MEF2 les HDAC de la classe lla s’expressen
predominantment al teixit muscular i al cervell, reproduint el patré d’expressié de MEF2 (335).
En una cél-lula no estimulada les HDAC de la classe lla s’associen a MEF2 i inhibeixen I'expressid
dels seus gens diana. En canvi, en resposta a I’activacio cel-lular pel Ca?*, I'associacié entre MEF2
i les HDAC de la classe lla es trenca. Aquest trencament és causat per la fosforilacié de les HDAC

de la classe lla, que provoca que aquestes siguin exportades al citoplasma. Permeten aixi la unio
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de MEF2 amb cofactors transcripcionals que activen I'expressié dels seus gens diana (figura 19)

(330,332,336).
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Figura 19. Regulacioé de I'activitat de MEF2

(A) En una cél-lula no estimulada, les HDACs de la classe lla, que reprimeixen I'expressio genica eliminant
grups acetils d’histones i de factors de transcripcid, s’associen amb MEF2. Sota aquestes condicions, MEF2
es troba fosforilat (P) i sumoilat (Su). La fosforilacio i la sumoilacié que presenta MEF2 com també
I’associacié amb les HDAC de la classe Ila promouen la repressid transcripcional dels gens diana de MEF2.
(B) En resposta a I'activitat sinaptica, dues vies independents convergeixen sobre MEF2 i produeixen un
augment en la seva activitat transcripcional. Per una banda, I'activacié de la cinasa dependent de
calci/calmodulina (Calcium/calmodulin-dependent protein Kinasa, CaMK) causa la fosforilacié de les
HDAC de la classe lla. La fosforilacio d’aquestes inicia la unié amb les proteines xaperones 14-3-3 i la seva
subseqient exportacio nuclear. Com a resultat, MEF2 pot interactuar amb enzims HAT, que acetilaran el
factor de transcripcid i també els seus gens diana. A més, I’activacid de la calcineurina (CaN), una fosfatasa
dependent de calci, defosforila MEF2 promovent la seva desumoilacid, contribuint a la seva acetilacid i
activacio transcripcional. Figura adaptada de Cohen et al., 2008 (336)

6.3.2. Paper de MEF2 en la supervivencia i la plasticitat sinaptica neuronal

Un gran nombre d’estudis han descrit que MEF2 és un factor fonamental per a la
supervivencia neuronal i té un paper antiapoptotic clau en neurones postmitotiques
(291,329,337,338). Diferents autors han postulat que el rol de MEF2 en la supervivéncia
neuronal és essencial per preservar la integritat del SNC (328,339). Més recentment, MEF2 ha
estat identificat com una proteina critica en processos de plasticitat sinaptica estructural i
funcional. La seva activitat ha estat relacionada en el control de la densitat de les espines
dendritiques, la sinaptogénesi i també en el creixement dendritic per se (340-342). A més,
diferents treballs també relacionen I'activacié de MEF2 com un component essencial en els
processos de plasticitat funcionals, implicant-lo en el control homeostatic de la plasticitat

sinaptica i dels circuits neuronals (323,342-344). Tots aquests processos son critics en el
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desenvolupament cerebral pero també en el control i el refinament dels circuits neuronals en el
cervell adult. En els Ultims anys diferents estudis usant diferents aproximacions genetiques han
demostrat que la desregulacié de I'activacié de MEF2 en I'hipocamp i I'escorca altera els
processos d’aprenentatge i memoria (345—-347). Aquests estudis assenyalen la implicacié de
MEF2 en aquests processos i I'afegeixen a la relativament curta llista de factors de transcripcid

gue regulen la formacié de la memoria.

L'experiencia sensorial genera activitat sinaptica que és critica per al correcte
desenvolupament dels circuits neurals. L’activitat sinaptica causa despolaritzacid de les
membranes i entrada de Ca® en les neurones, que al seu torn genera una gran varietat de canvis
cel-lulars que alteraran la connectivitat sinaptica. Una de les maneres en qué I'entrada de Ca?*
altera la remodelacidé de les sinapsis és a través de |’activacié genetica. L’activitat neuronal
regula un programa complex d’expressid genetica implicat en la connectivitat sinaptica que és
la base dels processos d’aprenentatge i memoria (336,348,349). Tot i aix0, la diversitat i la
complexitat d’aquest programa genetic regulat per activitat sinaptica no es coneix amb
exactitud. Exceptuant potser CREB, que la seva regulacid genetica neuronal ha estat
extensament estudiada i s’Tha demostrat que controla un gran nombre de gens implicats en la

funcié neuronal (350).

Per aix0, cal assenyalar la importancia del treball realitzat al laboratori de Flavell i publicat
I’any 2008. En aquest treball es fa un analisi exhaustiu del programa genetic controlat per MEF2
i es descriuen 182 gens dependents d’activitat sinaptica i regulats per MEF2. Entre aquests 182
gens s’inclouen la proteina regulada per activitat associada al citoesquelet (Activity-regulated
cytoskeleton-associated protein, Arc), la proteina homologa de Homer la (Homer protein
homolog 1a, HOMER1a) i el BDNF. Aquests 182 gens sén expressats principalment en el SNC i
estan implicats en un gran nombre de funcions que regulen multiples aspectes del
desenvolupament i la funcié del circuit neuronal. Els autors descriuen que MEF2 activa gens que
debiliten les sinapsis excitadores, pero curiosament també gens que reforcen aquestes sinapsis.
També observen que regula gens relacionats en la remodelacié de les sinapsis inhibidores i
I'alliberacié de vesicules presinaptiques. Per tant, tots aquests resultats suggereixen que en
resposta a l'activitat neuronal MEF2 indueix I'expressié d’un programa genétic que
probablement té un paper central en el desenvolupament, el refinament, la plasticitat i

I’homeostasi sinaptica (351).
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Addicionalment, dos grups independents han descrit I'’element genomic de resposta a
activitat sinaptica (Synaptic activity-responsive element, SARE). Aquest element controla
I'expressié de gens regulats per activitat neuronal i que conté llocs d’unid per als factors de
transcripcié CREB, MEF2 i el factor de resposta al serum (Serum response factor,SRF). Moltes de
les regions genetiques que contenen I’element SARE estan relacionades amb funcions neuronals
implicades amb processos sinaptics. Gens com ARC, HOMER1a i BDNF, entre d’altres, estan sota
la regulacié d’aquest element regulador. Els autors d’aquest treballs suggereixen que les
sequencies SARE sén responsables de la resposta coordinada dels factors de transcripcié CREB,

MEF2 i SRF per a transmetre la informacié des del compartiment postsinaptic al nucli (352—354).

La importancia de MEF2 en la regulacio i el desenvolupament dels circuits neuronals en
humans s’observa pel fet que mutacions en els gens de MEF2 com en els seus gens diana han
estat implicats en malalties com |'autisme, |'epilépsia i en la discapacitat intel-lectual
(349,355,356). També s’ha mostrat una disminucié dels nivells i de I'activitat de MEF2 en
humans i en models animals i cel-lulars en la malaltia neurodegenerativa de Parkinson i s’ha
indicat que pot ser una diana terapéutica potencial en aquesta malaltia (357,358). Endemés,
s’ha descrit que la proteina ataxina-1, causant del desordre neurodegeneratiu Ataxia
Espinocerebel-losa tipus 1 (Spinocerebellar ataxia type 1, SCA1), s’associa i segresta el factor de
transcripcié MEF2 a les IIN. Aixd comporta la repressidé transcripcional dels gens regulats per

MEF2, fet que contribueix a la neurotoxicitat i la neurodegeneracié induida per I'ataxina-1 (331).

En conclusid, és molt important seguir investigant per comprendre totalment el rol
funcional de MEF2 en el manteniment i formacid dels circuits neuronals en I'adult com també

el seu paper i la seva implicacio en els desordres dels SNC.
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-V6s serieu capag de donar la vida per una idea?
-No. M’estimaria més de trobar una idea que em salvés la vida.

Pere Calders






Il. Hipotesi i Objectius

Un dels punts centrals en la recerca de la MH és I'estudi d’alteracions moleculars per a
poder trobar nous candidats terapéutics que puguin aturar o atenuar la inexorable progressio
de la malaltia. L'expressié de la httm promou l'activacié complexa de diferents mecanismes
cel-lulars, involucrant receptors, proteines cinases i factors de transcripcié entre d’altres, que
causen disfuncidé i mort neuronal i que generen els simptomes motors, cognitius i psiquiatrics.
Per tal d’oferir possibles dianes terapéutiques que permetin el desenvolupament de farmacs,
en aquesta tesi hem volgut estudiar la implicacié en la MH de tres proteines que pertanyen als
tres nivells cel-lulars abans esmentats. També hem analitzat la possible relacié d’aquestes
proteines amb els deficits motors i cognitius associats a la vulnerabilitat estriatal i a la disfuncié

hipocampal respectivament.

Hipotesi:

La hipotesi del present treball és que alteracions en el receptor EP2, |la cinasa ERK5 i el factor de
transcripcié MEF2 en l'estriat o en I'hipocamp de la MH tenen un paper rellevant en els
processos patofisiologics de la MH i representen noves dianes terapeutiques per a tractar els

deficits cognitius o motors caracteristics de la MH.

Objectius:

Per tal de comprovar la validesa de la hipotesi, es plantegen els seglients objectius en aquesta

tesi:

1. Analitzar el paper del receptor EP2 en els déficits trofics, sinaptics i cognitius en la funcid

hipocampal en els ratolins R6/1 models de la MH.

2. Estudiar la via de senyalitzacié de la cinasa ERK5 i la seva contribucid en la regulacio trofica

en la MH.

3. Caracteritzar el possible rol del factor de transcripcié MEF2 en els déficits transcripcionals,

cel-lulars i cognitius dependents de I’hipocamp en la MH.
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Un irlandés es troba en una habitacio fosca. A les palpentes, busca el
quinqué. El troba, I'encén amb un misto i veu que a la paret del davant hi ha una
altra porta. S’afanya a traspassar-la i tancar-la rere seu, oblidant el quinqué,
per comprovar que torna a ser en una altra habitacio sense llum. La historia pot
repetir-se fins a l'infinit, amb el tossut irlandeés buscant quinqués i encenent-los,
traspassant portes i tancant-les, oblidant el quinqué, sempre endavant, sempre
cap a una nova foscor. Finalment l'irlandeés tossut es troba en una habitacio
sense portes, ensarronat com una rata. Sap qué diu? “Gracies a déu, era el meu

ultim misto.”

Albert Sdnchez Pinol. La pell freda







I1l. Materials i metodes

1. Models Murins de la MH

Per al desenvolupament dels objectius d’aquesta tesi van ser usats dos models diferents

de ratolins mascles de la MH, els ratolins transgénics R6/1 i els ratolins KI Hdh1¥/at1t,

Els ratolins R6/1 van ser proveits inicialment pel laboratori Jackson (Bar Harbor, ME, USA)
i mantinguts després de successius creuaments amb el fons genétic B6CBA. La colonia de R6/1
usada en els processos experimentals expressa I'exd 1 N-terminal de la httm humana amb 145
repeticions (125). Com a animals controls d’aquesta colonia s’han usat animals Wild Type (WT)

de la mateixa soca.

Els ratolins Hdh®*/Q11 hresenten una insercié de 109 repeticions CAG en homozigosis en
el gen de la htt que estén el tram poliQ d’aquesta a 111 residus. Aquest ratolins KI Hdhtt/at1t
van ser creuats amb ratolins KI Hdh®/%7 | que presenten 7 repeticions CAG en el gen de la htt.
Aixi es van obtenir els ratolins heterozigots Hdh®/!! que sén els que es van usar en la
realitzacié aquesta tesi. Com a animals controls van ser usats els ratolins K| Hdh?/? ja que no
presenten fenotip de la MH. Tots aquest ratolins han estat mantinguts amb un fons genetic

C57BL/6.

Els ratolins han estat estabulats a la Unitat d’Experimentacié Animal de la Facultat de
Medicina de la Universitat de Barcelona. Els ratolins s’"han mantingut sota cicles de llum/foscor
de 12 h amb accés a aigua i menjar ad libitum. La temperatura de les habitacions és manté

controlada entre 20i 24°C i amb una humitat entre el 30 i el 70%.

La comprovacié del genotip de tots els animals usats es va fer per PCR. Cada ratoli ha

estat marcat amb microxips numerics que permeten la identificaciéo gendmica de cada animal.

Tots els procediments han estat aprovats pel comite local de benestar animal de la
Universitat de Barcelona, seguint les directrius de la legislacié catalana (Decret 214/1997),

espanyola (RD 53/2013) i europea (Directiva 2010/63/EU) vigent.

2. Teixit cerebral post mortem

Les mostres humanes de putamen (6 controls i 4 pacients de la MH) van ser proveides del
Banc de Teixits Neurologics pel Biobanc-Hospital Clinic-IDIBAPS, Barcelona (NTB-Biobanc-HC-

IDIBAPS) seguint les pautes generals dels comites étics locals (taula 2). Totes les directives
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contingudes en l'dltima Declaracié de Helsinki van ser tingudes en consideracid, i tots els

subjectes estudiats van firmar un informe de consentiment.

Taula 2. Mostres humanes post mortem del putamen de pacients de la MH

Cas N° Diagnosi Patologica Repeticions CAG Génere Edat
1 Normal Femeni 81
2 Normal Masculi 31
3 Normal Femeni 68
4 Normal Masculi 56
5 Normal Masculi 64
6 MH, Grau de Vonsattel 4 62 Femeni 28
7 MH, Grau de Vonsattel 4 44 Masculi 59
8 MH, Grau de Vonsattel 4 43 Masculi 60
9 MH, Grau de Vonsattel 3-4 - Masculi 55
10 MH, Grau de Vonsattel 3 45 Masculi 53
11 MH, Grau de Vonsattel 1 40 Masculi 73

3. Cultius Cel-lulars: Linia estriatal STHdh

En la realitzacié experimental d’aquesta tesi va ser usada una linia condicional cel-lular
immortalitzada de progenitors neuronals estriatals (STHdh). Es van usar les cel-lules control WT
STHAhY/¥j |es cél-lules mutants STHdh®1YQ que expressen la htt amb 7 glutamines i la httm
amb 111 glutamines, respectivament. També ens hi referim com a cél-lules estriatals WT i K,

respectivament.

Aquesta linia cel-lular va ser generada aillant els precursors estriatals de ratolins Hdh®/?
i HIhQ1/Q11t gegyidament, els precursors estriatals van ser immortalitzats amb ’antigen SV40
LargeT antigen que conté les mutacions sensibles a la temperatura tsA58/U19 i el gen de
resistencia a la Neomicina. Les cél-lules es van mantenir a 33°C en el medi de cultiu Dulbecco’s

modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Sant Louise, MO, USA).

4. Cultius Primaris Hipocampals i estriatals

Els cultius primaris hipocampals i estriatals van ser preparats a partir de la disseccio

d’estriats i d’hipocamps d’embrions a dia embrionari 18 que provenien de creuaments entre
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animals WT i R6/1. El genotipatge es va realitzar mitjancant analisi per PCR de la cua de cada

embrid.

Les plaques de cultiu van ser pretractades 24 hores abans de sembrar les neurones amb
0,1 mg/ml de poli-D-Lisina (Sigma-Aldrich, Sant Louise, MO, USA). Les cel-lules embrionaries
hipocampals i estriatals es van sembrar a una densitat de 400.000 neurones en plaques de
cultius de 60 mm (per a analisis bioquimics) i a una densitat de 50.000 neurones/pou en plaques
de 24 pous amb cobreobjectes (per a analisis d'immunofluorescencia). El medi utilitzat per
cultivar les neurones va ser el medi Neurobasal (Gibco-BRL, Renfrewshire, Scotland, UK)
suplementat amb B-27 (Gibco-BRL, Renfrewshire, Scotland, UK) i Glutamax (Gibco-BRL,
Renfrewshire, Scotland, UK). Al finalitzar el cultiu, les plaques de cutliu es van transferir a un
incubador a 37 °C en una atmosfera humidificada i amb un contingut del 5% de CO; fins a dia in

vitro (DIV) 10.

5. Plasmidis

El constructes per a sobeexpressar ERK5 van ser amablement cedits pel Dr. Lizcano de la
Universitat Autonoma de Barcelona. Aquest plasmidi expressa el gen bacteria de resisténcia a la
Kanamicina i la proteina ERK5 fusionada amb la proteina de fluorescencia verda (green

fluorescent protein, GFP).

5.1. Transformacio i amplificacié de I’ADN plasmidic

Per a expandir els plasmidis, es van usar cel-lules competents bacterianes d’E. Coli
(Subcloning Efficiency™ DH5a™ Competent Cells, Invitrogen, Varlsbad, CA, USA). Aquestes
cél-lules van ser transformades per xoc termic. Es van afegir 250 ng dels plasmidis a 50 pl de les
cél-lules competents i es van incubar durant 15 minuts amb gel. Per tal que es generés la
transformacid, la mescla va ser incubada durant 1,5 minuts a 42 °C i rapidament és van tornar a

incubar en gel durant 2 minuts.

Després de realitzar el xoc térmic, es va procedir al creixement de les cel-lules competents
d’E.Coli. Amb aquest objectiu, es va afegir medi LB (Lysogeny broth media; 800 pl) a les cél-lules
competents amb el ADN plasmidic i es va deixar incubar durant 1 hora a 37 °C a 250 rpm.
Finalment, 200 ul de les cél-lules transformades en creixement es van sembrar en una placa
d’agar amb 30 pg/ml de Kanamicina o bé 50 pg/ml d’Ampicil-lina. Les colonies es van deixar

créixer durant tota la nit a 37 °C. El dia seglient es va agafar una colonia bacteriana aillada de la
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placa d’agar i es va deixar créixer en 200 ml LB en una dilucié 1:1000 de I'antibiotic adequat a

37 °C en agitacid durant tota la nit.

A continuacié es va procedir a aillar ’ADN plasmidic. L'aillament es va realitzar amb 5 ml
del cultiu bacteria usant el kit de purificaci6 d’ADN de Minipreps i Maxipreps de Promega

(Wizard Plus SV, Madison, WI, USA), amb el protocol indicat pel fabricant.
5.2. Transfeccio dels plasmidis

El procediment de transfeccid es va realitzar usant Lipofectamina 3000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) seguint les instruccions del fabricant. Les cél-lules STHdh @/Q7 j STHdh Qttt/aiit

amb una confluéncia del 50% van ser transfectades 24 hores després de ser sembrades.

Les cél-lules transfectades amb els plasmidis ERK5 van ser lisades 48 hores després de la

transfeccio.

6. Tractaments farmacologics

El model animal R6/1, aixi com els diferents tipus cel-lulars usats en la tesi, van ser tractats
amb diferents compostos farmacologics i amb diferents paradigmes temporals depenent del

disseny experimental.

6.1. Tractaments amb Misoprostol

Per a 'estudi del rol del receptor EP2 en la MH va ser usat el compost farmacologic

Misoprostol, que és un agonista especific d’aquest receptor.

Per tal de concretar si la concentracié administrada de misoprostol produeix un efecte a
nivell cerebral, es va realitzar una sola injeccié per via intraperitoneal (i.p.) amb vehicle
(Phosphate Buffer Saline, PBS) o Misoprostol (50 o 500 ug/kg) (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA) a animals WT de 10 setmanes d’edat. Es van usar quatre animals per a cada grup,
que van ser sacrificats per dislocacid cervical una hora després de ser tractats i posteriorment

es va extreure rapidament i en fred diferents regions del cervell.

Per a realitzar els analisis conductuals es va realitzar un tractament cronic implantant i.p.
en animals WT i R6/1 de 14 setmanes d’edat una bomba osmotica (model 1004; Alzet, Palo Alto,
CA, USA) per tal d’alliberar misoprostol de manera regular. Els animals van ser profundament

anestesiats amb pentobarbital (60mg/ kg) per a poder realitzar la cirurgia i.p. d'implantacié de
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la bomba. Es van implantar bombes que contenien vehicle (PBS) o el Misoprostol per ser infosos
a una velocitat de 0,11 pl/hora durant 28 dies. Aquest index d’infusié equival a una dosi de 50

ug/kg/dia. Es van utilitzar entre 10 i 15 animals per a cada condicid.

Per als analisis morfologics de les neurites, els cultius primaris hipocampals WT i R6/1 es
van tractar a DIV 3 amb 1, 10 i 50 uM de Misoprostol, i es va utilitzar el PBS com a vehicle. Un
tractament de 10 ng/ml del BDNF (Peprotech EC Ltd., London, UK) va ser utilitzat com a control
positiu. Els cultius van ser fixats per a iniciar el protocol d’'immunofluorescéncia 7 dies després

del tractament, a DIV 10.

Per a estudiar els nivells del BDNF, els cultius primaris de neurones hipocampals
provinents d’embrions WT i R6/1 van ser tractats amb PBS o Misoprostol (10 uM). En aquest cas
els cultius també es van tractar a DIV 3 pero, van ser lisats 24 hores o 7 dies després del

tractament.

6.2. Tractaments amb BML-210

Per a estudiar la implicacié de MEF2 en la MH, es va inhibir la interaccié entre MEF2 i les
HDAC de la classe Ila com a aproximacié farmacologica. El compost BML-210 va ser usat amb

aquest objectiu, ja que es un inhibidor d’aquesta interaccio (359).

Per a dur a terme els analisis conductuals, es va realitzar un tractament amb animals WT
i R6/1 de 15 setmanes d’edat que van ser injectats per via i.p. una vegada al dia amb 150
mg/kg/dia de BML-210 (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) durant tres dies. Com a
vehicle es va injectar per via i.p. sulfoxid de dimetil (DMSO) una vegada el dia durant tres dies.
Els ratolins es van sacrificar per dislocacié cervical immediatament després de la realitzacié del
test conductual corresponent, I'tltim dia de tractament. Després del sacrifici I'estriat, 'escorga

i I’lhipocamp van ser extrets rapidament. Es van utilitzar entre 10 15 animals per a cada condicio.

Per als analisis morfologics de les neurites, els cultius primaris hipocampals WT i R6/1 es
van tractar a DIV 7. Els cultius van ser tractats amb 10 uM de BML-210 o amb 10 ng/ml de BDNF.
L’adicié de DMSO en el medi de cultiu va ser utilitzat com a vehicle. Posteriorment, els cultius

van ser fixats a DIV 10 per a iniciar el protocol d'immunofluorescéencia.

