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La degeneracio selectiva de neurones espinoses mitjanes (MSN) ha estat considerada
la principal causa de les alteracions motores en la malaltia de Huntington (HD). No
obstant aix0, resultats recents demostren que la disfuncid sinaptica i neuronal
corticostriatal es produeix molt abans de la pérdua neuronal. Per tant, la investigacid
per dissenyar noves intervencions terapéutiques per a I’'HD s’ha centrat en |'estudi dels
mecanismes moleculars subjacents a la disfuncié de la plasticitat neuronal. En aquest
escenari, el projecte té com a objectiu identificar les vies intracel-lulars afectades per la
huntingtina mutada implicades en la disfuncié de la plasticitat neuronal per dissenyar
noves estrategies terapeutiques per prevenir o retardar els trastorns motors i cognitius
en HD. Per assolir aquest objectiu, analitzarem si es pot restaurar la plasticitat
neuronal mitjancant la modulacié de: 1) senyalitzacio BDNF / TrkB / p75NTR i 2)

I'equilibri d’inhibicié-excitacié implicat en els circuits corticostriatals i nigrostriatals.

Metodologia. S’utilitzaran models de ratoli HD (ratolins R6/1, HdhQ7/Q111 i YAC128) i
models humans HD (les neurones MSN derivades de cél-lules mare pluripotents
induides per HD (iPSC)). Establirem un nou protocol per diferenciar les iPSC de les
neurones corticals, nigrals i estriatals per estudiar la interaccié cél-lula-cel-lula afectada
per la huntingtina mutada. Els canvis en la plasticitat s’avaluaran analitzant espines
dendritiques utilitzant el sistema Helios Gene Gun en iPSC i cultius organotipics.
L'activitat neuronal també es mesurara mitjancant immunohistoquimica i Western blot
utilitzant marcadors especifics sinaptics i de citoesquelet. L'electrofisiologia s’utilitzara
per analitzar 'activitat dels receptors NMDA i AMPA. S’utilitzaran estimuls optogenétics
en models in vivo i in vitro. S’analitzara la connectivitat de xarxes neuronals utilitzant

imatges de calci d’alta velocitat.

Resultats esperats. El nostre projecte busca noves molécules similars a BDNF amb
potencial terapeutic per a I’'HD i la comprensié dels mecanismes moleculars implicats
en el desequilibri inhibicié-excitacié dels ganglis basals per identificar noves dianes
terapeutiques en HD. L'Us de models humans d’HD pot ajudar a apropar-nos a

I'aplicacié dels resultats en assajos clinics.



Estudiar els mecanismes de formacio d’espines dendritiques i |'activitat sinaptica

afectats en models HD en estat de repos i després d’estimulacié neuronal

Pyk2 modula les sinapsis excitadores de I’'hipocamp i contribueix als déficits
cognitius en un model de malaltia de Huntington

S’estudia el paper de Pyk2, una proteina tirosina cinasa dependent de calci, altament
expressada en |I'hipocamp. L'aprenentatge relacionat amb I’'hipocamp i la potenciacié a
llarg termini de la CA1 es veuen greument afectats en ratolins deficients en Pyk2 i
estan associats amb alteracions en els receptors NMDA, PSD-95 i espines dendritiques.
En neurones cultivades de I’'hipocamp, Pyk2 té rols autofosforilacid dependents i
independents que determinen |I'enriquiment de PSD-95 i la densitat de les espines
dendritiques. Els nivells de Pyk2 es redueixen en I’hipocamp de pacients amb la
malaltia de Huntington i en el model de ratoli R6/1. Normalitzant els nivells de Pyk2 a
I’hipocamp es rescata el déficit de memoria en ratolins R6/1, la patologia de les espines
i la localitzacié del PSD-95. Els nostres resultats revelen un paper per a Pyk2 en
I'estructura de les espines dendritiques i la funcid sinaptica, tot suggerint que el seu
deficit contribueix a les alteracions cognitives en la malaltia de Huntington (Nature
Communications, 30 de maig de 2017; 8: 1559). Amb aquestes dades també vam
observar un possible paper de Pyk2 en la resposta a l'estres, i en I'expressio de
marcadors sinaptics i la regulacié de la densitat de les espines dendritiques en
I'amigdala, que suggereixen que Pyk2 contribueix a la resposta a |'estrés a través de
canvis microestructurals, i que el seu déficit pugui contribuir a la regulacié de I'estrés

cronic (Translational Psychiatry, 2019, 15 de gener; 9 (1): 3).