6.3. Tractaments amb zVAD

Per a I'estudi del clivatge de MEF2 per caspases els cultius primaris hipocampals WT i R6/1

de DIV 9 es van tractar amb 50 uM de zVAD-FMK (Z-Val-Ala-Asp-Fluoromethylketone) (Enzo Life
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Sciences, Farmingdale, NY, USA), un paninhibidor de les caspases. L’adicié de DMSO en el medi
de cultiu va ser utilitzat com a vehicle. Els cultius es van tractar durant un periode de 17 hores i

després van ser lisats a DIV 10 per a realitzar I'extraccié proteica.

7. Analisi conductual

Per a I'analisi conductual dels ratolins es van realitzar diferents paradigmes conductuals

per analitzar diferents trets en els diferents estudis.

7.1. Fentotip neuronal i estat general dels ratolins: clasping i pes

El clasping és una caracteristica tipica dels models animals de la MH, que es caracteritza
per la retraccid de les extremitats quan I'animal esta suspes en l'aire. Avalua el fenotip
neurologic de I'animal (360,361). Per valorar el clasping els ratolins van ser aixecats per la cua i
mantinguts suspesos a l'aire durant 1 minut. Durant aquest temps s’observa si els ratolins
retreuen les extremitats cap al cos. Els ratolins van ser puntuats seguint aquest criteri: 0= no
retraccio de cap pota, 1=retraccié de dues potes, 2= retraccio totes les potes. El clasping va ser
mesurat setmanalment en animals R6/1 tractats amb Misoprostol des de les 12 a les 18

setmanes d’edat.

També es va realitzar un control setmanal del pes dels animals WT i R6/1, tractats o no

amb el Misoprostol, per tal d’obtenir un valor de I'estat general dels ratolins.

7.1.1. Proves conductuals motores: test del cilindre rotatori

Es van realitzar proves conductuals motores en ratolins WT i R6/1 tractats amb vehicle i

Misoprostol.

El test del cilindre rotatori amb acceleracié (Accelerating rotarod test) es va realitzar per
avaluar I'aprenentatge i la coordinacié motora. Els ratolins van ser col-locats en un cilindre
motoritzat de 30 mm de diametre. La velocitat de rotacid es va anar augmentant gradualment
durant 5 minuts des de 4 rpm fins a 40 rpm i es va registrar el temps de laténcia. El temps de
laténcia esta definit per ser el temps que els ratolins aguanten damunt del cilindre rotatori fins
qgue no poden mantenir-se degut a I'augment de velocitat i cauen. L'entrenament i el test de
I'accelerating rotarod es va realitzar quatre vegades per dia durant quatre dies consecutius a les

17 setmanes d’edat.
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7.2. Proves conductuals de memoria i aprenentatge

Les proves conductuals de memoria i aprenentatge es van realitzar a les 15-16 setmanes
d’edat en els animals tractats amb vehicle i BML-210 i a 17 setmanes d’edat als ratolins tractats

amb vehicle i Misoprostol.

7.2.1. Test de reconeixement d’objectes nous

El test de reconeixement d’objectes nous (Novel object recognition test, NORT) es va dur

a terme per avaluar la memoria de reconeixement.

Per a realitzar el test es va usar un camp obert que consisteix en un espai tancat quadrat
de 40 cm d’ample i 35 cm d’alt. Aquest test es divideix en tres fases: habituacio, entrenament i
test propiament dit. La fase d’habituacié va durar dos dies, els ratolins van ser habituats al camp
obert en abséncia d’objectes durant 10 minuts/dia. El tercer dia es va iniciar la fase
d’entrenament. Durant aquesta fase els ratolins van ser col-locats al camp obert amb dos
objectes idéntics (condicié A i A’) durant 10 minuts. 24 hores després de la fase d’entrenament
es va realitzar el test, i els animals es van tornar a col-locar al camp obert amb un objecte familiar
(A) i un objecte nou (B) durant 5 minuts. Durant la realitzacié de I'experiment les condicions

luminiques van ser controlades mantenint una il-luminacié constant de 20 lux al centre.

Per a avaluar l'assoliment de la memoria a llarg termini es va mesurar el temps de
preferéncia de cada objecte que es calcula amb la formula seglient: temps d’exploracié de cada

objecte x 100 / temps d’exploracio total.

7.2.2. Test de localitzacié d’objectes nous

El test de localitzacié d’objectes nous (Novel object location test, NOLT) es va dur a terme

per avaluar la memoria espacial a llarg termini dels ratolins.

Per a realitzar el test es va usar com a camp obert el mateix espai que s’havia usat en el
NORT. Igual que en el NORT, el NOLT també es divideix en tres fases: habituacid, entrenament i
test propiament dit. Durant la fase d’habituacid, els ratolins van ser col-locats al camp obert en
abséncia d’objectes durant 10 minuts. Aquest procés es va realitzar dues vegades el primer dia,
una pel matiil’alta per la tarda. El segon dia es va iniciar la fase d’entrenament: durant aquesta
fase els ratolins van ser col-locats al camp obert amb dos objectes idéntics situats en dos
localitzacions (localitzacid a i a’) durant 10 minuts. 24 hores després de la fase d’entrenament,

es va realitzar el test, els animals es van tornar a col-locar al camp obert amb un objecte en una
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localitzacié coneguda (a) i un objecte en una localitzacié nova (b) durant 5 minuts. Durant la
realitzacié de I'experiment les condicions luminiques van ser controlades mantenint una

il-luminacio constant de 20 lux al centre.

Per a avaluar I'assoliment de la memoria a llarg termini es va mesurar el temps de
preferéncia de cada objecte, que es calcula amb la formula seglient: temps d’exploracié de cada
objecte x 100 / temps d’exploracié total. També es va mesurar I'index de reconeixement que es
calcula amb la formula seglient: temps d’exploracié de la localitzacid nova x 100/ temps

d’exploracié total.

7.2.3. Prova d’alternacié espontania del laberinten T

La prova d’alternacié espontania del laberint en T (T-maze spontaneous alternation task,

T-SAT) va ser usada per analitzar I'aprenentatge i la memoria espacial.

L'aparell usat per a dur a terme aquest test consisteix en una plataforma de tres bracos,
dos dels quals estan situats a 180° I'un de I'altre. El tercer brag, que és el brag central de 1a T,
esta situat a 90° dels altres dos. Els tres bracos tenen una llargaria de 45 cm i una amplitud de 8
cm i estan envoltats per unes parets de 20 cm d’alcada. En I'entrada dels dos bracos situats a
180° hi ha dues portes identiques amb forma de guillotina. Durant la realitzacié de la prova

aquesta plataforma va estar ubicada a 60 cm del terra.

Durant la fase d’entrenament, un dels dos bragos estava tancat (brag nou) i els ratolins
van ser col-locats en el brag central de la T i van poder explorar aquest brag i el que estava obert
(brag conegut) durant 10 minuts. Per a avaluar la memoria a llarg termini, després de 5 hores es
va realitzar el test propiament dit. Amb aquest objectiu, es van col-locar els ratolins en el brag
central de la T i se’ls va deixar explorar lliurement els tres bracos durant 5 minuts. Durant la
realitzacié de I’experiment, les condicions luminiques van ser controlades mantenint una

il-luminacié constant de 20 lux al centre.

Per a avaluar l'assoliment de la memoria a llarg termini es va mesurar el temps de
preferéncia de cada brag, que es calcula amb la formula seglient: temps d’exploracié de cada

brag x 100 / temps d’exploracié total.
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8. Extraccid proteica

Les mostres biologiques van ser processades per a obtenir la fraccié proteica. Cada tipus

de mostra va ser processada seguint un protocol concret que es detalla a continuacié.

Per tal d’obtenir la fraccid proteica, els ratolins es van sacrificar per dislocacié cervical en
edats diferents. El cervell va ser rapidament extret en fred i es va realitzar la disseccié de I'estriat,
I’escorca i I'hipocamp. Les mostres de teixit huma, com ja s’ha indicat, van ser cedides pel

Biobanc-Hospital Clinic-IDIBAPS.

Tant les mostres de ratolins com les humanes van ser homogeneitzades per sonicacié en
una solucié amortidora (Buffer) de lisi preparat amb: 1% Trité X-100, 10% Glicerol, 50 mM Tris-
HCI pH7.5, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl. Posteriorment aquest buffer de lisi va ser suplementat
amb els inhibidors de proteases i fosfatases segtients: 2mM PMSF, 10 pug/ml Aprotinina,1 pg/ml
Leupeptina, 2mM NazVO4 i 100 mM NaF.

Les cél-lules STHAh®/?j |es cél-lules STHdh Q111/Q11t yan ser rentades un cop amb PBS.
Seguidament, es va utilitzar el mateix buffer de lisi descrit anteriorment i es va afegir a la placa

cel-lular. Les cél-lules van ser dissociades mecanicament amb un rascador de cél-lules.

Per a I'obtencié de ’homogenat proteic dels cultius primaris el procediment seguit va ser
el mateix que el que ha estat explicat per a les cel-lules STHdh. L’Unica diferencia va ser el buffer
de lisi emprat. El buffer de lisi usat per a I'extraccié proteica dels cultius primaris conté: 1% NP-
40, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl. Posteriorment en aquest buffer de lisi es
van afegir els inhibidors de proteases i fosfatases segtients: 2mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinina,1

ug/ml Leupeptina, 2mM NazVO, i 100 mM NaF.

Tots els lisats van ser centrifugats a 16,100 x g durant 15 minuts a 4°C i el liquid
sobrenedant recollit. La concentracid proteica va ser determinada usant el kit d’assaig proteic

Dc (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA).

9. Immunoblot de proteines (Western blot)

Les mostres utilitzades per a I’electroforesi es van preparar amb 15 pg d’extracte proteic
i buffer de carrega composat per: 62,5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% (w/v) SDS, 10% Glicerol, 140 mM
B-Mercaptoetanol i 0,1% (w/v) blau de Bromofenol. Per tal de desnaturalitzar completament les

proteines les mostres van ser incubades a 100°C durant 5 minuts.
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Amb la finalitat de separar les proteines en funcié del seu pes molecular, s’han utilitzat
gels de SDS i poliacrilamida en condicions desnaturalitzants (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) seguint el métode de Laemmli (LAEMMLI 1970).
Les mostres van ser carregades en gels de diferents concentracions de poliacrilamida en funcié
del pes de la proteina que s’havia de detectar. Per a la migracid de les proteines va ser fixat un

amperatge constant de 35 mA durant aproximadament una hora.

Seguidament les proteines van ser transferides a membranes de nitrocel-lulosa
(Whatman Schleicher&Schuell; Dassel, Germany). La transferéncia es va realitzar fixant un

voltatge constant de 90V durant 1,5 hores a 4°C per a evitat un escalfament excessiu.

Un cop les membranes van ser transferides a la membrana de nitrocel-lulosa, les
membranes es van bloquejar amb un buffer de bloqueig durant una hora. Aquest buffer va ser
preparat amb un 5% de Sérum d’albumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich (Sant Louise, MO, USA))
i un 5% de Llet desnatada en una solucié de TBS-T (Tris Buffer Saline-Tween; 50 mM Tris-HClI,
150 mM NaCl pH 7.4, 0,05% Tween 20). Després del bloqueig les membranes van ser rentades
tres cops amb TBS-T i incubades tota la nit amb I'anticos primari corresponent diluit en TBS-T,
0,1% BSA, 0,02% Azida sodica. En la taula seglient (taula 3) es resumeixen els anticossos usats

en aquesta tesi.

Taula 3. Anticossos primaris per a Western BlLot

Pes .
Antigen Molecular E:z::;e Dilucié Casa comercial
(kDa)

Arc 55 Mouse 1:1000 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
BDNF 14 Rabbit  1:1000 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
Caspasa 3 17,19,35 Rabbit 1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)
Caspasa 3 Clevada 17,19 Rabbit  1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)
CBP 265 Rabbit  1:1000 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
ERK1/2 42-44 Mouse 1:1000 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)
ERK5 115 Rabbit  1:1000 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)
GFAP 50 Rabbit  1:2000 DAKO (Santa Clara, CA, USA)
HDAC4 140 Rabbit  1:1000 Abcam (Cambridge, UK)
htt (181-810 aa) 350 Mouse 1:1000 Merk Millipore (Billerica, MA, USA)
httm (clone mEM48) 350 Mouse 1:1000 Merk Millipore (Billerica, MA, USA)
IBA1 17 Rabbit  1:1000 Wako Chemicals USA (Richmond, VA, USA)
IL6 25 Mouse 1.1000 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
MEF2 40-65 Rabbit 1:200 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

Pagina 86



Pes
Antigen Molecular
(kDa)

MEF2C 50-60
MEKS 42
pCREB (Ser 133) 43
F‘IFthg)/ZZ/TyrZOM 42-44
?‘IFthlzsls/TyrZZO) 115
pPMEF2C (Ser387) 45
pMEKS5 2
(Ser311/Thr315)
PSD95 95
Substrats de pKA
Synaptophysin 45
TNFa 17126
a-Actina 45
a-Tubulin 55

Espécie
hoste
Rabbit
Rabbit
Rabbit

Rabbit

Rabbit
Rabbit
Rabbit

Rabbit
Rabbit
Rabbit
Mouse
Mouse

Mouse

Dilucié

1:1000
1:1000
1.1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:2000
1.1000
1:1000
1.1000
1:2000
1:2000
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Casa comercial

Cell Signaling (Beverly, MA, USA)
Enzo Life Sciences (Farmingdale, NY, USA)

Merk Millipore (Billerica, MA, USA)

Cell Signaling (Beverly, MA, USA)

Cell Signaling (Beverly, MA, USA)
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)
Abcam (Cambridge, UK)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Cell Signaling (Beverly, MA, USA)

Abcam (Cambridge, UK)

Abcam (Cambridge, UK)

MP Biomedicals (Aurora, OH, USA) Lamin

Sigma-Aldrich (Sant Louise, MO, USA)

Després de la incubacié amb I'anticos primari, les membranes van ser rentades tres cops

amb TBS-T i incubades durant una hora a temperatura ambient amb I'anticos secundari adequat

conjugat amb peroxidasa (HRP, Horseradish peroxidase) diluit en TBS-T, 1% BSA (taula 4).

Taula 4. Anticossos secundaris per a Western BLot

Anticos secundari

Anti-Mouse 1gG
Anti-Rabbit 1gG

Dilucio

1:2000
1:2000

Casa comercial

Promega (Madison, WI, USA)
Promega (Madison, WI, USA)

Finalment les membranes van ser rentades tres cops més amb TBS-T i incubades amb el

reactiu Luminol (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). La reaccid final va ser

visualitzada i fixada exposant la membrana sobre films fotografics (Fujifilm Holdings Corp.,

Tokyo, Japan). Aquests films es van escanejar i les densitometries van ser quantificades usant la

versio 3.0 del programa GelPro.

Per poder realitzar el control de carrega proteica, les membranes van ser incubades

durant 15 minuts contra les proteines a-tubulina i a-actina (taula 3).
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10. Immunoprecipitacio de proteines (IP)

El teixit va ser homogeneitzat mecanicament, primer amb una punta de pipeta d’1ml i
després amb una xeringa d’insulina (Becton and Dickinson Medical, Franklin Lakes, NJ, USA). La
homogeneitzacié es va realitzar amb buffer d’IP preparat amb 40 mM HEPES pH 7,5, 150 mM
NaCl, 10 nM NasP,07, 10 mM CsH;Na,06P, 1mM EDTA i 0,3% CHAPS. Aquest buffer d’IP va ser
suplementat amb els seglients inhibidors de proteases i fosfatases: 1mM NasVOs, 2,5 mM NaF,
2 mM PMSF i 1:10:000 coctel d’inhibidors de proteases (Life Science Merck, Darmstadt,
Germany). Un cop finalitzada ’homogeneitzacid, es va centrifugar a 16,100 x g a 4°C durant 15

minuts. El sobrenedant es va recollir i la concentracié proteica va ser determinada.

Una quantitat de 200 ug de proteina va ser diluida en 300 ul de buffer d’IP suplementat
amb els inhibidors de proteases i fosfatases. A aquesta mescla se I’hi van afegir els anticossos
anti-htt corresponents en una dilucié 1:40 (MAB2166 o EM48, Massachusetts, CA, USA). Per a
tenir controls negatius, no es va posar anticos primari en aquest pas i en canvi es va posar 1ul
d’immunoglobulina G (IgG) (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., PA, USA).

Seguidament, ho vam deixar incubant tota la nit a 4°C en agitacio rotatoria.

A continuacié, la mescla incubada tota la nit amb els anticossos primaris va ser
suplementada amb 30 pl de Proteina A Sefarosa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

i es va tornar a deixar incubat tota la nit a 4°C en agitacio rotatoria.

El dia seglient es va procedir a la IP precipitacio per se. Els immunocomplexos formats van
ser recollits per centrifugacid. La mescla es va centrifufar a 3400 x g i el pellet va ser rentat tres
cops consecutius amb buffer d’IP. Després d’aquests tres rentats, es va realitzar un ultim rentat

amb buffer de Rentat preparat amb: 50 mM HEPES pH 7,5, 40 mM NaCl i 2mM EDTA.

Per acabar, els immunocomplexos van ser desnaturalitzats bullint les mostres a 100°C
durant 7 minuts amb el mateix buffer de carrega usat en el Western Blot: 62,5mM Tris-HCI pH
6.8, 2% (w/v) SDS, 10% Glicerol, 140mM B-Mercaptoetanol i 0,1% (w/v) Blau de bromofenol.
Finalment, els immunocomplexos van ser analitzats usant el protocol de Western Blot, descrit

en I'apartat anterior.
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11. Analisi d’expressio

11.1. Extraccio d’ARN

L’ARN va ser extret i aillat de les cél-lules estriatals STHdh®/?7 j STHdh®!11/111 j de |'estriat
i 'hipocamp d’animals WT i R6/1 de diferents edats. Aquesta extraccid es va realitzar amb el Kit
d’aillament d’ARN Nucleospin RNA Il (Macherey-Nagel, Diren, Germany) seguint les indicacions
del fabricant. Breument, després de la lisi cel-lular, les mostres biologiques es van fer passar per
columnes d’aillament i 'ARN es va unir al filtre de les columnes. L'ADN contaminant va ser
eliminat mitjangant una digestié de 15 minuts a temperatura ambient. Els filtres es van netejar
diverses vegades i I’ARN resultant es va eluir amb H,0 lliure de Ribonucleases. La concentracié
d’ARN aillat es va quantificar amb I'espectofotometre Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA).

11.2. Transcripcid inversa

Una quantitat de 500 ng d’ARN purificat va ser transcrit inversament usant el Kit
PrimeScript RT (Perfect Real Time, Takara Biotechnology Inc., Kusatsu, Shiga, Japan). La sintesi
de 'ADNc es va realitzar en un volum de 20 pl d’acord amb les indicacions del fabricant. El
programa utilitzat consistia en un cicle a 37°C durant 15 minuts i un cicle final a 85 °C durant 5
segons. Per a tenir controls negatius i excloure la contaminacid d’ADN genomic, I'enzim

transcriptasa inversa va ser omes en els controls negatius.

11.3. Amplificacié per PCR en temps real (qPCR)

La gPCR és una variant de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) utilitzada per
amplificar i simultaniament quantificar de forma absoluta el producte resultant de I'amplificacio

de ’ADNCc.

El producte de la sintesi de ’ADNc va ser analitzat per qPCR usant les sondes d’ADN
proveides amb I'assaig PrimeTime qPCR (Integraded ADN Technologies, Coralville, IA, USA) (taula
5). La gPCR va ser realitzada en un volum final de 12 ul en plaques de 96 pous usant el Kit Premix
Ex Taq (Takara Biotechnology Inc., Kusatsu, Shiga, Japan). El programa de cicles térmics usat va
ser el segiient: un cicle de 30 segons a 95 °C, 40 cicles de 5 segons a 95°C i un cicle final de 20
segons a 60°C. Tots els analisis de qPCR es van realitzar per duplicat. Els resultats de la gPCR van

ser quantificats usant la versié 3.0 del programa d’analisi quantitatiu comparatiu MxProTM
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(Stratgen). Com a gens constitutius (housekeeping genes) es van usar els gens 18S, B-actina i

GAPDH.

Taula 5. Sondes d’expressié génica

Gen Referéncia de I'Assaig Casa comercial
18S Hs.PT.39a.22214856.g Integrated ADN Technologies (Coralville, IA, USA)
B-Actina Mm.PT.39a.22214843.g Integrated ADN Technologies (Coralville, 1A, USA)
GAPDH Mm.PT.39a.1 Integrated ADN Technologies (Coralville, 1A, USA)
BDNF Mm.PT.58.8157970 Integrated ADN Technologies (Coralville, IA, USA)
ERK5 Mm.PT.58.5356153.gs Integrated ADN Technologies (Coralville, IA, USA)
MEF2c Mm.PT.58.30837612 Integrated ADN Technologies (Coralville, IA, USA)

12. Obtenciod de seccions coronals de teixit cerebral muri

Per tal d’aconseguir les mostres per a realitzar I’analisi d'immunofludrescencia en el teixit
cerebral muri els ratolins van haver de ser perfosos. Primerament, els ratolins van ser
profundament anestesiats amb pentobarbital (60mg/kg) i perfosos de manera intracardiaca
amb 4% de paraformaldehid en 0,1 mM de buffer fosfat (Phosphate Buffer, PB). El cervells van
ser rapidament extrets i postfixats durant dues hores en la mateixa solucid de perfusid.
Seguidament van ser crioprotegits passant-los a través d’un gradient de sacarosa durant tres
dies consecutius. El primer dia els cervells s'immergeixen en una solucié del 30% de sacarosa, el
segon dia s’immergeixen en una solucié del 20% de sacarosa i finalment I'Ultim dia
s'immergeixen en una solucié del 10%. Un cop els cervells han passat per aquest gradient de
sacarosa ja estan crioprotegits i poden ser congelats amb metilbuta a una temperatura d’entre
-33 i -45°C. Per ultim es va utilitzar el criostat per a tallar els cervells congelats en seccions

coronals amb un gruix de 30 um. Els talls es van recollir i es van guardar en flotacié amb PBS.

13. Immunofluorescéncia en seccions coronals de teixit cerebral muri

Un cop vam aconseguir les seccions coronals de teixit cerebral muri es va procedir a
realitzar el protocol d'immunofluorescéncia que detallarem a continuacid. Les seccions coronals
van ser rentades dos cops amb PBS i incubades amb NH4Cl 50 mM durant 30 minuts per a
bloquejar els aldehids lliures que poden quedar després de la fixacid i evitar aixi
I"autofluorescéncia de la mostra. A continuacid, els talls van ser permeabilitzats amb PBS en
0,5% Tritd X-100 i bloquejats durant una hora amb buffer de bloqueig. El buffer de bloqueig va
ser preparat amb PBS en 0,2% BSA, 0,2% Lisina, 0,2% Glicina, 0,2% Azida sodica, 0,5% Tritd X-

100 i 5% de Sérum de cavall (normal horse serum, NHS, Pierce Biotechnology, Rockfors, IL). Tot
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seguit els talls van ser incubats durant tota la nit a 4°C amb I’anticos primari corresponent (taula
6). L'anticos primari va ser diluit en un buffer amb PBS en 0,3% Tritd X-100, 0,2% BSA i 0,2%

Azida sodica.

Taula 6. Anticossos primaris per a immunofluorescéncia

Antigen E;z(::;e Dilucié Casa comercial
MAP2 (2a+2b) Mouse 1:500 Sigma-Aldrich (Sant Louise, MO, USA)
VGIuT1 Rabbit 1:300 Synaptic Systems (G6ttingen, Germany)
PSD95 Rabbit 1:500 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
cAMP Mouse 1:100 Abcam (Cambridge, UK)
MEF2 Rabbit 1:500 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

Després de la incubacié amb I'anticos primari, les seccions es van rentar dos cops amb
PBS i van ser incubades durant dues hores a temperatura ambient amb I'anticos secundari
adequat conjugat amb fluorocroms (taula 7). Després de dos rentats més amb PBS, els talls van
ser incubats durant 10 minuts a temperatura ambient amb Hoechst 33258 (1:4000, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Finalment, els talls es van muntar amb el medi de muntatge Mowiol (Merck,

Darmstadt, Germany) en portaobjectes.

Taula 7. Anticossos secundaris per a immunofluorescéncia

Anticos secundari Dilucio Casa comercial

Jackson ImmunoResearch

™3 AffiniP Donk i-M | H+L 1:
Cy™3 AffiniPure Donkey anti-Mouse IgG (H+L) 300 (West Grove, PA, USA)
Jackson ImmunoResearch
™ - . . )
Cy™3 AffiniPure Donkey anti-Rabbit 1gG (H+L) 1:300 (West Grove, PA, USA)
Jackson ImmunoResearch
Al Fl 488 AffiniP Donk i-M | H+L 1:
exa Fluor 488 AffiniPure Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) 300 (West Grove, PA, USA)
kson | R h
Alexa Fluor 488 AffiniPure Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) 1:300 Jackson ImmunoResearc

(West Grove, PA, USA)

14. Immunocitoquimica lIN de httm

Per a la visualitzacio de les IIN de httm en les seccions coronals de teixit hipocampal es va
utilitzar el procediment experimental immunohistoquimic amb Diaminobenzedine (DAB).
Primerament, es va realitzar un bloqueig de les peroxidases endogenes. Aquest bloqueig es va
realitzar en les seccions coronals hipocampals durant 45 min en agitacidé a temperatura ambient
en una dilucié 1:200 de H,0, amb PBS. A continuacio es va realitzar un bloqueig d’una hora a

temperatura ambient per a evitar les interaccions proteiques no especifiques. El buffer de
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blogueig es va preparar amb PBS, 4% NHS i 0,1% Trité X-100. Després, es va procedir a realitzar
la incubacié amb I’anticos primari durant tota la nit a 4°C en agitacié. Aquesta incubacid es va
realitzar en una dilucié 1:150 d’anticos primari EM48 amb PBS, 0,1% Tritd X-100, 2% de NHS i
0,02% d’Azida sodica.

El dia seglient es van fer tres rentats amb PBS i es van incubar les seccions hipocampals
amb I'anticos secundari durant dues hores en agitacid a temperatura ambient. L’anticos
secundari emprat en aquest procediment és un anticos Biotinilat. Aquest anticos es proveit amb
un kit de deteccié de complexos Avidina-Biotina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
L’anticos secundari es va usar en una dilucié 1:200 amb PBS, 0,1% Tritd X-100, 2% NHS i 0,02%
Azida sodica. Després d’aquesta incubacié es van fer tres rentats amb PBS i tot seguit es va fer
una incubacié durant 1 hora i 30 minuts amb dos reactius proveits pel fabricant. Tant bon punt
es va acabar aquesta Ultima incubacié es van fer tres rentats amb PBS i dos rentats amb PB. Per
acabar, es va realitzar el rebel-lat amb DAB usant una solucié amb 1x DAB, PB i H,0, (1:200). Les
seccions hipocampals van ser rebel-lades durant 3 min a temperatura ambient en agitacié suau.
Tot seguit es van realitzar quatre rentats amb PB i els talls van ser muntats en portaobjectes

tractats previament amb Xilane i Acetona.

15. Immunofluoréscencia en cel-lules

En primer lloc les cél-lules van ser fixades amb 4% de paraformaldehid (Electron
Microscopy Science EMS, Hatfield,PA, USA) diluit amb PBS durant 10 minuts. Les cél-lules van
ser incubades en 0,2 M Glicina durant 20 minuts per tal de bloquejar els aldehids lIliures. A
continuacié les cél-lules es van permeabilitzar amb 0,1% de saponina en PBS durant 10 minuts.
Seguidament el bloqueig es va realitzar amb PBS en 1% de BSA durant una hora. Un cop les
cél-lules van estar bloquejades es van incubar a 4°C durant tota la nit amb I'anticos primari diluit
amb el buffer de bloqueig (taula 6). Després de tres rentats amb PBS, es va fer la incubacié amb

I’anticos secundari durant una hora (taula 7).

Les cel-lules van ser rentades tres cops més, per eliminar I'excés d’anticos secundari. Les
cél-lules es van incubar durant 5 minuts amb Hoechst 33258 (1:10.000, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) i es van tornar a rentar tres cops amb PBS. Finalment, els cobreobjectes van ser muntats

en portaobjectes amb el medi de muntatge Mowiol (Merck, Darmstadt, Germany).
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16. Captacio i analisi d’imatges

Les imatges dels cultius cel-lulars i de les seccions coronals dels teixits es van examinar i
captar usant un microscopi d’epifluorescéncia o un microscopi confocal. El microscopi
d’epifluorescenia que va ser usat és I’'Olympus BX60 (Olympus, Tokyo, Japan). Aquest microscopi
esta equipat amb una camera Orca-ER CCD (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japan). El
microscopi confocal que es va utilitzar va ser el microscopi Leica TS SP5 (Leica Microsystems
Heidelberg GmbH, Manheim, Germany). Aquest és un microscopi de rastreig de laser confocal
espectral amb lasers d’Argd i HeNe i esta unit a un microscopi invertit Leica DMI6000. Les
imatges confocals van ser captades amb un objectiu d’oli ultraviolat blau lambda 63.0 x 1.40
amb una camera estenopeica estandard (amb un disc d’Airy). Per a cada seccid coronal, es van
captar imatges al microscopi confocal en diferents plans en Zamb els diferents canals de manera
sequencial. Les imatges van ser captades amb una obertura optica de 0,5 um i amb una

separacio de 4 um entre cadascuna.

16.1. Analisis neuritics

Per arealitzar el tracat neuronal i I'analisi morfologic de les neurites en els cultius primaris
hipocampals i estriatals WT i R6/1 va ser usat el métode de Sholl. Aquest, és un métode usat per
els neuroanatomistes per a definir I'arboritzacié neural. Actualment molts programes es basen

en aquest metode per analitzar amb ordenador la morfologia neuronal.

Per a realitzar aquest analisi en I'estudis del receptor EP2 es va utilitzar el connector
(plugin) NeuronlJ de la versié 1.33 del programa ImageJ (NIH, USA). La descripcid clara de com

es realitzen aquests analisis esta detallat en la bibliografia seglient: (362,363).

En el cas de I'estudi de MEF2 la morfologia neuronal es va determinar també amb el
meétode de Sholl, pero en aquest cas usant la versio 2.8 del programa CellProfiler (364-366).
Amb aquest programa es va fer una segmentacid basada en la deteccid de nuclis
(Identify_primary_objects) i després es va identificar el citoplasma corresponent a cada nucli
(Identify_secondary_objects). Seguidament es va fer el tragat neuronal i es va obtenir el
diagrama neuronal (Skeletonize) que va ser mesurat amb la funcié “MeasureNeurons”. Les

mesures obtingudes es van exportar a un full de calcul i van ser analitzades.
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En els dos casos es van analitzar com a minim 30 neurones piramidals seleccionades de
manera aleatoria de cada embrid i cada condicid. Van ser usats entre 6 i 8 embrions per a cada

condicid. Les imatges van ser captades amb el microscopi Olympus BX60 a 40 augments.
16.2. Analisi apoptotic

Per la quantificacié de I'apoptosi en cultius neuronals primaris, es va fer servir la versié
2.8 del programa CellProfiler. Igual que en I'apartat anterior es va fer una segmentacié basada
en la deteccié de nuclis (Identify_primary_objects). Després, es va mesurar la mida i intensitat
de fluorescéncia de <cada nucli amb les funcions “MeasureObjectSizeShape”,
“MeasureObjectintensity”. Les mesures obtingudes es van exportar a un full de calcul i van ser

analitzades.

Es van analitzar com a minim 30 nuclis seleccionats de manera aleatoria de cada embrid i
cada condicid. Van ser usats entre 6 i 8 embrions per a cada condicié. Les imatges van ser

captades amb el microscopi Olympus BX60 a 40 augments.
16.3. Deteccid VGIuT1 i PSD95

La deteccid de les particules VGIuT1 i PSD95 en les estructures sinaptiques es va realitzar
utilitzant almenys quatre seccions coronals de 30 um de teixit hipocampal. Es van captar tres
imatges representatives de cadascuna de les regions hipocampals amb el microscopi confocal
Leica TS SP5. Per a cada condicié van ser usats sis animals. Per a I'analisi de les imatges i el

comptatge de les particules és va usar la versié 1.33 del programa Image) (NIH, USA).
16.4. Detecctio d’AMPc

La deteccié de la tincid6 de I’AMPc hipocampal va ser observada amb el microscopi
d’epifluorescéncia Olympus BX60. Amb aquest microscopi és van captar tres imatges
representatives de la tinci6 d’AMPc de cadascuna de les regions hipocampals. Per a cada
condicid van ser usats cinc animals. Per a la quantificacid de la immunoreactivitat de I’AMPc es
va usar I'analisi de la densitat optica integrada (Integrated Optic Density, IOD) amb la versié 1.33

del programa ImagelJ (NIH, USA).
16.5. Estereologia

El nombre d’lIN de httm es va determinar usant un analisi estereologic. Les imatges van

ser captades amb el microscopi Olympus BX51 a 40 augments. En les diferents arees de
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I’'hipocamp es va realitzar un comptatge imparcial per a cada condici6 amb el programa
Computer-Assisted Stereology Toolbox (CAST) (Olympus Danmark A/S). Es va usar el
procediment de comptatge espacial de seccions separades per 240 um. Per a cada condicié van

ser usats sis animals.

17. Estadistica

Els resultats van ser analitzats amb el programa estadistic Graphpad Prism 6. En la majoria
de casos els resultats sén mostrats com a mitjana % I'error estandard del valor mitja (SEM). Els
analisis estadistics van ser realitzats usant la prova t de Student o la prova ANOVA seguida del
post hoc test de Newman’s Keuls depenent del cas experimental. Va ser usat un interval de
confianga del 95% i els valors de p< 0,05 es van considerar estadisticament significants. Al peu

de cada figura s’indica la informacio estadistica pertinent.
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Va manar-me que destriés les males herbes de les plantes beneficioses.
Com que jo no en coneixia cap, estava obligat a consultar-lo abans d’arrencar-
les. Aquesta no és una mala herba, deia d’unes, es poden bullir les fulles i fer
infusions. Aquesta tampoc, deia d’altres, son esparrecs silvestres i per tant
comestibles, encara més, exquisits. Aquesta tampoc, com s’entén que pugui ser
una mala herba si al maig treu unes flors bellissimes? Per fi, només quedava una
planta. No tenia cap utilitat, no amagava cap secret. Unes fulles fosques,
punxegudes i toxiques, un tronc dur i lleig. Ell va sospirar: d’acord, planta
pessima, pero si 'arranquem, quin sentit tindrien les altres? Cap, vaig dir jo. | a

quina conclusid arriba, doncs? Que les males herbes no existeixen.

Albert Sdnchez Pifiol. La pell freda
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1. Estudi de I'estimulacio del receptor EP2 com aproximacio

terapeutica per a reduir els déficits hipocampals en la MH

1.1. Ll’administracié i.p. de Misoprostol promou [l’'activaci6 de la via

dependent del receptor de PGE; EP2 en I’"hipocamp

Inicialment, vam voler analitzar si el farmac Misoprostol, agonista del receptor EP2,
activava aquest receptor en el SNC i definir la dosi de farmac adequada. Per aquesta rad, vam
estudiar la via AMPc/PKA/CREB, ja que és la via de senyalitzacié dependent de I'activacié del
receptor EP2 (252). Els ratolins WT van ser injectats i.p. amb vehicle i dos concentracions
diferents de Misoprostol, 50 pg/kg i 500 pg/kg. Una hora postinjeccio, els nivells de fosforilacié
de CREB (pCREB) van ser analitzats en I"hipocamp (figura 20A). Vam observar un augment
significatiu en els nivells de pCREB en els animals WT amb les dues concentracions usades. Tot i
aixo, I'augment de pCREB era superior en els animals tractats amb Misoprostol 50 pg/kg. Per a
confirmar que I'administracio i.p. activava la via cAMP/PKA/CREB a I'hipocamp, també vam
analitzar els nivells proteics dels substrats de fosfo-PKA (pPKA), en els animals WT tractats amb
Misoprostol 50 pg/kg. Els resultats van mostrar que una hora després del tractament els nivells
dels substrats de pPKA estaven augmentats significativament en els ratolins tractats amb

Misoprostol 50 pg/kg comparats amb els ratolins WT tractats amb vehicle (figura 20B).
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Figura 20. El tractament amb Misoprostol augmenta els nivells de fosforilacié de CREB i dels substrats
de PKA en I'hipocamp dels ratolins WT

Els ratolins WT de 10 setmanes van ser injectats i.p. amb vehicle (VHC) o Misoprostol (MIS, 50 ug/kg/dia
o 500 pg/kg/dia). Una hora després de I'administracio els extractes proteics hipocampals d’aquests
ratolins van ser analitzats per Western Blot per a determinar (A) els nivells de pCREB i (B) els substrats de
pPKA. Els grafics representen la mitjana + SEM de la relacio dels nivells proteics de pCREB i dels substrats
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de pPKA versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del
valor dels cultius hipocampals primaris WT VHC (n=3-4 per grup). Els resultats van ser analitzats amb el
test estadistic t de Student.*p<0,05 comparat amb els ratolins WT VHC. Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells de pCREB, dels substrats de pPKA i d’a-tubulina en les diferents condicions.

1.2. Ll’administracié cronica de Misoprostol redueix el clasping i els déficits

de memoria a llarg termini en els ratolins R6/1

Diversos articles han descrit que diferents models murins presenten una disminucié dels
gens regulats per CREB que contribueix a la patologia de la MH (149,167,169,367). A més, els
deficits cognitius observats en els models murins de la MH s’han relacionat amb déficits en la
plasticitat sinaptica hipocampal (110,111,166,368). Per a analitzar si I’activacié del receptor EP2
podia millorar la funcid cognitiva observada en la MH, es van implantar de manera i.p. bombes
osmotiques en ratolins WT i R6/1 de 14 setmanes d’edat. Aquestes bombes alliberaven de
manera constant Misoprostol (50 pg/kg/dia) durant un tractament cronic de 28 dies. En primer
lloc, es va avaluar el reflex de clasping, usat com a fenotip neurologic dels ratolins models de la
MH, i el pes corporal des de les 12 setmanes fins a les 18 setmanes. Com es mosta a la figura
21A, I'administracio de Misoprostol produeix un retard significatiu en la progressié del fenotip
del clasping. No obstant, el tractament amb misoprostol no és capac de frenar la pérdua de pes

que es produeix a partir de les 13 setmanes d’edat en els animals R6/1 (figura 21B).

A continuacidé vam estudiar la memoria a llarg termini avaluant els ratolins amb el T-SAT i
el NORT. Els ratolins WT i R6/1 tractats cronicament amb vehicle o Misoprostol van ser avaluats
amb aquests testos a les 17 setmanes. Els resultats del T-STAT van mostrar que els ratolins WT
passaven menys temps explorant el brag vell que el brag¢ nou. Contrariament, els ratolins R6/1
tractats amb vehicle no mostraven cap preferéncia pel bra¢ nou (figura 21C). En canvi, els
ratolins R6/1 tractats amb Misoprostol exploraven el brag nou sense diferéncies significatives a
com ho feien els ratolins WT (figura 21C). De manera similar, en el NORT vam observar que els
ratolins WT exploraven més I'objecte nou, i que els ratolins R6/1 tractats amb vehicle exploraven
per igual 'objecte nou i 'objecte vell. També en aquest cas, els ratolins R6/1 tractats amb
Misoprostol exploraven |'objecte nou sense diferéncies significatives a com ho feien els animals

WT, i significativament més que els ratolins R6/1 tractats amb vehicle (figura 21D).
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Figura 21. L’administracié cronica amb I’agonista del receptor EP2, Misoprostol, redueix el clasping i els
déficits de memoria a llarg termini en els ratolins R6/1

Els ratolins WT i R6/1 van ser tractats amb vehicle (VHC) o Misoprostol (MIS, 50 pg/kg/dia) usant bombes
osmotiques implantades i.p. a les 14 setmanes d’edat. (A) El reflex de clasping i (B) el pes corporal dels
ratolins WT i R6/1 van ser avaluats setmanalment de les 12 a les 18 setmanes. La linia vertical representa
el moment de la cirurgia d’implantacio de la bomba. Els valors representen la mitjana + SEM (n=10-15 per
grup). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA seguit del post hoc de
Newman-Keuls. ****p<0,0001 comparat amb els ratolins WT VHC; ####p<0,0001 comparat amb els
ratolins R6/1 VHC. (C,D) Els ratolins WT VHC, WT MIS, R6/1 VHC i R6/1 MIS van ser avaluats amb (C) el T-
SAT i (D) el NORT a les 17 setmanes. La linia discontinua indica la probabilitat d’exploracié dels objectes.
(C) El grafic mostra el % de preferéncia d’exploracid dels bragos representat com la mitjana £ SEM (n=10-
15/grup) . Els resultats s’han analitzat amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc de Newman-
Keuls. ***p<0,001,***p<0,0001 comparat amb el % de preferéncia del brag nou. (D) El grafic mostra el %
de preferéncia d’exploracid de I'objecte nou expressat com a index de reconeixement de I'objecte nou i
representat com la mitjana + SEM (n=10-15/grup). Els resultats s’han analitzat amb el test estadistic t de
Student. ***p<0,001 versus WT VHC; ##p<0,01 versus R6/1 VHC.

Aguest efecte beneficids del tractament amb Misoprostol sembla ser especific de la funcié
hipocampal ja que no vam observar canvis entre els ratolins tractats amb vehicle i els tractats
amb Misoprostol quan vam avaluar les tasques motores dependents de la funcié estriatal. Els
resultats del test de I'accelerating rotarod van mostrar que els ratolins R6/1 presentaven un

menor temps de laténcia fins que queien (genotip; F1.44= 4,967, p<0,05). Tot i aix0, no es van
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observar diferéncies en el temps de laténcia entre es ratolins tractats amb vehicle o amb

Misoprostol en cap dels genotips (tractament; F1 44= 0,4097, p=0,5259).

1.3. El tractament cronic amb Misoprostol recupera I’expressio dels nivells
proteics hipocampals del BDNF, pero no en I'escorga cerebral ni en I'estriat en els

ratolins R6/1

En les cél-lules glials, I'activacid del receptor EP2 ha estat associada amb un augment en
la produccié i secrecié de neurotrofines, entre elles el BDNF (268,269). Per aquest motiu, el
nostre seglient objectiu va ser estudiar si les millores conductuals observades en els ratolins
R6/1 tractats cronicament amb Misoprostol correlacionaven en canvis en I'expressid
hipocampal del BDNF. A la figura 22A es mostra que a les 18 setmanes els nivells proteics del
BDNF (en concret la banda de 14 kDa que correspon al BDNF madur) en I’hipocamp dels ratolins
R6/1 tractats amb vehicle estaven reduits significativament comparat amb els ratolins WT
tractats amb vehicle. Es important mencionar que els nivells proteics hipocampals del BDNF
estaven augmentats significativament en els ratolins R6/1 després del tractament cronic amb
Misopostol i eren similars als que mostraven els animals WT tractats amb vehicle (figura 22A).
La capacitat del Misoprostol d’augmentar els nivells del BDNF també va ser observada en els

ratolins WT (figura 22A).
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Figura 22. El tractament cronic amb Misoprostol augmenta els nivells proteics del BDNF en I’hipocamp,
pero no en 'estriat i en I'escorga cerebral dels ratolins R6/1

Els extractes proteics hipocampals dels ratolins WT i R6/1 de 18 setmanes tractats amb vehicle (VHC) i
Misoprostol (MIS) van ser analitzats per Western Blot per a determinar els nivells proteics del BDNF madur
(14 kDa) a (A) I'hipocamp, (B) I'escorga i (C) I'estriat. Els grafics representen la mitjana + SEM de la relacio
dels nivells proteics del BDNF i els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a
percentatge del valor dels animals WT VHC (n=6-7 per grup). Els resultats van ser analitzats amb el test
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estadistic t de Student.*p<0,05 i ***p<0,001 comparat amb els ratolins WT VHC; #p<0,05 comparat amb
els ratolins R6/1 VHC. Els immunoblots mostren imatges representatives dels nivells del BDNF i d’a-
tubulina en les diferents condicions.

Els nivells proteics del BDNF madur també van ser analitzats a I'escor¢a cerebral i a
I'estriat (figura 22B i 22C) dels ratolins WT i R6/1 tractats cronicament amb vehicle o
Misoprostol. Els nivells proteics del BDNF cortical estaven reduits significativament en els
ratolins R6/1 comparat amb els ratolins WT. Els ratolins R6/1 tractats amb Misoprostol no
mostren canvis significatius en els nivells de BDNF cortical (figura 22B). En I'estriat no vam
observar cap diferencia significativa en els nivells de BDNF en cap dels grups estudiats (figura

22C).