GIuN3A promou l'activitat dels receptors NMDA i augmenta la transmissio
sinaptica en els models de malaltia de Huntington

Les subunitats de GIuUN3A han estat relacionades amb la perdua de sinapsis i la mort
de les neurones de projeccié amb espines del nucli estriat en la malaltia de Huntington.
Els nostres resultats mostren que la supressid d’expressido de GIUN3A impedeix un
fenotip de transmissié sinaptica multivariant que precedeix els signes morfoldgics en
les primeres etapes prodromiques. Utilitzant un metode electrofisiologic altament
sensible en talls corticostriatals, hem observat una millora en la resposta sinaptica com

a mecanisme que desencadena un tipus d’excitabilitat eléctrica dependent d’'NMDAR en



dendrites. Els nostres resultats destaquen també un paper del glutamat activant els
receptors NMDA extrasinaptics. Per tant, aquestes dades impliquen la reactivacio de les
subunitats GIUN3A en un ampli espectre de deficits de transmissio sinaptica en fase
primerenca en els ratolins YAC128; qilestionar el concepte actual que la deslocalitzacid
de NMDAR és el desencadenant patologic en HD; i introduir pics d’'NMDA com a nou
mecanisme candidat per acoblar els NMDAR a la neurodegeneracié (Neurobiology of
Disease, setembre de 2016; 93: 47-56).

Augment dels nivells de Rictor que impedeixen la degeneracié neuronal
induida per la huntingtina mutada

Rictor s’associa amb mTOR per formar el complex mTORC2, que regula la funcio
neuronal i la supervivencia. Aqui hem analitzat si I'activitat d’'mTORC2 es podria alterar
per la preséncia de huntingtina mutada. Vam observar que els nivells de Rictor
s’'incrementen especificament en el nucli estriat dels models de ratoli amb HD, i en el
putamen dels pacients amb HD. La interaccié Rictor-mTOR i els nivells de fosforilacio
d’Akt, una de les dianes del complex mTORC2, es van incrementar en el nucli estriat
del model de ratoli R6/1, fet que suggereix un augment de la senyalitzacié mTORC2. Es
interessant destacar que la regulacié aguda de Rictor en les neurones estriatals in vitro
redueix l'activitat d'mTORC2, tal com es mostra en nivells reduits de fosfat-Akt, i
produeix un augment de la mort cel-lular induida per huntingtina mutada. Aixi, la
sobreexpressié de Rictor augmenta l'activitat d’'mTORC2 i evita la mort cel-lular. A més
a més, la normalitzacio dels nivells endogens de Rictor al nucli estriat dels ratolins R6/1
empitjora els simptomes motors, fet que suggereix una induccié de la disfuncié
neuronal. En conclusid, els nostres resultats suggereixen que I'augment dels nivells
estriatals de Rictor podria contrarestar la disfuncié neuronal induida per la huntingtina
mutada (Molecular Neurobiology, 2018 octubre; 55 (10): 7728-7742).

Estudi de I'equilibri entre BDNF i TrkB / p7Z5NTR en MSN derivades de I'iPSC HD

Les neurones derivades d’'hPSC sén funcionalment madurades in vitro i
s’integren en el nucli estriat d’un ratoli in vivo

Hem desenvolupat un nou protocol per a la diferenciacié d’hPSC per a neurones
telencefaliques madures i fisiologicament actives en 37 dies, que és til per a
aplicacions de modelatge de malalties humanes, test de medicaments i terapia

cel-lular. En aquest estudi es va utilitzar una linia hPSC induida (33Q # 1) i una linia



embrionaria hPSC (Genea 19). Les nostres dades mostren que els cultius neuronals
derivats d’hiPSC 33Qn1 tenen una activitat espontania amb caracteristiques neuronals

diferencials DIV 37 (Comella et al., manuscrit en preparacio).