1.4. ElI tractament cronic amb Misoprostol no indueix efectes

proinflamatoris en I’hipocamp dels ratolins R6/1

Diversos estudis han indicat que I'activacié del receptor EP2 pot tenir un efecte
proinflamatori i neurotoxic en models de neurodegeneracié inflamatoria (279,369). Per tant,
vam analitzar si I'administracié de Misoprostol induia un efecte inflamatori mesurant diferents
marcadors d’inflamacié. En primer lloc vam estudiar en tots els grups I'expressié de la proteina
acida fibril-lar glial (Glial fibrillary acidic protein, GFAP), que és un marcador astrocitari i de la
proteina adaptadora d’unid al calci ionitzat 1 (lonized calcium-binding adapter 1, IBA1), que és
un marcador especific de cél-lules migroglials. No vam observar canvis significatius ni en els
nivells de la proteina GFAP (figura 23A) ni en els nivells de la proteina IBA1 (figura 23B) en cap
dels grups analitzats. A continuacid, vam examinar els nivells de dues proteines
proinflamatories, la interleucina 6 (IL6) i el factor de necrosi tumoral-a (Tumor necrosis Factor-
a, TNF- a). En aquest cas tampoc vam observar canvis significatius en cap de les dues proteines

en cap dels grups estudiats (figura 23Ci 23D).
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Figura 23. El tractament cronic amb Misoprostol no altera I'expressié de marcadors proinflamatoris

Els extractes proteics hipocampals dels ratolins WT i R6/1 de 18 setmanes tractats amb vehicle (VHC) i
Misoprostol (MIS) van ser analitzats per Western Blot per a determinar els nivells proteics de (A) GFAP,
(B) IBA1, (C) IL6 i (D) TNF-a. Els grafics representen la mitjana + SEM de la relacié dels nivells proteics de
cada proteina i els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del
valor dels cultius hipocampals primaris WT VHC (n=6-7 per grup). Els resultats van ser analitzats amb el
test estadistic t de Student. Els immunoblots mostren imatges representatives dels nivells de cada
proteina i d’a-tubulina en les diferents condicions.

1.5. El tractament cronic amb Misoprostol augmenta significativament els

nivells proteics hipocampals de PSD95 en els ratolins R6/1

Per a correlacionar les millores observades en la memoria espacial i de reconeixement
que mostraven els ratolins R6/1 tractats amb Misoprostol amb canvis en la plasticitat sinaptica
hipocampal, es van explorar els nivells del marcador postsinaptic PSD95. Aquest marcador és
conegut per estar disminuit en I’hipocamp dels ratolins R6/1 (266,368). Per tal de determinar el
nombre de particules positives de PSD95, es van examinar imatges captades amb el microscopi
confocal de seccions hipocampals coronals de ratolins WT i R6/1 tractats amb vehicle o amb
Misoprostol (figura 24A-24D). Aquestes imatges mostren que només els ratolins R6/1 VHC tenen
una disminucio significativa del nombre de particules positives de PSD95 en les tres regions
hipocampals analitzades, CA1, CA3i GD, comparat amb els ratolins WT VHC. En canvi, els ratolins
R6/1 tractats amb Misoprostol presenten un augment significatiu del nombre de particules

positives de PSD95 en les tres regions analitzades comparat amb els R6/1 VHC (figura 24A-24D).

Addicionalment, també vam analitzar el nombre de particules positives de VGIuT1, usat
com a marcador presinaptic (figura 24E-24H). Els grafics mostren que el nombre de particules
positives de VGIuT1 només esta disminuit en regié hipocampal CA3 en els ratolins R6/1.

L’administracié de Misoprostol blogueja aquesta reduccié en els animals R6/1, augmentant el

Pagina 104



IV. Resultats

nombre de particules positives per VGIuT1 fins a nivells en els quals no s’observa canvis

significatius amb els ratolins WT VHC en aquesta regio (figura 24G).
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Figura 24. El tractament cronic amb Misoprostol incrementa el nombre de particules positives PSD95 i
VGIuT1 en animals R6/1

La tincid immunofluorescent contra els marcadors sinaptics PSD95 i VGIuT1 va ser realitzada en talls
coronals hipocampals de ratolins WT i R6/1 de 18 setmanes d’edat tractats amb vehicle (VHC) o
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Misoprostol (MIS). Les imatges van ser captades amb el microscopi confocal Leica TS SP5. La barra d’escala
és 15 um. (Ai E) Imatges representatives del marcatge contra PSD95 i VGIUT1. Les particules positives per
a (B-D) PSD95 i (F-H) VGIuT1 van ser quantificades en (B i F) la CA1, (Ci G) la CA3i (D i H) el GD. La
quantificacié es va realitzar amb el programa Imagel i representada en els grafics com a nombre de
particules positives/camp. Els resultats estan expressats com la mitjana £ SEM (n=6 per grup). Els resultats
van ser analitzats amb el test estadistic t de Student.*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001 comparat amb els
ratolins WT VHC; #p<0,05, ##p<0,01 i ###p<0,001 comparat amb els ratolins R6/1 VHC.

1.6. El tractament cronic amb Misoprostol incrementa els nivells d’AMPc en

el GD

Per a investigar si I'administracio cronica de Misoprostol indueix I'activacid a llarg termini
del receptor EP2 vam estudiar els nivells hipocampals d’AMPc. Els nivells d’aquest van ser
analitzats amb immunofluorescéncia en la CA1, la CA3 i el GD després del tractament cronicamb
Misoprostol en els ratolins WT i R6/1. Vam poder distingir que els nivells d’AMPc eren
significativament més alts en el GD després de 28 dies de tractament tant en els ratolins R6/1
com en els ratolins WT (figura 25). En canvi, no vam observar canvis significatius ni en la regié

CAl nienlaregid CA3.
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Figura 25. El tractament cronic amb Misoprostol augmenta els nivells d’AMPc al GD

La tincié immunofluorescent d’AMPc va ser realitzada en talls coronals hipocampals de ratolins WT i R6/1
de 18 setmanes d’edat tractats amb vehicle (VHC) o Misoprostol (MIS). (A) Imatges representatives de la
immunoreactivitat de ’AMPc en el GD d’animals WT i R6/1 tractats amb VHC o amb MIS. Les imatges van
ser captades amb el microscopi confocal Leica TS SP5. La barra d’escala és 50 um. (B) El grafic mostra la
quantificacid de la immunoractivitat de 'AMPc en la CA1, la CA3 i el GD d’animals WT i R6/1 tractats amb
VHC o amb MIS. Els valors es van obtenir amb I’analisi de la 10D. Els valors representen la mitjana £ SEM
de la immunoreactivitat de ’AMPc. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels
ratolins WT VHC (n=5 per grup). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic t de Student.*p<0,05,
**p<0,01 comparat amb els ratolins WT VHC; ##p<0,01 comparat amb els ratolins R6/1 VHC.
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1.7. L'activaciéo del receptor EP2 augmenta el nombre de neurites en

neurones hipocampals d’una manera dependent de BDNF

Per a continuar analitzant I'efecte neurotofic i neuroprotector de I’activacié del receptor
de la PGE; EP2, es van tractar els cultius primaris hipocampals provinents d’embrions WT i R6/1
a DIV 3 amb diferents concentracions de Misoprostol (1,10 i 50 uM). Set dies després del
tractament, es va quantificar el nombre de neurites per neurona mitjangant
immunofluorescencia de la proteina MAP2 (figura 26A i 26B). Vam observar una disminucio del
nombre de neurites en les neurones hipocampals primaries R6/1 vehicle comparat amb les
neurones WT vehicle (figura 26A i 26B, b.i i b.ii). Per altra banda, vam observar un augment en
el nombre de neurites en els cultius WT i R6/1 tractats amb 10 uM de Misoprostol comparat
amb els cultius vehicle (figura 26A i 26B, b.v i b.vi). Aquest augment és similar a I'observat en el
tractament amb BDNF (figura 26A i 26B, b.ix i b.x), que és un conegut factor de creixement
neuritic en neurones hipocampals (370), i que va ser utilitzat com a control positiu. No vam
observar cap efecte en el nombre de neurites amb el tractament amb 1 uM de Misoprostol en
les neurones hipocampals (figura 26A i 26B, b.iii b.iv). El tractament amb una concentracié de
50 uM de Misoprostol produia mort neuronal en els cultius primaris hipocampals (figura 26B,
b.vii i b.viii).
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Figura 26. El tractament amb Misoprostol augmenta el nombre de neurites en cultius primaris
hipocampals provinents d’animals WT i R6/1 a causa de I'augment en els nivells proteics del BDNF

(A) Per a les analisis dendritiques, els cultius primaris hipocampals d’embrions WT i R6/1 van ser tractats
a DIV 3 amb vehicle (VHC), Misoprostol, agonista del receptor EP2 (MIS, 1, 10 i 50 uM) o BDNF (10 ng/ml).
Set dies després del tractament els cultius van ser fixats i es va realitzar una immunofluorescéncia contra
MAP?2. El grafic mostra la quantificacié del nombre de neurites/neurona per a cada condicié. Els resultats
van ser analitzats amb el test estadistic t de Student.*p<0,05 i **p<0,01 comparat amb la condicié WT
VHC; #p<0,05 i ###p<0,001 comparat amb la condicié R6/1 VHC. (B) Imatges representatives de les
immunofluorescéncies contra MAP2 de neurones piramidals hipocampals tractades amb (i, ii) VHC, (iii,
iV) MIS 1 uM, (v, vi) 10 puM, (vii, viii) 50 uM i (ix, x) BDNF. Les imatges es van captar amb el microscopi
d’epifluorescencia I’Olympus BX60. La barra d’escala és 10 um. (Ci D) Els cultius hipocampals primaris WT
i R6/1 van ser tractats amb VHC o MIS 10 uM a DIV 3. Els extractes proteics van ser analitzats per Western
Blot per a determinar els nivells proteics del BDNF madur (14 kDa) (C) a DIV 10 o (D) a DIV 4. Els
immunoblots mostren imatges representatives dels nivells del BDNF i d’a-tubulina en les diferents
condicions. En el grafic es representa la mitjana £ SEM de la relacid dels nivells proteics del BDNF versus
els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels cultius
hipocampals primaris WT VHC. Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic t de Student.*p<0,05
comparat amb la condicié WT VHC; #p<0,05 comparat amb la condicié R6/1 VHC.

Seguidament, vam estudiar si el tractament amb Misoprostol tenia la capacitat
d’augmentar els nivells del BDNF madur en neurones hipocampals com haviem observat en el
cas del tractament cronic en I’hipocamp dels ratolins R6/1. Amb aquest objectiu vam tractar els
cultius amb Misoprostol (10 uM) a DIV 3 i vam analitzar els nivells proteics del BDNF madur set
dies (figura 26C) 0 24 hores després del tractament (figura 26D). Els nivells proteics del BDNF set
dies després del tractament amb Misoprostol no van mostrar cap canvi en cap de les condicions
analitzades (figura 26C). En canvi, després de 24 hores del tractament amb Misoprostol els

cultius hipocampals primaris mostraven un augment dels nivells del BDNF (figura 26D).

La seglient pregunta que ens vam plantejar va ser si I'augment observat en el nombre de
neurites dels cultius hipocampals després del tractament amb Misoprostol a 10uM era degut a
I'augment dels nivells del BDNF madur trobats 24 hores després del tractament. Per a poder
analitzar aquesta qliestid, vam cotractar els cultius primaris hipocampals WT amb vehicle o 10

UM de Misoprostol amb un anticos del BDNF, per a bloquejar I’efecte del BDNF alliberat i present
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en el medi de cultiu (371). La presencia de I'anticos del BDNF en el medi mostrava una
disminucié del nombre de neurites en els diferents tractaments (figura 27A i 27B). Aixo indica
gue el tractament amb Misoprostol incrementa el nombre de neurites/neurona d’'una manera

dependent de BDNF (figura 27A i 27B).
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Figura 27. El creixement del nombre de neurites induit pel tractament amb Misoprostol 10 pM és
dependent de BDNF

Els cultius primaris hipocampals d’embrions WT a dia embrionari 18 van ser tractats a DIV 3 amb vehicle
(VHC), Misoprostol 10uM o BDNF (10 ng/ml). Els cultius van ser cotractats en abséncia (no aBDNF) o
preséncia de I'anticos del BDNF (aBDNF, 10 ng/ml). Set dies després del cotractament els cultius van ser
fixats i es va realitzar una immunofluorescéncia contra MAP2. (A) El grafic mostra la quantificacio del
nombre de neurites/neurona per a cada condicid. Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic t
de Student. *p<0,05 i **p<0,01 comparat amb la condicié VHC no aBDNF; ###p<0,001 comparat amb la
condici6 MIS no aBDNF; $5$p<0,001 comparat amb la condici6 BDNF no aBDNF. (B) Imatges
representatives de neurones piramidals hipocampals tractades amb (i, ii) VHC, (iii, iV) MIS 10 uM i (v, vi)
BDNF (i,iii,v) en abséncia o (ii,iv,vi) presencia de 'aBDNF. Les imatges mostren les neurones hipocampals
captades amb el microscopi d’epifluorescéncia I’'Olympus BX60. La barra d’escala és 10 um.
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1.8. La formacio d’lIN es redueix significativament en el GD dels ratolins

R6/1 després del tractament cronic amb Misoprostol

Finalment, vam analitzar si el tractament amb Misoprostol podia prevenir o reduir els
agregats de httm en I’"hipocamp. Les IIN es van observar en les diferents regions de I’hipocamp
en els ratolins R6/1 a les 18 setmanes d’edat (figura 28A). Es important observar que els ratolins
R6/1 tractats amb Misoprostol mostren una reduccié en el nombre d’lIN en el GD de I’hipocamp
(figura 28A i 28B). Coincidint amb el patré observat amb la immunodeteccié d’AMPc, laCAlila
CA3 no presenten canvis significatius en el nombre d’lIN entre els ratolins R6/1 tractats amb
VHC i els tractats amb Misoprostol. Malgrat la reduccié en el nombre d’lIN en I’hipocamp, no
vam presenciar canvis en |'estriat dels ratolins R6/1 després del tractament amb Misoprostol

comparat amb els ratolins R6/1 VHC (figura 28C).
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Figura 28. El tractament cronic amb Misoprostol redueix la formacié d’lIN en el GD de I’hipocamp

La deteccié de les IIN es va realitzar per immunihistoquimica amb DAB en talls coronals hipocampals i
estriatals de ratolins R6/1 de 18 setmanes d’edat. Els grafics mostren la mitjana + SEM del nombre de
particules positives d’'EM48, 1IN (n= 6 per grup). Les lIN van ser quantificades estereologicament en els
ratolins R6/1 tractats amb vehicle (VHC) o Misoprostol (MIS) en (A) la CA1, la CA3, el GD i (C) I’estriat. Els
resultats van ser analitzats amb el test estadistic t de Student. #p<0,05 comparat amb els ratolins R6/1
VHC. (B) Imatges representatives de I'immunoreactivitat d’EM48 que mostren les IIN en el GD de ratolins
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R6/1 tractats amb VHC o amb MIS. Les imatges van ser captades amb el microscopi Olympus BX51. La
barra d’escala és 10 um.

2. Caracteritzacio de la via de senyalitzacié d’ERKS5 i la seva implicacio

en els deficits estriatals caracteristics de la MH

2.1. Els nivells proteics i la fosforilacio d’ERK5 és troba reduida en I’estriat

dels ratolins R6/1 i KI Hdh@7/Qi11

Primerament, es van estudiar els nivells proteics estriatals en dos models murins de la
MH, els ratolins R6/1 i els ratolins K| Hdh®/®1% En els ratolins R6/1, en etapes inicials de la MH,
a les 8 setmanes, no es van observar canvis significatius en els nivells proteics d’'ERK5. En canvi,
durant la progressié de la malaltia es va presenciar una disminucié dels nivells proteics d’ERK5
en els ratolins R6/1 comparat amb els ratolins WT (figura 29A). Tal i com es mostra a la figura
29A els nivells proteics d’ERK5 estan disminuits a les 12, les 20 i les 30 setmanes en els ratolins

R6/1.

En els ratolins KI Hdh®/Q''1 |3 disminucié dels nivells d’ERK5 es pot distingir ja en etapes
inicials de la MH. Aquesta disminucié dels nivells d’ERK5 es manté al llarg de |la progressio de la
MH (figura 29C). Els ratolins KI Hdh®/2'? mostren una reduccié significativa comparat amb els

ratolins WT Hdh®/% dels nivells d’ERK5 als 3, als 6 i als 17 mesos (figura 29C).

Seguidament, vam analitzar si la disminucié dels nivells d’ERK5 observada en els ratolins
R6/1 i KI Hdh®/Q111 estava associada amb una alteracié de I'activitat d’ERK5 en I'estriat. Amb
aquest objectiu, vam analitzar els nivells estriatals de fosfo-ERK5 (pERK5). Es van examinar per
Western Blot els nivells de fosforilacid en els residus Thr218 i Tyr220 d’ERKS. Els nivells de pERK5
es van examinar en |'estriat dels ratolins R6/1 i K| Hdh®/2'!! gmb les mateixes mostres amb qué

es van estudiar els nivells proteics d’ERKS5.

Els nivells de fosforilacié d’ERK5 mostren el mateix patrd en els dos models murins. En
etapes inicials (8 setmanes en els ratolins R6/1 i tres mesos en els ratolins KI Hdh®/2*1) no
s’aprecien canvis significatius de pERK5 entre els ratolins de la MH amb els seus respectius
controls. Tot i aixd, els ratolins KI Hdh¥/2*! mostren una tendéncia a la baixa, encara que no és
significativa, en els nivells de pERK5 comparat amb els ratolins WT Hdh®/?7 (figures 29B i 29D).
En etapes posteriors de la malaltia, els nivells de pERK5 es troben disminuits en els ratolins R6/1
i KI Hdh®/Q111 5 Jes 12 i 20 setmanes i als 6 mesos, respectivament, comparat amb els ratolins

WT Hdh®/? (figures 29B i 29D). Curiosament en etapes finals de la malaltia, 30 setmanes en els
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ratolins R6/1 i 17 mesos en els ratolins KI Hdh®/@'!1 e|s nivells de pERK5 estan augmentats

comparats amb els nivells dels ratolins WT Hdh®/?7 (figures 29B i 29D).
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Figura 29. Els nivells proteics d’ERK5 i de pERKS Thr218/Tyr220 es troben reduits en I'estriat dels ratolins
R6/1i Kl HdhQ7/Q111

(A'i C) Els nivells proteics d’ERK5 van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics estriatals (A) de
ratolins WT, R6/1 i (C) de ratolins WT Hdh®/Q7 (WT), KI HdhQ/Q1t (K]). Les analisis es van realitzar en
diferents fases de la progressio de la malaltia (S, setmanes. M, mesos). En els grafics es representa la
mitjana £ SEM de la relacié dels nivells proteics d’ERKS5 versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta
mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8 animals per genotip). Els
resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-
Keuls.*p<0.05 comparat amb els ratolins WT. Els immunoblots mostren imatges representatives dels
nivells proteics d’ERK5 i a-tubulina en les diferents condicions. (B i D) Els nivells de pERK5 Thr218/Tyr220
van ser analitzats per Western blot en les mateixes mostres en els ratolins (B) R6/1 i (D) KI. En els grafics
es representa la mitjana = SEM de la relacié dels nivells de pERKS5 versus els nivells proteics d’ERKS5.
Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8 animals per
genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de
Newman-Keuls *p<0.05 i ***p<0,01 comparat amb els ratolins WT. Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells proteics de pERK5 i d’ERK5S en les diferents condicions.

Conjuntament, aquests resultats indiquen que els nivells proteics d’ERK5 en I’estriat estan
disminuits al llarg de la progressié de la malaltia. L’activitat d’ERK5 també esta reduida en les

etapes simptomatologiques inicials de la malaltia. En canvi, en etapes finals de Ia
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simptomatologia de la malaltia I'activitat d’ERK5 es recupera fins arribar als nivells dels animals

WT.

Per tal d’analitzar si els canvis observats en |'estriat eren especifics d’aquesta area
cerebral o si es podien donar en altres regions de I'encéfal, vam estudiar els nivells proteics
d’ERK5 i la seva activacié en els ratolins R6/1 en dues regions també alterades en MH,
I’hipocamp i I'escorga. No vam observar cap canvi significatiu ni en els nivells proteics ni en la
fosforilacié d’ERKS en I’'hipocamp dels ratolins R6/1 respecte els ratolins WT (figura 30A i 30B).
Al’escorga vam observar una disminucio significativa en els nivells proteics d’ERK5 en els ratolins
R6/1 comparat amb els ratolins WT, pero aquesta disminucié no és produeix fins etapes
avancades de la malaltia (figura 30C). En canvi, els nivells de fosforilacié d’ERK5 en I’escorca es
mantenen estables i no s’observen diferéncies significatives entre els ratolins WT i R6/1 en cap
de les edats analitzades (figura 30D). Aix0 suggereix que la desregulacio observada en els nivells
proteics i 'activitat d’'ERK5 des d’etapes simptomatiques inicials fins al final de la malaltia és

molt especifica de la regio estriatal en els ratolins R6/1.
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Figura 30. Nivells proteics d’ERK5 i de pERK5 Thr218/Tyr220 en I’hipocamp i 'escorga dels ratolins R6/1
al llarg de la progressio de la malaltia

(A'i C) Els nivells proteics d’ERK5 van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics de ratolins R6/1
(A) hipocampals i (C) corticals. Les analisis es van realitzar en diferents fases de la progressié de la malaltia
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(S, setmanes). En els grafics es representa la mitjana + SEM de la relacié dels nivells proteics d’ERK5 versus
els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins
WT (n= 5-8 animals per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA
amb el post hoc analisi de Newman-Keuls p<0.05 comparat amb els ratolins WT. Els immunoblots mostren
imatges representatives dels nivells proteics d’ERK5 i a-tubulina en les diferents condicions. (B i D) Els
nivells de pERK5 Thr218/Tyr220 van ser analitzats per Western blot en les mateixes mostres en els ratolins
R6/1 (B) en I'hipocamp i (D) en I'escorga. En els grafics es representa la mitjana + SEM de la relacio dels
nivells de pERKS5 versus els nivells proteics d’ERKS5. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge
del valor dels ratolins WT (n=5-8 animals per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic
Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls. Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells proteics de pERK5 i d’ERK5S en les diferents condicions.

2.2. Els nivells proteics d’ERK5 també es troben reduits en el putamen dels

pacients de la MH
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Figura 31. Els nivells proteics d’ERK5 estan disminuits en el putamen de pacients de la MH

Els nivells proteics d’ERK5 van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics de mostres post mortem
del putamen d’individus control (CNT) i d’individus afectats per la MH (MH). En el grafic es representa la
mitjana £ SEM de la relacié dels nivells proteics d’ERK5 versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta
mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels CNT (n= 5-6 per grup). Els resultats van ser
analitzats amb la prova t de Student.*p<0.05 comparat amb els individus CNT. L'immunoblot mostra
imatges representatives dels nivells proteics d’"ERK5 i a-tubulina.

Finalment, els nivells d’ERK5 també van ser analitzats en mostres post mortem de
putamen dels pacients de la MH. D’acord amb el que haviem observat en els models murins, els
nivells de la proteina ERKS estan disminuits en el putamen de pacients de la MH comparat amb

els nivells en el putamen d’individus control, no afectats per cap malaltia neurologica (figura 31).

2.3. Els nivells d’expressié de I’ARNm d’ERKS5 es troben alterats en I’estriat

dels ratolins R6/1

Per a estudiar si la disminucid dels nivells d’ERK5 era deguda a una alteracid
transcripcional, es van analitzar els nivells estriatals d’ARNm d’ERK5 en el estriat de ratolins
R6/1. Aquests nivells van ser analitzats en les dues etapes on s’havia observat una disminucié
dels nivells proteics d’ERKS. En primer lloc, es van analitzar els nivells d’ARNm estriatals d’ERK5

en una etapa inicial de la simptomatologia de la malaltia, a les 12 setmanes en ratolins WT i
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R6/1. En aquesta edat els ratolins R6/1 mostren una disminucid significativa dels nivells d’ARNm
d’ERK5 comparats amb els nivells dels ratolins WT (figura 32). En segon lloc, els nivells d’ARNm
d’ERK5 també es van analitzar a les 30 setmanes, en una etapa final de la malaltia en els ratolins
WT iR6/1. Enlafigura 32 s’aprecia que la reduccio en els nivells d’ARNm d’ERK5 es manté també
a les 30 setmanes en els ratolins R6/1 comparat amb els nivells dels ratolins WT. Per tant, la
disminucié en els nivells proteics estriatals d’ERK5 probablement és causada per una
desregulacid transcripcional, ja que els nivells d’ARNm d’ERK5 es troben disminuits en els

ratolins R6/1.
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Figura 32. Els nivells d’ARNm d’ERK5 estan disminuits en I'estriat dels ratolins R6/1 a les 12 i a les 30
setmanes

Els nivells d’ARNm estriatals van ser analitzats per gPCR en ratolins WT i R6/1 de 12 i 30 setmanes (S).
L’histograma mostra els nivells d’ARNm d’ERK5 normalitzats amb els gens 18S i B-actina. En el grafic es
representa la mitjana + SEM dels nivells d’ARNm d’ERKS5 relativitzats amb els valors dels ratolins WT (n=4-
7 per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc
analisi de Newman-Keuls .*p<0.05 comparat amb els ratolins R6/1.

2.4. Els ratolins R6/1 mostren alteracions en els nivells i en Pactivitat de

MEKS

L’Unica MAPKK que activa directament ERK5 és MEK5. MEKS activa ERKS fosforilant-la en
els residus Thr218/Tyr220 del domini TEY d’ERK5 (372—-374). Per conseglient, vam estudiar si
I'alteracio en I'activitat d’ERK5S era conseqiiéncia de I'alteracio en els nivells o I'activitat de MEK5.
En els ratolins R6/1 no es mostren alteracions dels nivells de MEK5 en etapes inicials de la
malaltia, a les 8 i 12 setmanes comparats amb els nivells dels ratolins R6/1 (figura 33A). Tot i
aixo, a les 20 setmanes si que es mostra una disminucid significativa dels nivells de MEK5 que es

manté també a les 30 setmanes en els ratolins R6/1 comparats amb els nivells dels ratolins WT.
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L’activitat de MEKS5 es va analitzar examinant els nivells de MEKS5 fosforilada (pMEK5) en
els residus Ser311/Thr315. No es van distingir diferéncies significatives en |'activitat de MEK5
fins a etapes finals de la malaltia entre els ratolins WT i R6/1. Els ratolins R6/1 de 8, 12 i 20
setmanes no mostren canvis en els nivells de pMEK5 respecte els ratolins WT, tot i que és
important ressaltar que a les 20 setmanes s’observa un augment no significatiu en els nivells de
PMEKS5 en els ratolins R6/1 (figura 33B). Els ratolins R6/1 de 30 setmanes mostren un augment
significatiu de I’activitat de MEKS comparat amb els ratolins WT. Aquests resultats correlacionen
amb els nivells de pERKS, ja que en els ratolins R6/1 a partir de les 20 setmanes s’observa un

augment de la fosforilacié d’ERK5 en els residus Thr218/Tyr220.
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Figura 33. Els nivells proteics de MEK5 i de pMEKS5 Ser311/Thr315 es troben alterats en I'estriat dels
ratolins R6/1

A) Els nivells proteics de MEK5 van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics estriatals de ratolins
WT i R6/1. Les analisis es van realitzar en diferents setmanes (S) de la progressié de la malaltia. En els
grafics es representa la mitjana = SEM de la relacié dels nivells proteics de MEKS versus els nivells proteics
d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8
animals per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post
hoc analisi de Newman-Keuls *p<0.05 i **p<0,01 comparat amb els ratolins WT. Els immunoblots mostren
imatges representatives dels nivells proteics de MEK5 i d’a-tubulina en diferents edats. (B) Els nivells de
PMEKS Ser311/Thr315 van ser analitzats per Western blot en les mateixes mostres en els ratolins R6/1.
En els grafics es representa la mitjana + SEM de la relacid dels nivells de pMEKS5 versus els nivells proteics
de MEKS5. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8 animals
per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi
de Newman-Keuls. *p<0.05 comparat amb els ratolins WT. Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells proteics de pMEKS i de MEKS5 en diferents edats.

2.5. Els nivells de pMEF2c es troben reduits en I’estriat dels ratolins R6/1
A continuacié vam voler comprovar si la reduccié en els nivells proteics i en la seva
fosforilacié d’ERKS estava associada a una reduccid de la via de senyalitzacié controlada per

ERK5. Un dels substrats més caracteristics d’ERK5 és la familia de factors de transcripcio MEF2.

ERKS5 fosforila i activa MEF2c en el residu Ser387 (372,373). A més, s’ha descrit ampliament que
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I'activacié de MEF2 per ERK5 té un paper molt important en la supervivencia i la proteccid
neuronal (291,304,305,375). Aixi doncs, vam estudiar els nivells proteics i de fosforilacié de
MEF2c en I'estriat dels ratolins R6/1. No vam distingir canvis significatius en els nivells proteics

en cap de les edats estudiades entre els ratolins WT i R6/1 (figura 34A).
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Figura 34. Els nivells proteics de pMEF2c Ser387 es troben disminuits en I’estriat dels ratolins R6/1

(A) Els nivells proteics de MEF2c van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics estriatals de
ratolins WT i R6/1. Les analisis es van realitzar en diferents setmanes (S) de la progressié de la malaltia.
En els grafic es representa la mitjana £ SEM de la relacid dels nivells proteics de MEF2c versus els nivells
proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n=
5-8 animals per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el
post hoc analisi de Newman-Keuls. Elsimmunoblots mostren imatges representatives dels nivells proteics
de MEF2 i d’a-tubulina en diferents edats. (B) Els nivells de pMEF2c Ser387 van ser analitzats per Western
blot en les mateixes mostres en els ratolins R6/1. En els grafics es representa la mitjana * SEM de la relacio
dels nivells de pMEF2c versus els nivells proteics de MEF2c. Aquesta mitjana esta expressada com a
percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8 animals per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el
test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls *p<0.05 comparat amb els
ratolins WT. Els immunoblots mostren imatges representatives dels nivells proteics de pMEF2 i de MEF2c
de diferents edats.

Contrariament, quan vam examinar la fosforilacié de MEF2c (pMEF2c) en el residu Ser387,
si que es van observar diferéncies significatives entre els ratolins WT i R6/1 (figura 34B). Els
ratolins R6/1 mostraven una reduccié en els nivells de pMEF2c a les 12 setmanes respecte als
ratolins WT. Aquesta disminucid era mantinguda al llarg de la progressié de la malaltia ja que
també s’apreciava en els ratolins R6/1 a les 20 i a les 30 setmanes respecte els ratolins WT (figura
34B). Aixo indica que la disminucié dels nivells i fosforilacio d’ERK5 observades a les 12 i 20
setmanes correlaciona amb una reduccié en la fosforilacié6 de MEF2c dependent d’ERK5 en
I'estriat dels ratolins R6/1, indicant una pérdua d’activitat d’ERK5. En els ratolins R6/1 de 30
setmanes, en els quals haviem observat una recuperacié de la fosforilacié estriatal d’ERKS5,
presenten una disminucié significativa dels nivells de pMEF2c. Per aquest motiu, nosaltres
suggerim que la recuperacio dels nivells de pERK5 no sembla ser suficient per restaurar 'activitat

de la via d’ERK5 i recuperar els nivells de pMEF2c.
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2.6. La fosforilaci6 d’ERK5 també es troba reduida en les ceél-lules

STHdhQl1v/Q111

A continuacid, vam voler saber si els canvis observats en els models murins de la MH
també es mostraven en les cél-lules STHAh®/A1t - Ajxi doncs, vam explorar els nivells d’ERKS i
de pERKS en les cél-lules estriatals STHAh®/Y (WT), que expressen la htt amb 7 glutamines, i en

les cél-lules STHdh®'1Y/Q11L (K]) que expressen la httm amb 111 glutamines.

A diferencia del que hem observat en els models murins de la MH, les cél-lules KI no
mostren canvis en els nivells d’ERK5 comparat en les cél-lules WT (figura 35A). No obstant aixo,
d’acord amb els resultats obtinguts en els models murins de la MH, les cél-lules Kl si que mostren
una disminucié en els nivells de pERK5 comparats amb els nivells de les cél-lules WT (figura 35B).
Aguests resultats indiquen que la disminucio de I'activitat d’'ERK5 és un factor estriatal comu en
models in vivo i in vitro de la MH. A més, aquest resultat indica que I'alteracié en I'activitat

d’ERK5 té lloc en models de la MH que expressen diferents formes de la httm.
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Figura 35. La fosforilaci6 de la proteina ERK5 esta disminuida en les cél-lules estriatals STHdh@11/Q1l
Els lisats de les cél-lules estriatals STHdh®/7 (WT) i STHdhQIH/QLL (K]) van ser analitzats per Western Blot
per a estudiar els nivells (A) d’ERK5 (B) i de pERKS. (A) En el grafic es representa la mitjana + SEM de la

Pagina 118



IV. Resultats

relacio dels nivells proteics d’ERK5 versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta
expressada com a percentatge del valor de les cel-lules WT (n=4-5 per condicid). Els resultats van ser
analitzats amb la prova t de Student. L'immunoblot mostra imatges representatives dels nivells proteics
d’ERKS5 i d’a-tubulina en les diferents condicions. (B) En el grafic es representa la mitjana + SEM de la
relacié dels nivells proteics de pERKS versus els nivells proteics d” ERK5. Aquesta mitjana esta expressada
com a percentatge del valor de les cél-lules WT (n=4-5 per condicid). Els resultats van ser analitzats amb
la prova t de Student. **p<0,01. El immunoblot mostra imatges representatives dels nivells proteics de
pERKS i d’ERKS5 en les diferents condicions.

2.7. L'augment dels nivells d’ERK5 indueix I’expressié del BDNF en la linia

cel-lular estriatal STHdh Q111/Q111

Ha estat descrit que I’activacio de la via d’ERK5 augmenta I'expressié del BDNF (291). Per
aquest motiu, vam voler examinar si la sobreexpressié d’ERK5 en la linia cel-lular estriatal STHdh
estimulava I'expressid del BDNF. Per augmentar |'activitat de la proteina ERK5 vam transfectar
les cel-lules amb plasmidis que contenien la proteina. En primer lloc, vam estudiar les condicions
temporals de transfeccié del constructe de la proteina ERK5 fusionada amb la proteina GFP
(ERK5-GFP). Vam transfectar les cel-lules WT amb els constructes ERK5-GFP i GFP. Seguidament,
passades 24, 48 i 72 hores des de la transfeccio les cel-lules van ser lisades. Tal i com es mosta a
la figura 36A, hi ha un augment significatiu de I'expressié d’'ERK5 a les 24 i a les 48 hores després
de la transfeccid del constructe ERK5-GFP comparat amb les cel-lules transfectades amb el
constructe que només expressa GFP. Tot i aix0, les cél-lules lisades 48 hores després de la
transfeccido amb el constructe ERK5-GFP sembla que presenten més expressié d’ERK5 que les
lisades a les 24 hores amb el mateix constructe. Per tant, en els posteriors experiments es va

deixar un temps de 48 hores per a I'expressio del constructe ERK5-GFP.

Tot seguit, vam analitzar els nivells d’expressié d’ARNm del BDNF en les cél-lules WT
transfectades amb el constructe ERK5-GFP. Vam poder apreciar que les cel-lules WT
transfectades amb el constructe ERK5-GFP mostraven uns augment significatiu en els nivells
d’ARNm del BDNF respecte a les transfectades amb el constructe GFP (figura 36B). Finalment,
vam estudiar els nivells proteics del BDNF en les cél-lules WT i KI després de transfectar-les
durant 48 hores amb els constructes ERK5-GFP i GFP. Tant les cel-lules WT com les cél-lules KI
mostren un augment significatiu en els nivells proteics del BDNF comparats amb les cél-lules
transfectades amb el constructe que només expressa GFP (figura 36C). Aquests resultats

indiquen que I'augment d’ERK5 estimula I’expressié del BDNF en la linia estriatal STHdh Q11/Qt11,
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Figura 36. La sobreexpressio d’ERK5 estimula I'expressi6 del BDNF en la linia cel-lular estriatal
STHthlll/Qlll

(A) Les cél-lules estriatals STHdh®”/? (WT) van ser transfectades amb els constructes GFP i ERK5-GFP i van
ser lisades a les 24, 48 i 72 hores (h). Els extractes proteics van ser analitzats per Western Blot per a
estudiar els nivells d’ERKS5. En els grafic es representa la mitjana = SEM de la relacié dels nivells proteics
d’ERKS5 versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del
valor de les cél-lules WT (n=4 per condicid). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way
ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls.**p<0,01 i ***p<0,001 comparat amb les cél-lules WT.
L'immunoblot mostra imatges representatives dels nivells proteics d’ERK5 i d’a-tubulina en les diferents
condicions. (B) Els nivells d’ARNm de les cel-lules WT van ser analitzats per qPCR després de 48 h de la
transfeccié dels constructes GFP i ERK5-GFP. L’histograma mostra els nivells d’ARNm del BDNF
normalitzats amb els gens 18S i B-actina. En el grafic es representa la mitjana = SEM dels nivells d’ARNm
del BDNF relativitzats amb els valors de les cel-lules WT (n=3-4). Els resultats van ser analitzats amb la
prova t de Student. *p<0.05 comparat amb les cél-lules WT-GFP. (C) Les cél-lules WT i KI van ser
transfectades amb els constructes GFP i ERK5-GFP, 48 hores després van ser lisades. Els extractes proteics
van ser analitzats per Western Blot per a estudiar els nivells d’ERK5. En el grafic es representa la mitjana
+ SEM de la relacié dels nivells proteics d’ERK5S versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana
esta expressada com a percentatge del valor de les cél-lules WT (n=3-4 per condicid). Els resultats van ser
analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls.***p<0,01
comparat amb les cel-lules WT-GFP i ##p<0,01 comparat amb les cél-lules KI-GFP. L'immunoblot mostra
imatges representatives dels nivells proteics del BDNF i d’a-tubulina en les diferents condicions.
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3. Estudi del rol de la familia de factors de transcripcié MEF2 en els
deéficits transcripcionals i cognitius dependents de la funcié

hipocampal en la MH

3.1. Els nivells proteics hipocampals del factor de transcripci6 MEF2 es

troben alterats en diferents models murins de la MH

Els nivells proteics de MEF2 van ser analitzats en I’'hipocamp en dos models murins de la
MH, els ratolins transgénics R6/1 i els ratolins heterozigots KI Hdh®/21t E|s nivells de MEF2 en
els ratolins R6/1 van ser analitzats en quatre estadis diferents de la simptomatologia cognitiva:
fase presimptomatica (8 setmanes), fase d’inici de la simptomatologia (12 setmanes), fase
simptomatica (20 setmanes) i fase avancada (30 setmanes). Com es mostra a la figura 37A no
s’observen diferéncies significatives en els nivells de MEF2 entre els animals WT i R6/1 a les 8
setmanes d’edat. En canvi, a partir de les 12 setmanes d’edat es pot observar una disminucio
significativa dels nivells proteics de MEF2 en I’hipocamp dels ratolins R6/1 respecte als animals

WT, reduccié que es manté a les 20 i 30 setmanes d’edat (figura 37A).
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Figura 37. Els nivells proteics de MEF2 estan reduits en I’hipocamp al llarg de la progressié de la malaltia
en els ratolins R6/1 i Kl

Els nivells proteics de MEF2 van ser analitzats per Western blot d’extractes proteics hipocampals (A) de
ratolins WT, R6/1 i (B) de ratolins Hdh®/% (WT), Hdh@/Q111 (K|). Les analisis es van realitzar en diferents
fases de la progressié de la malaltia (S, setmanes. M, mesos). Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells proteics de MEF2 i d’a-tubulina en diferents edats. En els grafics es representa
la mitjana + SEM de la relacié dels nivells proteics de MEF2 versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta
mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 5-8 animals per genotip). Els
resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-
Keuls.*p<0.05 i **p<0.01 comparat amb els ratolins WT.

Com en els ratolins R6/1, també es va realitzar 'analisi de mostres hipocampals dels
ratolins KI Hdh®/Q1! per 3 estudiar els nivells proteics de MEF2.. Els nivells de MEF2 en els
ratolins KI Hdh®/Q'!! es va analitzar en les mateixes fases de la simptomatologia cognitiva, perd
en edats diferents degut a que la progressié de la malaltia dels ratolins KI Hdh?/21! és més lenta
gue la que mostren els ratolins R6/1. En aquest cas corresponen: fase presimptomatica (3
mesos), fase d’inici de la simptomatologia (6 mesos) i fase avancada (17 mesos). Els nivells
proteics de MEF2 en els ratolins KI Hdh®/@'1! segueixen el mateix patré de disminucié que el
gue mostren els ratolins R6/1. En aquests ratolins tampoc s’observen diferencies significatives
entre els ratolins WT Hdh®/? j els ratolins KI Hdh®/Q11 3|s 3 mesos d’edat. Per altra banda, en
els ratolins KI Hdh¥/@1! també s’observa una disminucié significativa dels nivells proteics de
MEF2 als 6 mesos, quan s’inicia la simptomatologia cognitiva, i aquesta disminucid es

mantinguda al llarg de la progressié de la malaltia (Figura 37B).
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3.2. Mecanismes causals de la disminucié hipocampal del Factor de

transcripcio MEF2 en la MH

3.2.1. La disminucié hipocampal del Factor de transcripci6 MEF2 no és deguda a una

desregulacié transcripcional en els ratolins R6/1

Per a determinar si la disminucié observada en els nivells proteics de MEF2 era causada
per una desregulacié transcripcional, es van analitzar els nivells de ’ARNm de MEF2. Els nivells
de 'ARNm de MEF2 van ser determinats usant extractes d’ARNm hipocampals d’animals WT i
R6/1 a les 8, 20 i 30 setmanes (figura 38). No s’observen diferéncies significatives en cap de les
edats estudiades entre els ratolins WT i R6/1. Aix0 suggereix que la preséncia de la httm no
altera I'expressié geénica de MEF2. Per tant, la disminucié dels nivells proteics hipocampals de

MEF2 no és deguda a una desregulacio transcripcional.
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Figura 38. Els nivells d’ARNm de MEF2 no estan alterats en I’hipocamp dels ratolins R6/1

Els nivells d’ARNm hipocampals van ser analitzats per gPCR en ratolins WT i R6/1 de diferents edats (S,
setmanes). L’histograma mostra els nivells d’ARNm de MEF2 normalitzats amb els gens 18S i GAPDH. En
el grafic es representa la mitjana + SEM dels nivells d’ARNm de MEF2 relativitzats amb els valors dels
ratolins WT (n=4-7 per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA
amb el post hoc analisi de Newman-Keuls.

3.2.2. La disminucié hipocampal del Factor de transcripci6 MEF2 no és causada per la

interaccid directa amb la httm en els agregats proteics

Per tal d’estudiar si MEF2 interaccionava amb la httm i caracteritzar I'expressié de MEF2
es van realitzar analisis d’'immunofluorescéncia en seccions coronals hipocampals en animals
WT i R6/1 de 20 setmanes d’edat. En les imatges de la figura 39 es pot observar que MEF2 té
una localitzacié nuclear tant en els animals WT com en els animals R6/1. Aquestes analisis

mostren que no hi ha colocalitzacié entre MEF2 i la httm. El que si que és rellevant observar és
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la gran disminucié de MEF2 que s’observa en I’hipocamp dels ratolins R6/1, que confirma els

resultats obtinguts per Western blot.

Figura 39. Marcatge amb immunofluorescéncia de MEF2 en seccions coronals hipocampals

MEF2 va ser analitzat amb immunofluorescencia en el GD, la CAl i la CA3. Les imatges son imatges
representatives de la CAl captades amb el microscopi confocal Leica TS SP5 a 63x. La barra d’escala és 50
pum. Els nuclis van ser marcats amb Hoechst 33258 i la httm amb I'anticos EM48. El merge mostra el
solapament de les imatges dels diferents canals.