Generar noves molécules que restaurin la plasticitat neuronal i I’equilibri TrkB / p75NTR

en models d'HD

El 7,8-dihidroxiflavona millora els déficits cognitius i motors en un model de
ratoli de la malaltia de Huntington mitjancant I’activacié especifica de la via
PLCy1

L’administracié cronica de 7,8-DHF va retardar els déficits motors dels ratolins R6/1 i
va revertir els déficits del test de reconeixement de nous objectes (NORT) a les 17
setmanes. Les analisis morfologiques i bioquimiques indicaven una millora dels nivells
estriatals d’encefalina i la prevencié de la pérdua de volum estriatal. Hem trobat una
recuperacio de fosforilacié de TrkBY816, perd no de TrkBY515 en el nucli estriat,
d’acord amb els resultats in vitro. A més, el tractament amb 7,8-DHF va millorar el
desequilibri de p75 / TrkB. Els nostres resultats proporcionen noves dades sobre el
mecanisme d’accié del 7,8-DHF, que suggereix que el seu efecte en el receptor de TrkB
en el nucli estriat és per via de la fosforilacié selectiva del residu Y816 i I'activacié de la
via PLCy1, i que els efectes pleotropics de la 7,8-DHF també contribueixen al seu
potencial terapeutic (Human Molecular Genetics, 2017, 15 d’agost; 26 (16): 3144-
3160).

El polipeptid activador de I’'adenilat ciclasa hipofisari (PACAP) millora la
plasticitat sinaptica de I’'hipocamp i millora el rendiment de la memoria a la
malaltia de Huntington

El polipéptid activador de I’'adenilat ciclasa hipofisari (PACAP) és un neuropéptid que
exerceix un efecte neuroprotector, principalment a través del receptor PAC1. Hem
investigat I'efecte de I'estimulacié del receptor PACAP per millorar el desenvolupament
de la memoria en HD. Es va observar una disminucié en I'hipocamp en I'expressié dels
tres receptors PACAP en diferents models de ratoli des del comencament de la
disfuncié cognitiva. En I'hipocamp de mostres humanes post mortem, hem trobat una
disminucid especifica de PAC1, sense canvis en els receptors VPAC1 i VPAC2. També
hem trobat que el tractament amb PACAP rescata el nivell de PAC1 en ratolins R6/1,

augmenta l'expressio del factor neurotrofic derivat del cervell (BDNF) en I'hipocamp i



redueix la formacié d’agregats de huntingtina mutada. A més, I'administracié de PACAP
va contrarestar els deficits de memoria de ratolins R6/1 analitzats amb el NORT i la
tasca d’alternanca espontania de T-maze. Es important destacar I'efecte del PACAP
sobre el rendiment cognitiu que es va associar amb un augment de I'immunomarcatge
amb VGlut-1 i PSD95 a I'hipocamp de ratolins R6/1. En conjunt, aquests resultats
suggereixen que el PACAP, actuant mitjancant I'estimulacié del receptor PAC1, pot
tenir un potencial terapéeutic per contrarestar els deficits cognitius induits en HD
(Molecular Neurobiology, 2018 novembre; 55 (11): 8263-8277).

Desenvolupar noves estratégies per controlar I'equilibri inhibicido-excitacid en circuits

corticostriatals i nigrostriatals, in vitro i in vivo

NETCAL: una plataforma interactiva per a I'analisi a gran escala de NETwork i
dinamica de poblacié a través d'imatges de CALci

Hem desenvolupat NETCAL, una plataforma de programari completa desenvolupada
amb MATLAB per enregistrar, gestionar i analitzar experiments d’'imatges de calci d’alta
resolucio i d’alta velocitat. La facilitat d’Us de la interficie grafica interactiva i una
documentacié exhaustiva s’adapten als investigadors del laboratori experimental, pero
també a cientifics experimentats de dades a través del seu sistema de connectors
(plugins) i scripts. Hem desenvolupat un ampli conjunt d’eines i incorporem algoritmes
i caixes d’eines d’ultima generacié per a I'analisi a gran escala de la dinamica de la
xarxa i de la poblacid, incloent-hi: la deteccié automatitzada de cel-lules (estatica i
dinamica); disseny i seleccié de poblacidé mitjancant aprenentatge automatic, agrupacio
i reconeixement de patrons; dinamica de descarregues (burst); deteccid de pics;
inferéncia de xarxa (de xarxes funcionals a relacions causals), i molt més. Diverses
d’aquestes eines també estan disponibles en temps real; aixi les cél-lules i els punts es
poden controlar mentre s’esta gravant I'experiment, fet que dona al investigador una

amplia informacié sobre com s’esta desenvolupant.