WT

R6/1

Per a corroborar que MEF2 no interaccionava ni amb la httm ni amb la htt vam realitzar
un assaig d’'IP. Amb aquest assaig i tal i com s’observa a la figura 40 vam poder confirmar que

no existeix interaccidé entre MEF2 i la httm ni tampoc amb la htt.
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Figura 40. MEF2 no interacciona ni amb la httm ni amb la htt

La interaccid entre MEF2 i la httm i la htt va ser analitzada en extractes proteics de I’hipocamp d’animals
WT i R6/1 de 20 setmanes per IP. La htt va ser immunoprecipitada amb I'anticos MAB2166, la httm amb
I’anticos EM48 i com a control negatiu es van usar IgG inespecifiques de ratoli. Les membranes després
van ser incubades amb els mateixos dos anticossos de la htt i amb I’anticos de MEF2 tal i com es mostra
a les imatges representatives, on — indica extracte proteic sense immunoprecipitar.
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3.2.3. La disminucié hipocampal del factor de transcripcié MEF2 és dependent de I’activitat

de les caspases

Un altre possible mecanisme que podria explicar la reduccié dels nivells de MEF2 en els
models de la MH és un augment de la degradacié de MEF2. Diferents estudis associen la
disminucié en els nivells de MEF2 amb un augment del seu clivatge per caspases (343,376—378).
Per estudiar aquest possible mecanisme vam utilitzar cultius hipocampals primaris d’embrions
WT i R6/1 a dia embrionari 18. Primerament, vam voler saber si les neurones hipocampals in
vitro provinents dels animals R6/1 també presenten nivells reduits de MEF2. D’acord amb el que
haviem observat en els models murins, els resultats van mostrat que els cultius hipocampals
primaris R6/1 mostraven una disminucio significativa de la proteina MEF2 comparats amb els

cultius hipocampals primaris WT a DIV 10 (figura 41).
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Figura 41. Els nivells de MEF2 estan disminuits en els cultius primaris hipocampals R6/1

Els nivells proteics de MEF2 van ser analitzats en els cultius primaris hipocampals d’embrions WT i R6/1 a
dia embrionari 18. Els cultius van ser lisats a DIV 10 i els extractes proteics analitzats per Western blot. En
el grafic es representa la mitjana + SEM de la relacié dels nivells proteics de MEF2 versus els nivells proteics
d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels ratolins WT (n= 6
embrions per genotip). Els resultats van ser analitzats amb la prova t de Student.*p<0.05 comparat amb
els ratolins WT. Els immunoblots mostren imatges representatives dels nivells proteics de MEF2 i d’a-
tubulina dels cultius WT i R6/1.

Per a estudiar si aquesta disminucié era deguda a un augment de la degradacié per
caspases es van tractar els cultius primaris hipocampals amb un paninhibidor de caspases,
I'inhibidor zVAD. Després d’aquest tractament es va observar que els nivells de MEF2
augmentaven significativament en els cultius hipocampals primaris R6/1 tractats amb zVAD

respecte als tractats amb vehicle (figura 42A).
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Figura 42. La disminucié de MEF2 en els cultius primaris hipocampals és causada per un augment en
I’activitat caspasa

(A) Els nivells proteics de MEF2 van ser determinats per Western blot dels extractes proteics dels cultius
primaris hipocampals WT i R6/1 a DIV 10. Els cultius primaris hipocampals van ser tractats a DIV 9 amb 50
UM del pan inhibidor de caspases (zVAD) o vehicle (VHC, DMSO) i 17 hores després a DIV 10 van ser lisats.
En el grafic es representa la mitjana + SEM de la relacid dels nivells proteics de MEF2 versus els nivells
proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels cultius
hipocampals primaris WT VHC (n= 6-7 per genotip). Els resultats van ser analitzats amb el test estadistic
Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls. *p<0,05 versus WT VHC; #p<0,05 versus R6/1
VHC. Elsimmunoblots mostren imatges representatives dels nivells de MEF2 i d’a-tubulina en les diferents
condicions. (B) L’activitat caspasa 3 va ser determinada mesurant els nivells del fragment actiu de la
caspasa 3 per Western blot dels extractes proteics dels cultius primaris hipocampals WT i R6/1 a DIV 10.
En el grafic es representa la mitjana + SEM de la relacié dels nivells proteics de caspasa 3 clivada versus
els nivells proteics de procaspasa 3. Aquesta mitjana esta expressada com a percentatge del valor dels
cultius hipocampal primaris WT. Els resultats van ser analitzats amb la prova t de Student.*p<0.05
comparat amb els ratolins WT (=5-6 per genotip). Els immunoblots mostren imatges representatives dels
nivells de caspasa 3 clivada i procaspasa 3 dels cultius hipocampals primaris WT i R6/1. (C) Imatges

% Mort cel-lular
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representatives neurones hipocampals primaries WT i R6/1 captades amb el microscopi
d’epifluoresceéncia I’'Olympus BX60. La barra d’escala és 100 um. Les imatges mostren el marcatge nuclear
immunofluorescent amb Hoechst 33258. El grafic mosta el % de mort cel-lular en els cultius primaris
hipocampals WT i R6/1. Aquest % ha estat calculat amb el nimero de cél-lules picnotiques determinat
amb el programa CellProfiler. Els resultats van ser analitzats amb la prova t de Student.

Per saber si I'augment de MEF2 en preséncia del zZVAD era degut a un augment de la seva
activitat en les neurones R6/1, vam analitzar els nivells del fragment actiu de la caspasa 3.
Concretament, vam estudiar I'activitat de la caspasa 3, ja que juntament amb la 7, és la que ha
estat implicada en el clivatge de MEF2 (343,376). Les caspases son sintetitzades com a proteines
inactives (procaspases) i per a activar-se han de patir un trencament proteolitic donant lloc a la
proteina activa (caspasa clivada). Vam observar un augment dels nivells del fragment actiu de la
caspasa 3 a DIV 10 en els cultius hipocampals primaris R6/1 comparats amb els cultius WT,
indicant un augment de la seva activitat (figura 42B). Finalment, vam voler estudiar si aquest
augment de I'activitat caspasa anava acompanyat d’'un augment en la mort cel-lular. Per tant,
vam estudiar els nivells de mort cel-lular realitzant un assaig de mort cel-lular per tincié de la
cromatina amb el programa CellProfiler. La mort cel-lular va ser determinada amb el % de
cél-lules que presentaven nuclis picnotics (nuclis més petits i amb més intensitat de marcatge
fluorescent). Tal i com es mostra a la figura 42C no vam observar diferencies significatives en el

% de mort cel-lular presents en els cultius hipocampals WT i R6/1.

3.3. El Tractament agut amb el BML-210 millora la complexitat neuritica en

cultius hipocampals primaris d’embrions R6/1

Les dendrites son els llocs primaris de connexid sinaptica i el creixement dendritic és
essencial per a la formacid sinaptica. Alteracions que afecten la forma i la mida de I'arbre
dendritic generen problemes cognitius, de percepcié i de memoria (379,380). Per a estudiar si
I'activacié de MEF2 podia millorar la morfologia de les neurites en els cultius hipocampals
primaris, aquests van ser tractats amb el compost BML-210. Aquest compost desinhibeix a MEF2
ja que impedeix la interaccié entre MEF2 i les HDAC de la classe Ila. Quan MEF2 interacciona
amb les HDAC de la classe lla, la seva activitat transcripcional esta reprimida, mentre que quan

aquesta interaccio es dissocia s’activa la transcripcié de MEF2 (figura 43A) (359).

Els cultius primaris van ser tractats a DIV 7 amb BML-210 i BDNF. El BDNF es va usar com
a control positiu, ja que esta ampliament definit que els seus efectes neurotrofics promouen el
creixement de les neurites in vitro (370,381). Tres dies després del tractament, es va analitzar la
complexitat neuritica, quantificant la llargaria total de l'arbre neuritic i el nombre de

neurites/neurona (Figura 43B i 43C). Tal com es mostra en els grafics de la figura 43B, vam
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observar una disminucié tant en la llargaria total de 'arbre dendritic com en el nombre de
neurites/neurona en els cultius hipocampals primaris R6/1 vehicle comparat amb els cultius
hipocampals WT vehicle. Els cultius tractats amb BDNF mostren un augment dels dos
parametres tant en els cultius WT com en els R6/1. En canvi els cultius WT tractats amb BML-
210 no mostren millores en cap dels dos parametres, indicant un efecte especific sobre les
neurones que expressen la huntingtina mutada. Destacar que el tractament amb BML-210
augmenta els dos parametres morfologics estudiats en els cultius R6/1 de manera comparable
al tractament amb BDNF. Aquests resultats indiquen que el tractament amb BML-210 genera un

efecte neurotrofic i neuroprotector en els cultius primaris hipocampals R6/1.
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Figura 43. L’activacio de MEF2 mitjangant el tractament amb BML-210 augmenta el nombre de neurites
i la seva llargaria en cultius primaris hipocampals
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Els cultius hipocampals primaris d’embrions WT i R6/1 a dia embrionari 18 van ser tractats a DIV 7 amb
vehicle (VHC), BML-210 (10 uM) i BDNF (10ng/ml). Tres dies després els cultius van ser fixats. (A) Diagrama
esquematic de I'accido molecular del compost BML-210. (B) Els grafics mostren el nombre de neuritesi la
llargaria de I'arbre neuritic analitzats per a cada condicié amb el programa CellProfiler. Els resultats van
ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls.** p<0,01
i ¥*¥*p<0,001 versus WT VHC; #p<0,05 i ###p<0,001 versus R6/1 VHC. (C) Imatges representatives que
mostren el marcatge amb MAP2 dels diferents grups tractats de neurones hipocampals piramidals a DIV
10. La barra d’escala és 50 um. Les imatges van ser captades amb el microscopi d’epifluorescencia
I’Olympus BX60.

3.4. El tractament agut amb BML-210 redueix els déficits de memoria de

reconeixement i localitzacié a llarg termini en els ratolins R6/1

Per analitzar si I'activacié de MEF2 produeix millores en els déficits de la memoria a llarg
termini en els ratolins R6/1, els ratolins WT i R6/1 van ser tractats de manera aguda amb BML-
210 (150 mg/kg/dia) o amb vehicle. Aquests compostos van ser administrats als ratolins durant
guatre dies consecutius. El quart dia de tractament es va realitzar I'avaluacié de la memoria a
llarg termini. Aquesta avaluacid es va realitzar quan els ratolins tenien una edat d’entre 15i 16
setmanes, ja que és I'edat en qué els ratolins R6/1 mostren clarament déficits de memoria. La
valoracio de la memoria de reconeixement es va dur a terme amb el NORT (figura 44A). Vam
observar que, mentre els ratolins WT passaven més temps explorant I'objecte nou que I'objecte
vell, aquesta preferéncia no era present en els ratolins R6/1 tractats amb vehicle. Es important
remarcar que els ratolins R6/1 tractats amb el BML-210 mostraven una preferéncia per a

I’objecte nou similar a I'observada en els ratolins WT.

Per tal de confirmar la millora de memoria a llarg termini també es va estudiar la memoria
a llarg termini espacial amb el NOLT (figura 44B). Durant el test, els animals R6/1 tractats amb
vehicle no mostraven cap preferéencia per I'objecte que es trobava en una nova localitzacié
respecte I'objecte que es trobava en la localitzacid vella. Tot i aix0, els ratolins R6/1 tractats amb
BML-210 exploraven més |'objecte que es trobava en una nova localitzacid. En cap dels dos
testos es van observar diferéncies entre els ratolins WT tractats amb vehicle o amb BML-210.
Per tant, I'administracié del compost BML-210 millora els déficits de memoria de reconeixement

i espacials que presenten els ratolins R6/1.
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Figura 44. El tractament agut amb BML-210 millora els déficits de memoria a llarg termini dels ratolins
R6/1

Els ratolins WT i R6/1 de 15-16 setmanes d’edat van ser tractats diariament amb BML-210 (150mg/kg/dia)
o amb vehicle (VHC) durant quatre dies. L’avaluacié de la memoria de reconeixement i espacial es va
realitzar amb (A) el NORT i (B) el NOLT, respectivament. Els grafics mostren el % d’exploracid dels objectes
representat com % de preferéncia d’objecte o com a index de reconeixement. La linia discontinua indica
la probabilitat d’exploracié dels objectes. n= 10-15 animals per grup. Els resultats van ser analitzats amb
el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-Keuls.*p<0,05,** p<0,01 i
***1p<0,001 versus WT VHC; #p<0,05 versus R6/1 VHC.

3.5. El tractament amb el compost BML-210 inhibeix la interaccié entre
MEF2 i la HDAC4 (HDAC de la classe lla) i recupera els nivells de les proteines

Sinaptofisina i Arc

Per tal d’analitzar si el tractament amb BML-210 estava activant a MEF2 es va estudiar la
interaccid entre aquest i la HDAC4 que pertany a la classe lla d’"HDAC. Aquesta interaccio es va
mesurar en mostres corticals de ratolins WT i R6/1 tractats de manera i.p. durant quatre dies
amb BML-210 (150mg/kg/dia) o amb vehicle (VHC) per immunoprecipitacié. Vam observar que
després del tractament amb el BML-210 tant els ratolins WT com els R6/1 mostraven menys

interaccio entre MEF2 i la HDAC4 (figura 45).
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Figura 45. El tractament amb BML-210 redueix la interaccié entre MEF2 i la HDACA4 de la classe lla

La interaccidé entre MEF2 i la HDAC4 va ser analitzada en extractes proteics d’escorga cerebral d’animals
WT i R6/1 d’entre 15-16 setmanes per IP. Els animals WT i R6/1 van ser tractats amb BML-210
(150mg/kg/dia) o amb vehicle (VHC) durant quatre dies. La IP és va realitzar amb mostres d’animals que
havien realitzat el NORT. La IP es va dur a terme amb I’anticés de la HDAC4. Les membranes després van
ser incubades amb diferents anticossos tal i com es mostra a les imatges representatives. — indica
I’extracte proteic sense immunoprecipitar.

Seguidament, vam analitzar si les millores en la memoria observades després del
tractament amb BML-210 correlacionaven amb canvis en I'expressié de proteines relacionades
amb la memoria i amb la densitat sinaptica. Amb aquesta finalitat vam analitzar els nivells
proteics d’Arc en els ratolins WT i R6/1 després del tractament agut amb BML-210 i d’haver
realitzat el NORT o el NOLT. Arc és un gen de resposta immediata d’activitat sinaptica, i ha estat
ampliament usat com a marcador de plasticitat sinaptica i memoria (336,349,352). Per altra
banda, diversos articles han descrit que Arc és un gen diana de MEF2 (345,351-354). Després
de realitzar I'experiment, vam observar que els ratolins R6/1 vehicle mostraven una disminucié
significativa dels nivells proteics d’Arc comparats amb els ratolins WT. En canvi, els ratolins R6/1

tractats amb BML-210 mostraven un augment dels nivells proteics d’Arc (figura 46A).

Finalment, vam analitzar els nivells proteics de Sinaptofisina. La Sinaptofisina és una
proteina vesicular presinaptica que representa un marcador especific de la densitat sinaptica
(382—384). Com s’observa en la figura 46B, els ratolins R6/1 mostren una disminucio dels nivells
de Sinaptofisina. Es interessant ressaltar que el tractament amb BML-210 recupera els nivells de
Sinaptofisina en els ratolins R6/1. Aquests resultats indiquen que el tractament amb BML-210
esta activant la transcripcio regulada per MEF2 en els ratolins R6/1, ja que Arc és un gen diana
d’aquest. A més, aquests resultats també assenyalen que el tractament amb BML-210 esta

modulant la plasticitat sinaptica en els ratolins R6/1.
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Figura 46. El tractament amb BML-210 evita la disminucio de les proteines Arc i Sinaptofisina en els
ratolins R6/1

Els nivells proteics (A )d’Arci (B) de Sinaptofisina van ser determinats per Western Blot d’extractes proteics
hipocampals d’animals WT i R6/1 tractats amb BML- 210 (150mg/kg/dia) o amb vehicle (VHC) durant
quatre dies, després d’haver sigut avaluats amb el NORT. En els grafics es representa la mitjana £ SEM de
la relacio dels nivells proteics d’Arc o Sinaptofisina versus els nivells proteics d’a-tubulina. Aquesta mitjana
esta expressada com a percentatge del valor dels animals WT VHC (n=10-15 animals per grup). Els
resultats van ser analitzats amb el test estadistic Two-way ANOVA amb el post hoc analisi de Newman-
Keuls. *p<0,05 versus WT VHC; #p<0,05 versus R6/1 VHC. Els immunoblots mostren imatges
representatives dels nivells d’Arc, Sinaptofisina i d’a-tubulina en les diferents condicions.
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V. Discussio

La recerca de noves dianes terapéutiques en la MH és una area de gran interes cientific,
ja que actualment no hi ha tractaments que puguin retardar o pal-liar la progressié de la malaltia.
Per tant, per tal de descriure noves dianes terapeutiques és essencial I'estudi de mecanismes
moleculars que contribueixen a la patologia de la malaltia a causa de la presencia de la httm. En
les Ultimes decades, molts estudis han corroborat que la httm produeix déficits en diferents
nivells de la maquinaria cel-lular, com sén l'alteracié en els receptors cel-lulars (143—-145), la
desregulacid en les vies de senyalitzacié (125,227,228,230,231) i els déficits transcripcionals
(146,147,385). Alteracions en un o més d’aquests nivells s’han postulat com a mecanismes

causals de la disfuncié i la mort neuronal en la MH (142,229,386).

Per altra banda, la MH esta caracteritzada per la disfuncié i degeneracid estriatal i també
d’altres arees cerebrals com I'escorca i I’"hipocamp (2,77,387). Actualment, esta ampliament
acceptat que la mort neuronal no es produeix fins etapes avancades de la malaltia i que la
disfuncid neuronal i sinaptica sén els principals causants de la simptomatologia i de la progressio
de la MH (96,388). Per tant, el camp de recerca de noves dianes farmacologiques en la MH es
centra en la restauracid de la disfuncié neuronal i sinaptica i la prevencié de la mort neuronal

caracteristica de les fases finals de la malaltia.

Un altre dels ambits que és font d’investigacié en la MH és la contribucié de la funcié
hipocampal en els déficits cognitius caracteristics de la malaltia. Molts estudis han demostrat
que l'aparicié dels deficits cognitius té lloc abans de I'inici de la simptomatologia motora, en
I'estadi premanifest de la MH (29,30,389). Aquests simptomes clinics han estat atribuits
principalment a la disfuncio cortico-estriatal (30,100,390,391), encara que actualment cada cop
esta més establert que la causa de la disfuncid cognitiva no és només deguda a la disfuncio dels
ganglis basals i de la via cortio-estriatal, sind a un defecte més extens en la connectivitat i la
funcionalitat cerebral (20,77,392,393). De fet, s’han descrit moltes alteracions patologiques
hipocampals en la MH, com I'aparicié d’agregats de httm i la reduccié del volum hipocampal en
etapes inicials de la malaltia (2,107,108,393,394). A més, cada cop hi ha més evidéncies que
demostren la implicacié de I'hipocamp en les alteracions cognitives presents en la MH

(77,109,110,113,114,125).

L'objectiu central d’aquesta tesi ha estat estudiar el paper fisiopatologic de diferents
proteines a nivell estriatal i hipocampal amb la finalitat de definir nous candidats que permetin
realitzar un abordatge terapeutic sobre més d’una diana i aixi fer front a la complexitat de la

MH.
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Les tres dianes terapeutiques investigades per a incidir en les alteracions presents en la
MH en els diferents nivells cel-lulars mencionats son: els receptors cel-lulars, les vies de
senyalitzacid i la regulacié transcripcional. En primer lloc hem estudiat I'activacié del receptor
EP2 i la seva implicacio en els déficits cognitius dependents de la funcié hipocampal. En segon
lloc hem analitzat la desregulacié en la senyalitzacié estriatal de la via de la MAPK ERK5. Per
ultim també hem examinat la desregulacié del factor de transcripcié MEF2 i el seu efecte en la
desregulacid transcripcional en I'hipocamp. Els nostres resultats mostren que aquests tres
mecanismes moleculars corregeixen el desequilibri transcripcional present en la MH induint
millores cel-lulars que podrien contribuir en la restauracié de la disfuncié neuronal causada per
la httm. A més, proposem que les tres vies estudiades podrien estabilitzar els déficits
transcripcionals convergint en la transcripcié dependent de I'element genomic de resposta a
activitat sinaptica SARE (figura 47). L'estimulacid del receptor EP2 (252) com també |’activacio
de la via de senyalitzacié d’ERK5 (292,307) fosforilen i conseqiientment activen a CREB. A més,
ERK5 controla la fosforilacié i la subseqlient activacié del factor de transcripci6 MEF2, també
estudiat en aquesta tesi. Per altra banda, tant CREB com MEF2 s’uneixen a les seqliencies
genomiques SARE promovent la transcripcid de gens regulats per activitat neuronal produint

una resposta coordinada en situacions d’activacié neuronal (352—-354).
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Figura 47. Caracteritzacio de noves dianes terapéutiques en la MH
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Diagrama esquematic on es mostren les tres proteines i els seus mecanismes moleculars associats, que
han estat estudiats en aquesta tesi com a possibles dianes terapeutiques en la MH. 1) El receptor EP2
estimula I'activitat transcripcional de CREB estimulant la via AMPc/PKA/CREB. 2) La via de senyalitzacié
de la MAPK ERKS5 regula I'activitat de CREB i MEF2. 3) El factor de transcripcid MEF2 regula un complex
programa transcripcional fonamental en els processos de plasticitat sinaptica i formacié de memoria. Tant
CREB com MEF2 s’uneixen a I'element genomic SARE que controla I'activacié transcripcional de gens
implicats en la supervivencia i la plasticitat sinaptica, entre els quals es troba el BDNF.

Finalment, proposem que els tres mecanismes moleculars estudiats en aquesta tesi
representen bons candidats terapeutics per a tractar la disfuncié neuronal i sinaptica ja que les
seves alteracions s’observen des d’etapes inicials de la malaltia. En el cas d’ERK5 la seva
restauracié podria comportar millores cognitives i motores dependents de la funcid estriatal.
L’estudi del receptor EP2 i de MEF2 ens ha permes observar que la seva activacid contribueix en
la restauracio dels deéficits cognitius dependents de I’hipocamp i també corroborar la

importancia de la funcié hipocampal en els processos cognitius en la MH.

1. L’estimulacio del receptor EP2 redeuix els déficits cognitius de la
MH estimulant la transcripcio de proteines sinaptiques i del BDNF

en I"hipocamp

La senyalitzacié induida per les PG té un rol central en les respostes fisiologiques i
patologiques en tots els organs, incloent el SNC. De manera important, s’ha descrit que la PGE;
té un paper important en malalties cerebrals, com el dany isquémic i malalties
neurodegeneratives (256). Actualment, moltes linies d’investigacio sobre el rol de les PGE; es
centren en modular la senyalitzacié de la PGE, a través de la seva interacci6 amb els seus
receptors, EP1-4. Aquests quatre receptors sén receptors transmembrana acoblats a proteines
G, que s’expressen de manera diferencial en les diferents regions del SNC tant en cél-lules
neuronals com glials (251). L’activacid dels receptors de la PGE; mostra un rol complex i dual i
pot presentar efectes neuroprotectors o neurotoxics en les malalties neurologiques depenent
del context cel-lular (259,261,266,271,274,276,277,279,369). Aixo fa que la senyalitzacié de la
PGE; sigui una font potencial d’investigacid. En aquesta tesi, em volgut examinar el rol del
receptor EP2 en la MH utilitzant una administracié i.p. del Misoprostol, un agonista del receptor

EP2.

En primer lloc vam determinar que el Misoprostol induis una activacié cerebral del
receptor EP2 aixi com determinar la dosi idonia d’aquest farmac. Vam utilitzar la via de
senyalitzacid més associada als efectes beneficiosos de I'activacié del receptor EP2, la via

AMPc/PKA/CREB (252). Una sola injeccié de Misoprostol i.p. en ratolins WT induia un augment
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en el hipocamp de la fosforilacié del factor de transcripcié CREB una hora després del
tractament. Vam observar aquest augment amb les dues dosis assajades, 50 i 500 pg/kg, tot i
que I'efecte més potent el vam obtenir amb la dosi de 50 pg/kg. Per a corroborar que aquesta
activacio de CREB estava associada a una estimulacié de la via AMPc/PKA vam estudiar la
fosforilacid en els substrats de PKA utilitzant la dosi de 50 pg/kg. Vam observar una hora després
del tractament amb Misoprostol un important augment en la fosforilacid dels substrats de PKA.
Aguests resultats, doncs, ens indiquen que I'administracié del Misoprostol estimula la via de
senyalitzacié associada al receptor EP2. A més, ens van permetre comprovar que el farmac
arriba al cervell i definir una dosi optima per a induir els efectes beneficiosos mediats per
receptor EP2 en el SNC. En aquest sentit, diferents estudis mostren que I'expressidé genica
controlada per CREB és necessaria per a la supervivéncia de multiples subtipus neuronals i
també és essencial en els processos de formacié de memoria (241,336,395). A més, la funcid de
CREB és veu danyada per la preséncia de la httm (149,396). S’ha observat en models murins de
la MH que la transcripcio de gens regulats per CREB esta disminuida (146,367). Aix0 suggereix
gue la inhibicié de la transcripcié controlada per CREB contribueix a la fisiopatologia de la MH
(167,169). Recentment, s’ha proposat que un augment en la fosforilaci6 de CREB exerceix
efectes beneficiosos tant en models murins excitotoxics com en models geneétics de la MH
(245,247). Els nostres resultats indiquen que I’administracidé i.p. del Misoprostol promou
I'activacié de CREB en I’hipocamp, indicant que I’activacié farmacologica del receptor EP2 pot
ser una nova estrategia terapéutica per promoure la formacié de memoria en el context de la

MH.

Diferents estudis descriuen la implicacié de la PGE; i en concret del receptor EP2 en la
plasticitat sinaptica i en els processos de formacié de memoria (270,281-283). S’ha observat
que la inhibicié de la sintesi de PG administrant ibuprofé promou déficits en I'aprenentatge
espacial associat a I’'hipocamp, aixi com déficits en la LTP (65). En aquest treball es descriu que
aquestes alteracions sén dependents de la PGE; (65). A més, s’ha descrit que ratolins deficients
del receptor EP2 presenten alteracions en processos cognitius i de plasticitat sinaptica a nivell
hipocampal (66, 67). Vam realitzar un tractament cronic amb Misoprostol amb la dosi de 50
ug/kg i els nostres resultats mostren que aquest tractament cronic millora els déficits de
memoria a llarg termini que presenten els ratolins R6/1. En concret, hem observat que els
ratolins R6/1 tractats amb Misoprostol realitzen millor el T-SAT i el NORT, dues proves
conductuals que avaluen memoria a llarg termini, que els ratolins R6/1 control. Aquest efecte
beneficids del Misoprostol en els animals R6/1 no el vam observar a la prova de 'accelerating

rotarod, que és una tasca dependent de la via cortico-estriatal. Aixd sembla indicar que I'efecte
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beneficids del tractament amb Misoprostol sembla ser especific de I'hipocamp, sense tenir
capacitat per restablir la via cortico-estriatal en els ratolins R6/1. En aquest sentit, s’ha descrit
gue PGE; modula la transmissié sinaptica en I’hipocamp mitjancant una activacio del receptor

EP2 localitzat a nivell presinaptic (68).

Tot i que existeix poca bibliografia que relacioni el rol del receptor EP2 i I'activitat trofica
del BDNF, alguns treballs mostren que les PG estimulen I'alliberament del BDNF en cultius
d’astrocits i de neurones (268,269). En la mateixa linia, els nostres resultats mostren que,
associat a les millores conductuals, I'estimulacid cronica del receptor EP2 amb el Misoprostol
també indueix un augment dels nivells del BDNF en I’"hipocamp dels ratolins tractats amb aquest
farmac. Aquest augment també I’"hem observat en cultius primaris hipocampals d’animals WT i

R6/1 tractats amb Misoprostol.

El BDNF és un factor neurotrofic altament regulat pel factor CREB (195,243) i s’ha postulat
que és un regulador central de la plasticitat sinaptica i delprocessos de formacié de memoria
(336,395). A més, ha estat ampliament descrit que els nivells del BDNF estan disminuits en la
MH, i que aquests canvis regulen la severitat i I'inici dels simptomes (124,192,205,226,397). No
solament aix0, sind que els tractaments centrats en la recuperacid dels nivells del BDNF
produeixen una millora en la plasticitat sinaptica, i en les funcions motores i cognitives en

models murins de la MH (126,398).

Per tant, la nostra conjectura és que les millores cognitives observades en els ratolins R6/1
després del tractament cronic amb Misoprostol sén degudes a la recuperacid dels nivells
hipocampals del BDNF. Aquesta hipotesi es veu reforcada pel fet que I'efecte neurotrofic del
Misoprostol esta restringit a I’hipocamp, ja que no observem augments significatius dels nivells
del BDNF en I'escorca cerebral i en I'estriat en els ratolins R6/1 després del tractament amb el
Misoprostol. Aquest resultat correlaciona amb el fet de que tampoc observem millores en els
ratolins R6/1 tractats en "accelerating rotarod. Aquesta selectivitat hipocampal del tractament
amb Misoprostol pot ser deguda a que la regié que mostra una reduccié més pronunciada dels
nivells proteics del BDNF a les 18 setmanes en els ratolins R6/1 és I’hipocamp. Una altra possible
explicacid d’aquesta selectivitat és que I'expressio del receptor EP2 és més baixa en |'escorga i

en I'estriat que en I’hipocamp (73, 74).

Per tal de saber si 'augment dels nivells del BDNF observats en I’hipocamp estaven
associats a una millora en la plasticitat sinaptica, vam estudiar els nivells de diferents marcadors

sinaptics. Vam observar una recuperacié en els nivells de les proteines sinaptiques PSD95 i
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VGIuT1 en I'hipocamp dels ratolins R6/1 després del tractament cronic amb Misoprostol.
Alteracions en els nivells de PSD95 produeixen alteracions en la senyalitzacié sinaptica i la
plasticitat, que al seu torn generen alteracions en I'aprenentatge (126,368,399).
Addicionalment, aquestes proteines serveixen de marcadors sinaptics per a avaluar la
connectivitat i la densitat de sinapsis excitadores (135,400,401). Per tant, una recuperacio en els
nivells proteics de PSD95 i VGIuT1 pot estar associat a la recuperacié de la memoria de llarg
termini en els ratolins tractats amb Misoprostol, com préeviament ha estat suggerit

(126,266,368).

Es important mencionar que el tractament cronic amb Misoprostol també produeix un
augment en els nivells del BDNF en els ratolins WT. Tot i aix0, aquest augment no correlaciona
amb millores conductuals ni en canvis en proteines sinaptiques. Aixo concorda amb diferents
estudis que mostren que canvis en els nivells del BDNF en els animals WT no necessariament
produeix canvis conductuals o bioquimics (205,206,402). Conjuntament, aquests resultats
donen suport al fet de que la via del BDNF esta altament regulada en la patologia de la MH i té

un paper central en aquesta malaltia.

Per tal de correlacionar I'efecte beneficiés de I'administracié del Misoprostol amb
I'increment de BDNF vam utilitzar cultius primaris de neurones hipocampals provinents
d’embrions d’animals WT i R6/1. Primer vam observar que els cultius primaris provinents
d‘embrions R6/1 mostren una disminucié del nimero de neurites comparat amb els cultius
provinents dels embrions WT. El tractament amb Misoprostol reverteix aquesta disminucié en
els cultius R6/1. A més, també promou un efecte neurotrofic en cultius primaris hipocampals
WT. Hem demostrat que aquest efecte neurotrofic esta relacionat directament amb |’expressio
del BDNF, ja que l'augment en el nombre de neurites generat pel Misoprostol s’anul-la
completament amb la presencia en el medi de cultiu d’un anticos contra el BDNF. Aquest efecte
va ser confirmat observant una activacié de I'expressid del BDNF després del tractament amb
Misoprostol, tant en cultius WT com els cultius R6/1. No obstant, aguest increment només va
ser detectat 24 hores després d’afegir el Misoprostol, i no 7 dies després de la seva addicié.
Aguesta diferéncia podria ser deguda a que el BDNF forma part de la familia de gens efectors de
resposta immediata. Aquests gens estan caracteritzats per tenir una activacié rapida i transitoria
en resposta a una gran varietat d’estimuls cel-lulars (403,404). Per tant, podem assenyalar que
I'activacié del receptor EP2 promou el creixement neuritic gracies a I'activacié primerenca de

I’expressié del BDNF.
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L'efecte beneficiés del Misoprostol descrit anteriorment en cultius primaris va ser
observat amb la concentracié de 10 uM. No obstant, I’adicié de 50 pM de Misoprostol va produir
efectes deleteris en les neurones hipocampals. Aquest efecte pot ser degut tant per I’accié dual
del BDNF com per la interaccié del Misoprostol activant el receptor EP1. Ha estat ampliament
estudiat que el BDNF pot produir efectes diametralment oposats en la supervivéncia neuronal
depenent dels seus nivells (405-407). Per altra banda, encara que el Misoprostol interacciona
principalment amb el receptor EP2 també es pot unir a altres receptors de la PGE; (251),
produint efectes secundaris indesitjables. Un treball recent del nostre grup, mostra que el
blogueig del receptor EP1 té efectes beneficiosos en els ratolins R6/1 (266). Aquests resultats
suggereixen que la concentracié de Misoprostol és un factor critic per a tenir efectes
neuroprotectors, com passa també en el cas de diferents neurotrofines (405). Aquest
plantejament és reforcat pel fet que el tractament d’animals WT durant una hora amb altes
dosis de Misoprostol (500 pg/Kg) produeix un increment menor de la fosforilacié de CREB que

el tractament amb dosis més baixes (50 pg/kg).

En aquest sentit, diferents treballs han observat que I'activacid del receptor EP2 també té
efectes duals i oposats en condicions patologiques en el SNC. Alguns d’aquests estudis mostren
gue l'activacio del receptor EP2 té un efecte neuroprotector en condicions excitotoxiques i en
models de neurodegeneracio (271,274,276,277). Tot i aix0, també ha estat descrit que el
receptor EP2 pot induir un efecte neurotoxic en condicions de neuroinflamacié (279,280,369).
Tot i que els nostres resultats indicaven un paper neuroprotector en els ratolins R6/1 vam voler
corroborar que I'activacié del receptor EP2 no estava induint efectes proinflamatoris, analitzant
diferents marcadors en I'hipocamp dels ratolins tractats. Vam observar que I'administracié
cronica de Misoprostol no produia cap canvi en I'expressido de marcadors especifics glials. Ni la
proteina GFAP ni en la proteina IBA1, que sén dos marcadors especifics d’activaciod astrocitaria i
microglial, respectivament, mostraven variacions significatives després del tractament amb
Misoprostol en els ratolins WT i R6/1. Tampoc vam observar que aquest tractament modifiques
el patré d’expressié de les proteines IL6 o TNFa, dues proteines essencials en processos
inflamatoris. Aix0 indica que, encara que alguns estudis suggereixen que la senyalitzacié del
receptor EP2 té efectes neuroinflamatoris, els nostres resultats demostren que en el context de
la MH i amb la dosi utilitzada de Misoprostol, I'activacié d’aquest receptor té un rol beneficids

reduint els déficits cognitius dels ratolins R6/1.

Finalment, per confirmar la importancia terapéutica del receptor EP2, vam estudiar les IIN

de httm, que sén la marca histopatologica de la MH (408) en I'estriat i en tres regions de
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I’hipocamp; la CA1, la CA3 i el GD. Després del tractament cronic amb Misoprostol, vam poder
distingir clarament que hi havia una disminucié en el nombre d’lIN de httm només en el GD de
I’hipocamp, que és la regié hipocampal amb una expressié més alta del receptor EP2. No vam
observar canvis en el nombre d’lIN en I'estriat, fet que enforteix la hipotesi de I'efecte especific
hipocampal del tractament amb Misoprostol. Tot i la gran controvérsia sobre el rol de les IIN de
httm, hi ha moltes evidéncies que indiquen que la presencia d’agregats produeix neurotoxicitat
i és un mecanisme molt important en la patologia de la MH (81,82,108,409-411). També s’ha
demostrat que la disminucié dels agregats de la httm esta relacionada amb una millora
conductual en els models murins de la MH (126,412,413). A més, un gran nombre de compostos
gue son neuroprotectors redueixen de manera significativa els agregats de httm (412,414). Per
tant, I’efecte del Misoprostol no estaria només restringit a promoure la plasticitat sinaptica, sind
que I'estimulacié del receptor EP2 també tindria la capacitat de reduir les IIN en la patologia de

la MH.

En relacié a I'especificitat de la reduccié de les IIN en el GD, hem observat que la
disminucié en el nombre d’lIN de httm correlaciona amb un augment també especific de
I'expressié de ’AMPc en el GD dels ratolins R6/1 tractats cronicament amb Misoprostol. L’AMPc
activa a la proteina PKA, que al seu torn activa el sistema ubiquitina-proteosoma, que té un
paper central en I’eliminacio de proteines mal plegades (415,416). A més, les IIN apareixen més
tard en el GD que en altres regions hipocampals (108), suggerint que el Misoprostol, en aquesta
fase (14 setmanes d’edat), pot estar retardant I'aparicié de les IIN. El GD és la regié hipocampal
que rep més entrada d’innervacions excitadores del cortex, actuant com la porta d’entrada
d’informacié a I'hipocamp (105). S’ha descrit que el GD contribueix a la formacié de noves
memories episodiques i déeficits en aquesta regié hipocampal produeixen un declivi en la
memoria de treball (417,418). Es important ressaltar, un estudi dut a terme per Schwab et al.
on mostren per primer cop que la presencia d’'lIN de httm en el GD genera disfuncions en la
memoria a llarg termini (419). Aixi, una reduccid en el nombre d’agregats de httm en aquesta

area pot representar un esdeveniment favorable per a la funcié hipocampal.

Moltes linies de recerca assenyalen el BDNF com una diana molecular molt prometedora
per al desenvolupament de farmacs en diferents trastorns neurodegeneratius, i més
concretament en la MH (184,192,420). Tanmateix, |’aplicacié terapéutica del BDNF en humans
presenta un seguit de limitacions: és un factor que no atravessa la barrera hematoencefalica, té
una vida mitja molt curta i una alta difusid. Es requereixen, doncs, estrategies alternatives,

eficaces i segures per tal d’estimular i restablir els nivells del BDNF en el SNC. Fins ara, s’han
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descrit pocs sistemes completament no-invasius que permetin I'arribada del BDNF al SNC
(184,192,421). Amb aquest treball, proposem I'estimulacié del receptor EP2 com una nova
aproximacié terapeutica per tal d’augmentar els nivells del BDNF hipocampals i aixi millorar
I’estat cognitiu en els ratolins R6/1. Hem descrit que aquest increment dels nivells del BDNF esta
associat a I'activacié de la via AMPc/PKA/CREB que promouria una millora en la plasticitat
sinaptica, ja que observem increments de diferents marcadors sinaptics. Finalment, I’accié del
Misoprostol esta associat a la reduccié de les IIN en el GD de I’"hipocamp Amb tot aixd proposem
el Misoprostol o I'activacié del receptor EP2 com una eina terapéutica per combatre els déficits

cognitius de la MH (figura 48)..

Amb tot, els resultats d’aquesta tesi conjuntament amb els resultats publicats del nostre
grup on es descriu la contribucié de la senyalitzacié del receptor EP1 en la MH (266), indiquen
que la modulacio dels receptors EP té un fort efecte terapéutic en els ratolins R6/1. Globalment
els nostres resultats ens permeten suggerir que per a incrementar |'efecte beneficiés de la
modaulacié dels receptors EP en la patologia de la MH seria una bona opcio terapeutica realitzar

tractaments combinats amb I'antagonista del receptor EP1 i I’'agonista del receptor EP2.
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Figura 48. Activacio del receptor EP2 en I’hipocamp de la MH

Il-lustracié esquematica que representa el model proposat dels efectes beneficiosos de I'activacié del
receptor EP2 en la MH. A) En una situacié control, el receptor EP2 activa la via AMPc/PKA/CREB induint
I’activacioé transcripcional de CREB. B) En la MH, la preséncia de la httm produeix una disminucié de
I’AMPc, el segrest de CBP en els agregats de httm i I'alteracié de I'activacié de CREB. Tots aquests
mecanismes generen una disrupcié en la transcripcié dels gens diana de CREB, entre els que es troba el
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BDNF, produint alteracions en la plasticitat sinaptica que causara deficits en la formacié de memoria. C)
En el context de la MH, I'activacio del receptor EP2 amb el Misoprostol, agonista d’aquest receptor, activa
la via AMPc/PKA/CREB. L’activacié d’aquesta via augmenta |’activitat transcripcional de CREB restaurant
els nivells del BDNF. Aix0 causara la restauracio de la plasticitat sinaptica disminuint els déficits cognitius
caracteristics de la MH.

2. lavia de senyalitzacié d’ERK5 es troba reduida en I'estriat de
models murins i de mostres humanes de la MH, afavorint la perdua

dels nivells estriatals de BDNF

El rol de la MAPK ERK1/2 en la supervivéncia, la diferenciacio i la plasticitat neuronal ha
estat extensament estudiat (422—-425). Molts d’aquests estudis s’han basat en la inhibicié de la
via ERK1/2 usant els inhibidors farmacologics PD98059 i U0126. En el context de la MH, dos
estudis rellevants, un dels quals ha estat publicat pel nostre grup, mostren amb I'Gs d’aquests
inhibidors que I'activacié d’ERK1/2 és un mecanisme neuroprotector contra la toxicitat induida
per la httm. En aquests treballs es proposa que ERK1/2 representa una bona diana terapéutica
en la MH (228,235). No obstant, s’ha descrit que les dosis utilitzades amb aquests inhibidors per
reduir I'accié d‘ERK1/2 també disminueixen I’activacié d’ERK5, un altre membre de la familia
MAPK amb importants funcions en la supervivéncia i diferenciacié neuronal (302,303), suggerint
un paper de la proteina ERK5 en la fisiopatologia de la MH. Per aquest motiu, i per la poca
informacid que existeix en la bibliografia del paper de la proteina ERK5 en les malalties
neurodegeneratives i la inexisténcia d’estudis sobre aquesta proteina en la MH, vam

caracteritzar la funcio fisiopatologica d’ERK5 en models de la MH.

En aquesta tesi hem aportat per primer cop evidéncies de la implicacié d’ERK5 en Ila
fisiopatologia de la MH. En primer terme vam analitzar els nivells d’ERK5 en diferents edats a
I'estriat, escorca cerebral i hipocamp dels animals R6/1. Els nostres resultats mostren una
reduccid especifica dels nivells proteics d’ERKS5 en I'estriat des de I'inici de la simptomatologia
fins etapes avangades de la malaltia. Hem observat aquests disminucié en dos models murins
de la MH i en mostres post mortem de putamen provinents de pacients de la MH.
Contrariament, no vam detectar cap canvi en els nivells proteics d’ERK5 en I'hipocamp dels
ratolins R6/1 comparat amb els animals WT en cap de les etapes analitzades. En I'escor¢a
d’aquests ratolins si que hem observat una disminucio en els nivells d’ERKS5, tot i que aquesta
disminucié només té lloc a les 30 setmanes d’edat, en una fase molt avancada de la malaltia.
Per tant, aquests resultats suggereixen que la via d’ERK5 pot estar contribuint a la disfuncié

estriatal que es produeix en la MH des d’etapes inicials de la malaltia.
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La desregulacio transcripcional és un mecanisme patogénic clau en les etapes inicials de
la MH. Ll'alteracié en l'expressid genica produeix la disfuncié de molts mecanismes de
senyalitzacié i regulacio cel-lular en la patologia de la MH (145,146,148). L’analisi dels nivells de
I’ARNm estriatal d’ERK5 evidencia que la disminucié en els nivells proteics d’ERKS correlaciona
amb una disminucio en la seva transcripcid. Aixo suggereix que la desregulacié transcripcional
induida per la preséncia de la htt mutada esta reduint la senyalitzacid estriatal d’ERKS5 disminuint

la seva expressio genica.

Addicionalment, també hem analitzat I'activacié d’ERK5 estudiant els nivells de la seva
fosforilacié. Els nostres resultats mostren que |'activitat estriatal d’ERK5 esta alterada en
presencia de la httm ja que tant els dos models murins com les cél-lules estriatals STHdh®!!/at1t
presenten nivells reduits de fosforilacié d’ERK5. Hem observat que tant els ratolins R6/1 com els
ratolins KI Hdh®/Q! presenten un patré dual en 'activitat d’ERK5, mostrant una disminucié en
la seva activitat en etapes inicials de la malaltia i posteriorment un augment de la seva activacié
en etapes finals. En aquest cas també hem observat una alteracid especifica estriatal en

I"activacié d’ERKS5 ja que no hem observat canvis significatius en els nivells de la seva fosforilacié

ni en I’hipocamp ni en I'escorca cerebral dels ratolins R6/1 en cap de les edats analitzades.