Hem provat i utilitzat el programari en diverses preparacions experimentals i equips de
laboratori. NETCAL ja s’ha utilitzat per provar la viabilitat i el rendiment dels protocols
de diferenciacio de cel-lules mare pluripotents induides per humans (hISPC); per
caracteritzar el comportament individual i col:-lectiu de cultius corticals i estriatals
dissociats a partir dels models de ratoli de I'HD; per revelar la comunicacié entre

neurones i astrocits en els cultius de I'hipocamp de rata; i per detectar patrons



d’activitat de propagacié en cultius corticals. Tot i que ha estat desenvolupat per a
enregistraments de calci en cultius, hem provat i utilitzat amb éxit enregistraments in

vivo per analitzar dades de matrius de multiples eléctrodes.

NETCAL ha estat desenvolupat per cientifics perque altres cientifics promoguin i
fomentin el desenvolupament d’eines per a la replicacié i validacié de resultats
experimentals. El programari és altament modular i la seva aplicacié té una
extensibilitat facil d’adaptar a les necessitats especifiques de qualsevol grup de recerca.
Orlandi et al. Zenodo. http://doi.org/10.5281/zen0do0.1119026 www.itsnetcal.com

JG. Orlandi; S Fernandez-Garcia; A Comella-Bolla; M Masana; G Garcia-Diaz Barriga; M
Yaghoubi; Un Kipp; JM. Canals; MA. Colicos; J Davidsen; J Alberch; J Soriano. (2017).
NETCAL: una plataforma interactiva per a I’'analisi de dinamica poblacional a gran
escala de NETwork i enregistraments d’imatges de CALcium (versid 7.0.0 Open Beta).
Zenodo. http://doi.org/10.5281/zen0do0.1119026 www.itsnetcal.com

Connectivitat de la xarxa neuronal i disfuncié dinamica en els cultius estriatals
de la malaltia de Huntington

Utilitzant imatges de calci d’alta resolucid, vam mostrar que els cultius estriatals R6/1
presentaven menys neurones actives que els WT. A més, els dos cultius estriatals sén
capacgos d’autoorganitzar-se i produir esdeveniments col-lectius d’activitats gairebé
sincrones, tot indicant la preséncia d’'una xarxa funcional. Les rafegues de xarxa
presenten una durada i una amplitud similars entre els genotips, mentre que l'interval
entre les rafegues es redueix significativament en els cultius estriatals HD R6/1
respecte dels WT. El bloqueig dels receptors GABAA per Bicuculline (BIC) va augmentar
el nombre de neurones actives i va impulsar una activitat coherent al llarg del cultiu
fins a nivells similars tant en WT com en R6/1 HD, situacidé que suggereix un
deteriorament de la inhibicié estriatal GABAergica en HD. A més, les analisis de
connectivitat funcional van revelar una disminucié del grau d’entrada en la xarxa
estriatal R6/1, aixi com un menor nombre de moduls connectats de neurones, tot
identificant una comunicacié defectuosa a la xarxa neuronal estriada R6/1. No obstant
aixo, la disfuncid de la xarxa estriatal en HD pot sorgir no només d‘inhibicié local, sind
gue probablement s’aconseguira una activitat aferent aberrant. La modulacié de
I'activitat estriatal amb NMDA va restaurar parcialment la dinamica de la xarxa.