Per elucidar el mecanisme d’aquesta reduccid6 hem analitzat els nivells proteics i
I’activacié de MEKS5, la MAPKK que activa ERK5, (294,426,427). MEKS5 és I’Unica cinasa que activa
ERKS5 fosforilant-la en els residus Thr218/Tyr220 (294,426,427). Els nivells proteics de MEK5 es
troben disminuits a I’estriat dels ratolins R6/1 a les 20 i 30 setmanes d’edat. Curiosament, la
seva activacié comenca a augmentar a partir de les 20 setmanes, i és significativa a les 30
setmanes en I'estriat d’aquests ratolins. Aixd concorda amb el patré d’activacié que mostra
ERK5. Aquests resultats suggereixen que en etapes inicials de la malaltia I'activitat d’"ERKS5 es
troba disminuida a causa de la disminucio observada en els seus nivells proteics, mentre que en
etapes finals de la malaltia els nivells de fosforilaci6 d’ERK5 es troben augmentats per un
augment de I'activitat de MEK5. En el context de la MH, diferents estudis mostren que en
presencia de la httm la cel-lula activa diferents mecanismes compensatoris per a contrarestar la
toxicitat de la httm. Estudis realitzats en el nostre laboratori i en altres laboratoris han descrit
diferents mecanismes compensatoris que s’activen a les ultimes fases de la malaltia, de
proteines com Akt (227,428), ERK1/2 (228,231), Calcineurina (213,230) i STEP (231) entre
d’altres. Amb aquesta tesi, nosaltres proposem I'augment de I'activacié d’ERK5 a través de

I'activacié de MEKS5 com a mecanisme compensatori en etapes finals de la malaltia.
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Per tal de saber si les variacions dels nivells proteics i de fosforilaci6 de MEK5-ERK5 es
traduien en variacions en I'activitat de la via, hem analitzat |la fosforilacié en el residu Ser387 del
factor de transcripcid6 MEF2C en el estriat de ratolins R6/1. Hem detectat una disminucid
estriatal en la fosforilacid de MEF2c en els ratolins R6/1 a partir de les 12 setmanes d’edat,
reduccié que és manté fins a les 30 setmanes d’edat. Aquest fet indica que la disminucid dels
nivells proteics d’ERK5 esta disminuint la seva activitat. Per altra banda, també assenyala que
I'augment de la fosforilacid d’ERK5 a les 30 setmanes no sembla ser suficient per a estimular
I'activacié de la seva via. Es important mencionar que la fosforilacié de MEF2c en aquest residu
esta regulada per ERK5 pero també per p38 (429). Tot i aix0, esta descrit un augment de
I'activitat de p38 en I'estriat dels ratolins R6/1 i R6/2 (231,430), portant a pensar que la reduccié

de MEF2C observada aqui és resultat de la disminucié d’ERKS5.

La via d’ERK5 ha estat descrita per la seva implicacié en la senyalitzacid cel-lular induida
per les neurotrofines i en els seus efectes neuroprotectors i de prosupervivencia
(291,292,304,305,307,431). Aix0 indica que el déficit estriatal en el suport trofic caracteristic de
la MH podria estar afavorint la desregulacié observada en la via d’ERK5. Relacionat amb aquest
paper neurotrofic d’aquesta via hem observat que la sobreexpressié d’ERK5 en les cel-lules
STHAh®/?” produeix un augment en I'expressié de ’ARNm del BDNF. Addicionalment, les
cél-lules STHAh®/? j |es cél-lules STHAh®YA1! presenten un augment en els nivells proteics del
BDNF després de la sobreexpressié d’ERK5. Aquestes evidéncies, suggereixen que la via d’ERK5
promou efectes neurotofics estimulant I'expressié del BDNF tant en condicions fisiologiques
com en el context de la MH. Diversos estudis descriuen que la via d’ERK5 fomenta la
supervivencia cel-lular fosforilant a la proteina que al seu torn activa al factor de transcripcié
CREB (292,307). Dos treballs del nostre grup mostren la implicacié de RSK en la patologia de la
MH i proposen que la seva activitat protegeix contra la toxicitat induida per la httm (432,433).
Aixi, suggerim que els efectes neurotrofics observats després de la sobreexpressié d’ERK5 poden
ser deguts a 'augment en I'activitat del factor de transcripcio MEF2c i de RSK. No obstant, en
aquest treball ens faltaria corroborar aquest plantejament. A més, seria necessari demostrar si
I’estimulaci6 amb neurotrofines podria restaurar l'activitat d’aquesta via i també si la
restauracié d’aquesta podria induir millores funcionals en processos de supervivencia o

morfologia neuronal.

En resum, els nostres resultats ens permeten proposar que la via d’ERK5 pot estar
implicada en la disfuncié neuronal de I'estriat i pot contribuir en els déficits cognitius i motors

dependents de la funcié estriatal caracteristics de la MH. També podem assenyalar que
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I'activacié d’aquesta via podria protegir dels déficits neurotrofics generats per la httm. Encara
qgue s’ha de continuar estudiant el seu paper funcional, els nostres resultats proporcionen
suficients evidencies per a considerar la via d’ERK5 com una bona diana estriatal per a
desenvolupar noves estratégies terapeutiques. També ens permet proposar que I'estimulacio
farmacologica conjunta d’ERK1/2 i ERK5 podria ser una bona aproximacié terapéutica en el

context de la MH (figura 49).
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Figura 49. Alteracid de la cinasa ERK5 en I’estriat de la MH

Esquema representatiu de la implicacié d’ERK5 en la fisiopatologia de la MH. A) En una situacié control
diferents estimuls extracel-lulars, com sén citocines, factors de creixement i estrés ambiental, activen la
MAPKK MEKS5 que fosforila i activa ERK5. L’activacié d’ERK5 comporta la seva translocacié al nucli on
activara a la cinasa RSK que activa al factor de transcripciéo CREB i també el factor de transcripcié MEF2.
L'activitat d’aquests dos factors de transcripcié augmentara I'expressié dels seus gens diana, com per
exemple el BDNF induint supervivencia cel-lular i plasticitat sinaptica. B) En el context de la MH, la
presencia de la httm disminueix I'activitat d’ERKS5 en I’estriat reduint els nivells d’ARNm d’ERK5. Com a
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conseqliéncia ERK5 no podra estimular I'accié d’ERK5, produint una disminucié en els nivells del BDNF
que generara una disminucio de la supervivencia cel-lular i problemes en la plasticitat sinaptica.

3. Lafamilia de factors de transcripcié MEF2 esta disminuida en
I’hipocamp de la MH, implicant déficits transcripcionals i pérdua de

funcio cognitiva

La familia de factors de transcripcié6 MEF2 ha estat ampliament estudiada per la seva
funcié en el teixit muscular i la seva implicacié en les patologies d’aquest teixit (322,434-437).
Posteriorment, es va observar que MEF2 tenia una alta expressié en les neurones i que té una
funcié essencial en el SNC (324,438,439). En els ultims anys, un gran nombre de treballs han
mostrat que MEF2 té un paper clau en la supervivencia (329,337,338), la plasticitat sinaptica
(340-344,440) i els processos de formaci6 de memoria dependent de I'hipocamp (345-
347,441). A més, diversos estudis genétics han posat encara més de rellevancia la importancia
d’aquest factor de transcripcio en la funcié neuronal. Per una banda, el grup de Flavell et al. va
definir I'extens programa genétic que controla MEF2, on s’observa la seva implicacié en el
control dels processos mencionats anteriorment (351). Per altra banda, diferents grups han
descrit les seqiiencies genomiques SARE, que controlen I'expressio de gens regulats per activitat
neuronal i que conté llocs d’unié per als factors de transcripcio MEF2, CREB i SRF. Aquestes
seqiencies permeten I'accié i I'elaboracié d’una resposta coordinada d’aquests tres factors de

transcripcié quan es genera activitat neuronal (352—354).

La desregulacié de l'activitat de MEF2 ha estat relacionada amb diferents malalties
neurologiques (349,355,356,442) i també amb malalties neurodegeneratives com la malaltia de
Parkinson i la SCA1 (331,349,357,358). Tot i aix0, no hi ha cap estudi que vinculi a MEF2 amb
I'alteracio transcripcional de la MH. Com que la desregulacid transcripcional és un fenomen molt
ben documentat en la MH (146-148,166) i el control de I'expressié génica per activitat neuronal
és essencial en els processos cognitius d’aprenentatge i memoria (336,348,349,395), I'estudi de
MEF2 en el context de la MH és necessari. En aquesta tesi, hem descrit per primer cop que MEF2
es troba desregulat en I'hipocamp de dos models murins de la MH, els ratolins R6/1 i els ratolins
KI Hdh®/Q11 E|s nostres resultats mostren que aquests dos models murins presenten una
disminucié dels nivells proteics de MEF2 en |'hipocamp. Aquesta disminucié s’inicia en els
ratolins R6/1 a partir de les 12 setmanes d’edat i en els ratolins K| Hdh®/'!! g partir dels 6 mesos
d’edat, coincidint amb I’edat d’aparicio dels déficits cognitius, i es manté al llarg de la progressio

de la malaltia. Aquests resultats suggereixen una associacié entre la disminucié del factor de
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transcripcié MEF2 i el desenvolupament dels déficits cognitius observats en aquests models

murins de la MH.

A continuacid, ens vam centrar en estudiar quin o quins mecanismes estaven causant la
reduccié especifica de MEF2 en I’"hipocamp d’aquests ratolins. Inicialment, ens vam preguntar si
la disminucid en els nivells de MEF2, a part d’estar contribuint a la desregulacié transcripcional
hipocampal també podia ser causa d’aquesta. Per aquest motiu vam analitzar els nivells d’ARNm
de MEF2 en I'hipocamp dels ratolins R6/1 a les 8, 20 i 30 setmanes. No vam observar canvis en
cap de les edats analitzades, fet que ens indica que la disminucié de MEF2 observada en els
ratolins R6/1 no és deguda a alteracions transcripcionals. Per un altre costat, el grup de Bolger
et al. va demostrar que I'ataxina-1 s’uneix i colocalitza amb MEF2 en les IIN d’ataxina-1 (331).
En aquest treball es mostra que I'ataxina-1 actua com un repressor de la transcripcié dependent
de MEF2. La sobrrexpressio de MEF2 en aquest context és capac¢ de rescatar parcialment la
toxicitat cel-lular causada per I'ataxina-1. Els autors també suggereixen que el segrest de MEF2
en les IIN d’ataxina-1 i la seva repressié poden estar contribuint a la neurotoxicitat i
neurodegeneracié en aquesta malaltia (331). Es important tenir en compte que |'ataxina-1 és
una proteina poliQ que causa el desordre neurodegeneratiu SCAL. En el context de la MH també
s’ha demostrat que la httm interactua i segresta en les IIN diversos factors de transcripcié, com
son TBP, CPB, p53, NF-«B i Spl (149-151,166,443). Per totes aquestes raons, vam estudiar si
existia una possible interaccié entre MEF2 i la httm. Tanmateix, no vam detectar interaccié entre
MEF2 i la httm analitzada per immunoprecipitacid ni tampoc vam poder distingir I’existencia de
colocalitzacié entre MEF2 i les IIN de httm en I'hipocamp dels ratolins R6/1 per
immunohistoquimica. Per tant, podem assegurar que les alteracions hipocampals de MEF2

presents en aquests ratolins no son causades per la retencié de MEF2 a les |[IN de httm.

De manera interessant, diversos estudis han descrit que en situacions d’excitotoxicitat i
estres cel-lular es produeix una disminucié en els nivells proteics de MEF2. En aquests estudis
s’ha associat aquesta disminucié en els nivells proteics de MEF2 amb un augment del seu
clivatge per caspases (376—378). En concret s’ha descrit que I'accié de les caspases 3 i 7 son les
gue estan implicades en el clivatge de MEF2 (343,376). Cal ressaltar I'estudi de Chen et al. on es
relaciona aquest mecanisme de degradacié de MEF2 amb processos de plasticitat morfologica i
funcional (343). Per tal d’estudiar si aguest mecanisme podia estar succeint en la MH, vam
utilitzar cultius primaris hipocampals. En un primer terme, vam observar que els cultius primaris
que provenen de I'hipocamp d’embrions R6/1 presentaven una disminucié en els nivells proteics

de MEF2 respecte els cultius realitzats a partir dels hipocamps d’embrions WT. L’addicié d’un
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pan inhibidor de caspases, el zZVAD, era suficient per recuperarels nivells de MEF2 en els cultius
primaris hipocampals R6/1. Paral-lelament, vam observar que la disminucié de MEF2
correlacionava amb un augment de I’activitat caspasa 3 en els cultius primaris hipocampals R6/1.
Com que I'activacié de caspases esta considerada com un dels passos finals dels esdeveniments
bioquimics que generen la mort cel-lular apoptotica, vam examinar si hi havia un augment de
mort cel-lular en els cultius hipocampals primaris R6/1. No vam observar un augment en el % de
mort cel-lular en els cultius R6/1. En aquest sentit, en aquesta Ultima década han aparegut un
nombre creixent d’articles que relacionen I'activitat subletal de les caspases amb processos de
plasticitat sinaptica (344,444-446). De fet, en el treball mencionat de Chen et al. proposen la
implicacié de les caspases en la disminuci6 de MEF2 com un dels nous rols no-apoptotics
associat a aquestes proteases i involucrat en la plasticitat morfologica i funcional (343). En
conjunt aquests experiments poden estar indicant que les alteracions en els nivells de MEF2 que
haviem observat en els models murins de la MH poden estar relacionades amb un augment del
seu clivatge per caspases. Tot i que seria necessari corroborar aquesta hipotesi in vivo, els

nostres resultats concorden amb la bibliografia existent.

També vam voler estudiar si I'activaciéo farmacologica de MEF2 podia induir millores
cognitives en els animals R6/1 per tal d’avaluar el potencial de MEF2 com a diana terapéutica.
Per aix0, vam utilitzar la interaccié que existeix entre la familia d’"HDAC de la classe lla i MEF2.
Esta molt ben documentat que la familia d’HDAC de la classe lla interacciona amb MEF2,
reprimint la seva accio (330,332,447). De fet, alguns autors defineixen aquestes dues families de
proteines com una Unica maquinaria transcripcional, proposant el concepte d’eix MEF2-HDAC
de la classe lla (333,334). En aquest treball hem utilitzat el compost BML-210, agent
farmacologic que té la capacitat d’inhibir la interaccié entre MEF2 i les HDAC de la classe lla,
activant la transcripcio regulada per MEF2 (359). Vam estudiar la capacitat terapéutica del BML-
210 in vitro, en cultius primaris de neurones hipocampals de neurones WT i R6/1, i in vivo, en

animals R6/1.

En els estudis realitzats in vitro, vam poder percebre que els cultius R6/1 mostraven un
menor nombre de neurites i una disminucié en la llargaria de I'arbre neuritic respecte als cultius
WT. Tot seguit, vam analitzar aquests dos parametres morfologics després del tractament amb
BML-210 i el BDNF (utilitzat com a control positiu). Vam observar que el BDNF induia efectes
beneficiosos morfologics tant en els cultius WT com en els cultius R6/1. En canvi, el tractament
amb BML-210 només mostrava millores morfologiques en els cultius R6/1. Aixo indica un efecte

especific del BML-210 en presencia de la httm. MEF2 ha estat implicat en la regulacié de la
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morfogénesis neuritica i també ha estat caracteritzat com un regulador de la plasticitat
homeostatica i del refinament neuronal (323,341-344,351). Aquest efecte especific del compost
BML-210 en els cultius hipocampals R6/1 pot ser degut al fet que els cultius WT no mostren
alteracions en els nivells de MEF2, i per tant el tractament amb aquest compost no produeix cap
alteracid en la morfologia neuritica. En canvi, en els cultius R6/1 que presenten nivells reduits
de MEF2, la seva activacio amb el compost BML-210 genera una millora en la morfologia

neuritica.

Aquest efecte morfologic observat in vitro té una correspondéncia funcional in vivo.
L’administracié de BML-210 en animals R6/1 en edats on presenten déficits cognitius indueix
una millora en la seva capacitat de memoria, analitzada amb el NOLT i el NORT, comparat amb
animals R6/1 vehicle. La transcripcié dependent de MEF2 ha estat relacionada amb mecanismes
de plasticitat sinaptica i de formacié de memoria dependent de la funcié hipocampal (345—
347,441). Hem confirmat que el tractament amb BML-210 disminueix la interaccié entre MEF2
i la HDAC4, un dels membres més estudiats de les HDAC de la classe lla, permetent un major
grau d’activacié d’aquest factor de transcripcid. S’ha caracteritzat que la HDAC4 controla un
programa genetic essencial en els processos de plasticitat sinaptica i memoria. A més, s’ha
descrit que MEF2 controla una part important d’aquest programa transcripcional (332).
Concordant amb aix0, en un model de Drosophila s’ha observat que la sobreexpressio de la
HDAC4 afecta la formacio de memoria a llarg termini a través de la interaccié amb MEF2 (448).
En el context de la MH s’ha descrit que de tots els models murins KD generats per a les HDAC,
I’Gnic que ha mostrat millores conductuals i una disminucid en els agregats citoplasmatics de la
httm ha estat el de la HDAC4 (176—180). Els nostres resultats i les dades bibliografiques indiquen
que la inhibicid de la interaccié de MEF2 i les HDAC de la classe lla i la conseqient activacio de

MEF2 millora els déficits cognitius en els ratolins R6/1.

Finalment, també hem observat que la millora en els déficits cognitius en aquest model
muri correlaciona amb la recuperacio dels nivells de les proteines Arc i Sinaptofisina. Aquestes
dues proteines tenen un paper clau en els processos de formacié de memoria. Arc és un gen
diana de MEF2, estimulat per I'activitat neuronal, que s’expressa rapidament en situacions
d’activacid sinaptica i que esta altament relacionat amb la formacid6 de memoria
(345,349,351,353,354). Tanmateix, s’ha descrit que I'expressié d’Arc es troba reduida en
I’hipocamp dels ratolins KI Hdh®/21 (166). La proteina Sinaptofisina és una proteina vesicular
presinaptica usada com a marcador sinaptic ja que permet obtenir informacid sobre la densitat

de les estructures sinaptiques en el SNC (382-384), de manera que és probable que les millores
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cognitives observades després del tractament amb BML-210 estiguin associades a la recuperacio

dels nivells proteics d’aquestes dues proteines gracies a un augment de I'activitat de MEF2
(figura 50).
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Figura 50. Activacio del factor de transcripcié MEF2 en I’hipocamp de la MH

Il-lustracié esquematica de la implicacié del factor de transcripcié MEF2 en la fisiopatologia de la MH i de
I'efecte favorable de la seva activacid en aquesta malaltia. A) En una situacié normal, I'activitat
transcripcional de MEF2 estimula I'expressié de gens com Arc, Sinaptofisina, BDNF, entre d’altres, que
son fonamentals en els processos de creixement dendritic i plasticitat sinaptica. B) En la MH, la presencia
de la httm disminueix els nivells de MEF2 augmentant la seva degradacid per caspases. La reduccio de
MEF?2 altera I’expressié dels seus gens diana produint alteracions en el creixement dendritic i la plasticitat
sinaptica que causaran els deéficits cognitius caracteristics de la MH. C) L'augment de I'activitat
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transcripcional de MEF2 degut a I’Us del compost BML-210 genera un augment de |'expressié dels seus
gens diana. La recuperacio de I'expressio proteica d’Arc i Sinaptofisina produira millores en el creixement
dendritic i la plasticitat sinaptica que ajudaran a disminuir els déficits cognitius presents en la MH.

Globalment amb aquest treball, proposem que la reduccié de MEF2 en I'hipocamp pot
estar involucrada en la fisiopatologia de la MH. L’alteracié en els nivells hipocampals de MEF2
estaria causada per alteracions en els seu clivatge per caspases i contribuint als déficits cognitius
dependents de la funcié hipocampal que presenten els ratolins R6/1. També assenyalem que
I'activacié farmacologica de MEF2, inhibint I'efecte repressor que exerceixen sobre ell les HDAC
de la classe lla, pot representar una bona estrategia terapeutica en el context de la MH (figura

50).
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VI. Conclusions

El receptor de la PGE, EP2 representa un bon candidat terapéutic en la MH ja que el
tractament amb el seu agonista Misoprostol produeix millores cognitives en els ratolins

R6/1.

Les millores cognitives observades en els ratolins R6/1 tractats amb Misoprostol estan
associades a una recuperacid hipocampal dels nivells proteics dels marcadors sinaptics
PSD95 i VGIlutl, suggerint que el receptor EP2 té la capacitat de promoure la plasticitat

sinaptica en el context de la MH.

L'activacié del receptor EP2 amb Mioprostol indueix increments del BDNF especifics de
I’hipocamp, pero no en el cortex ni en 'estriat. El tractament amb Misoprostol en cultius
primaris hipocampals incrementa el creixement neuritic d’'una manera dependent del

BDNF, i per tant atenua el déficits trofics caracteristics de la MH.

L’estimulacio del receptor EP2 amb Misoprostol té la capacitat de reduir les IIN de httm en

el Gir Dentat de I’hipocamp en els ratolins R6/1.

La reduccid dels nivells proteics d’ERK5 és un procés especific en I'estriat de la MH, observat
en dos models murins de la MH i en mostres post mortem de pacients de la MH. Aquesta

reduccié esta associada a una disminucié de ’ARNm d’ERK5.

La reduccié d’ERK5 implica una menor activacié de la seva via de senyalitzacid, ja que es

troba associada a una disminucié de la fosforilacid dels seus substrats transcripcionals.

La reduccié de I'activitat de la via de senyalitzacié ERK5 contribueix en els déficits trofics de
la MH, ja que la induccié d’'un augment en els nivells d’ERK5 en un model cel-lular de la MH

és suficient per incrementar els nivells del BDNF.

La familia de factors de transcripcido MEF2 es troba reduida en I’"hipocamp de la MH indicant

gue pot contribuir en els deéficits transcripcionals caracteristics de la MH.
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9. La disminucid en els nivells proteics de MEF2 es veu bloquejada en preséncia d’un pan
inhibidor de caspases, suggerint que la reduccié dels nivells proteics de MEF2 podria ser

deguda a un augment del seu clivatge per caspases.

10. L’activacié de MEF2 amb el compost BML-210 produeix millores neurotrofiques millorant

la complexitat neuritica en cultius primaris hipocampals R6/1.

11. El tractament amb BML-210 restaura els déficits cognitius i transcripcionals associats a la
funcié hipocampal en els ratolins R6/1, augmentant els nivells de proteines regulades per

MEF2, com sén Arc i Sinaptofisina.
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