L’eficiencia global es va incrementar i I’'estadistica comunitaria va disminuir de manera



especifica en cultius estriatals R6/1 aconseguint ambdds parametres nivells similars a
la xarxa estriatal basal WT. A més, el nombre de connectors va augmentar lleument
després de I'addiciéd d’'NMDA a les xarxes estriatals WT i R6/1. Aquests resultats
suggereixen que I'augment de la unitat excitadora de la xarxa és capac de restaurar
parcialment el flux d’informaci6 a través de la xarxa estriatal R6/1 (Fernandez-Garcia

et al., manuscrit en preparacio).

L’'estimulacioé optogenética de la via corticostriatal millora el comportament
motor en la malaltia de Huntington

Utilitzant matrius de multieléctrodes in vivo, RMN, optogeneética i microdialisi, vam
caracteritzar la disfuncid corticostriatal en HD. A continuacié vam aplicar I'estimulacié
optogenética repetida en ratolins simptomatics R6/1 HD i vam avaluar |'aprenentatge i
la coordinaciéo motors. L'RMN estructural i funcional mostra la perdua de la funcié
corticostriatal en ratolins R6/1 HD. A més, es va observar una reduccio dels nivells de
glutamat estriatal (GIUCEST i MRS) i de l'alliberament corticostriatal (optogenética
acoblada a la microdialisi). La resposta electrofisiologica de les neurones estriatals a la
funcid corticostriatal induida opticament també es va reduir en els ratolins HD (MEA).
Finalment, I'estimulacié optogenética corticostriatal repetida en ratolins HD
simptomatics (R6/1-ChR2) va millorar I'aprenentatge motor (accelerating rotarod), la
coordinacio, |'activitat exploratoria i el comportament estereotipat, comparat amb els
ratolins R6/1-YFP controls, gairebé arribant als nivells de WT. Aquesta millora va anar
acompanyada d’un augment de la densitat de les espines dendritiques mesurat a partir
de la tincié de Golgi. Per tant, els nostres resultats demostren per primera vegada una
recuperacio efectiva induida per optogenética dels simptomes motors HD in vivo

(Fernandez-Garcia et al., manuscrit en preparacio).

El silenciament GIuN3A amb RNAi impedeix i reverteix els fenotips de la
malaltia induits per la huntingtina mutada.

Hem provat el potencial terapéutic de silenciar I’'expressié de GIUN3A en ratolins
YAC128, un model HD ben establert. Es van generar virus adenoassociats
recombinants que codifiquen un ARN contra GIUN3A (rAAV-shGIuN3A) i es va comparar
la capacitat dels diferents serotips en MSN. Una Unica injeccié de rAAV9-shGIuN3A en
el nucli estriat de ratolins d’'1 mes (> 90%) redueix I'expressié de GIuUN3A en MSN i

prevé la pérdua de les espines dendritiques i la millora del rendiment de I'activitat



motora en ratolins YAC128. Tractaments posteriors, quan la patologia en les espines es

detectada, també va ser eficag.

Les nostres dades proporcionen una prova de concepte per a la silenciament de GIuUN3A
com a estratégia beneficiosa per prevenir o revertir la desconnectivitat corticostriatal i
la discapacitat motriu en HD i abonen I'Us de métodes basats en ARNi o petites
molécules per aprofitar aquest potencial terapeutic (Molecular Therapy, 2018 1

d’agost; 26 (8): 1965-1972).

Aquest projecte és un estudi preclinic que proporciona dades per dissenyar nous
tractaments contra la malaltia de Huntington: (1) per a la senyalitzacié del sistema
BDNF / TrkB / p75, Pyk2 i PACAP, i (2) per a una nova diana terapéutica, la subunitat
GIuN3A dels receptors NMDA, que es va trobar recentment elevada en HD. Aquests
resultats proporcionen informacié important per al desenvolupament de terapies
dirigides no només a la malaltia de Huntington, sind a altres trastorns cognitius, com
ara la malaltia d’Alzheimer. La manca de tractaments efectius per a aquestes malalties
té un gran impacte social i econdmic, aixi com problemes psicoldogics no només per als
pacients, sind també per a les seves families. Per tant, hi ha la necessitat de
desenvolupar terapies efectives per als trastorns neurodegeneratius i, en aquest
escenari, els nostres resultats proporcionen informacioé per desenvolupar nous
tractaments per millorar la qualitat de vida de la comunitat de la malaltia de

Huntington.
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