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La malaltia de Huntington (MH) es caracteritza per una neurotransmissié anormal
deguda en part a l'activacié anormal dels receptors D; de dopamina (D;R) en l'estriat.
S’ha demostrat previament que hi ha un excés de produccié de dopamina en I'MH i que
I"activacié excessiva de D;R pot produir no només un desequilibri en la
neurotransmissid, sind que també pot conduir directament a cascades de senyalitzacié
que indueixen la mort cel-lular. L'objectiu principal d’aquest projecte va ser trobar
enfocaments innovadors per reduir la senyalitzacié D;R i aixi evitar danys en I'MH. La
nostra proposta es va basar en els nostres resultats previs que mostren que la funcio
de D;R pot ser modulada per la histamina a través de |'activacié dels receptors
d’histamina Hs; (H3R) dins el complex proteina-proteina D;R-H3;R anomenat heteromer

de receptors.

També s’ha descrit que les alteracions en la transmissié glutamatérgica del cos estriat,
causa de la huntingtina amb expansions de poliglutamina, es correlacionen amb el
reordenament de la densitat postsinaptica amb una senyalitzacié anormal del receptor
de glutamat NMDA (NMDAR). A més, |'activacio d’'NMDAR augmenta especificament la
mort cel-lular induida per dopamina mitjancant D;R en cél-lules de |'estriat que
presenten huntingtina amb expansions de poliglutamina. Els nostres resultats anteriors
amb les técniques de BRET van demostrar que els receptors NMDA i D; es poden
heteromeritzar en cél-lules transfectades. Per aquestes raons, també enfoquem aquest
projecte a I'estudi de I’'heteromeritzacié del receptor NMDA amb D;R i H3R, i I'efecte
dels lligands HsR en l'afinitat, senyalitzacio i neurotoxicitat dels receptors D; i NMDA.
La nostra hipotesi era que els heteromers D;R-H3R i/o D;R-H3R-NMDAR podrien ser
dianes terapéutiques noves i prometedores per a I’'MH i que els lligands HsR, en
interactuar amb aquests heteromers, podrien prevenir la senyalitzacié anormal de D;R

i/o NMDAR, incloent-hi la mort cel-lular produida per D;R.

Per comprovar la nostra hipotesi, els principals objectius del nostre projecte van ser:
- Determinar I'expressié i les caracteristiques farmacologiques i funcionals dels
heteromers D;R-H3R en un model cel-lular d’'MH i en diferents regions de cervell d’un

model de ratoli d’'MH en diferents etapes de la malaltia.



- Provar diferents agonistes i antagonistes H3;R per avaluar la seva capacitat de
proporcionar proteccié neuronal.

- Explorar la capacitat dels heteromers D;R-H3R per formar heterotrimers amb
receptors NMDA i la seva implicacié en la proteccié neuronal.

- Explorar la capacitat de les isoformes H3zR humanes per formar heteromers amb D;R i

NMDAR amb caracteristiques bioquimiques especifiques.

Els heteromers D;R-H3R funcionals s’expressen en ceél-lules estriatals wild-
type STHAHQ7 i model d’'MH STHdHQ111

Per provar si els heteromers D;R-H3R podrien ser dianes per controlar la senyalitzacio
D;R en MH, primer vam analitzar I'expressié de tots dos receptors en cel-lules estriatals
immortalitzades que expressen nivells endogens de huntingtina STHdHQ7 wild-type de
longitud completa o huntingtina mutant STHdHQ111. La unid de lligands determina que
tant les cél-lules STHAHQ7 com les cel-lules STHAHQ111 expressen de manera
endogena nivells similars de D;R i H3zR. Mitjancant proximity ligation assay (PLA), els
heteromers D;R-H3R es van detectar com a punts vermells que envolten els nuclis
tenyits de blau en ambdds tipus de cél-lules i en cel-lules tractades amb el vector de
lentivirus control, perd no en cél-lules sense H3R per shRNA, com es mostra per RT-PCR
i funcionalitat. Per assegurar que els heteromers D;R-H3R fossin funcionals en cel-lules
STHdH, es van realitzar experiments de senyalitzacié cel-lular. Tant amb les cél-lules
STHAHQ7 com amb les cél-lules STHdHQ111 i les concentracions de lligands que
anteriorment s’havien mostrat optimes per a I'activacié del receptor per la via ERK1/2,
vam determinar que l'agonista del D;R SKF 81297 és capac d’augmentar la fosforilacio
d’ERK1/2 i que l'eviten tant I'antagonista de D;R SCH 23390 com la tioperamida,
antagonista H3R, a través del fenomen d’antagonisme creuat. A més, vam analitzar
una ruta de senyalitzacio alternativa, préviament descrita, activada per DiR, la
mobilitzacié de Ca®*. Quan les cél-lules es van tractar amb |’agonista de D;R SKF
81297, es va detectar un fort i rapid augment del Ca®* citosolic en les cél-lules
STHAHQ7 i STHdAHQ111. Es important destacar que aquest alliberament de calci es pot
esmorteir amb |I'antagonista d’Hs;R tioperamida (antagonisme creuat). Les dades de
senyalitzacidé anteriors avalen la preséncia d’heteromers D;R-H3R funcionals en ceél-lules

STHdH. Per confirmar que un antagonista HsR esta contrarestant I'activacié de D;R, fet



gue involucra els heteromers D;R-H3R, vam avaluar |'efecte dels péptids
d’interferéncia, que sén péptids sintetics amb la seqliéncia d’aminoacids dels dominis
dels receptors involucrats en la interficie heteromeérica. Per tant, vam investigar si els
peptids sintétics amb la seqliéncia de TM5 i TM7 (com a control negatiu) de D;R,
fusionats amb HIV-TAT, també podien alterar els heteromers D;R-H3R, mesurats per
PLA. D’acord amb la nostra hipotesi, hi va haver una pérdua gairebé completa de la
fluorescencia quan les cél-lules STHdHQ7 i STHdHQ111 es van incubar amb el péptid
TAT-TM5, pero no per al control negatiu en quée es va fer amb el peptid TAT-TM7. A
continuaciéo vam avaluar si el TM5 o TM7 interferirien amb |'antagonisme creuat
observat en els assaigs de mobilitzacié de calci. I queda clar que el tractament previ de
les cél-lules STHAHQ7 i STHdHQ111 amb el peptid TAT-TM5, pero no amb TAT-TM7,
altera la capacitat de I'antagonista d’HzR tioperamida per esmorteir la senyalitzacio del
calci intervinguda per D;R. Aquests resultats abonen que el TM5 forma part de la
interficie de I'heteromer D;R-H3R i demostra que I'efecte de I'antagonista d’HsR es

dirigeix a través de la interaccio entre D;R i H3R.

Els lligands d’Hs;R prevenen la mort cel-lular induida per D;R en cél:-lules
STHAHQ7 i STHdHQ111

S’havia publicat previament que després de |'activacié de D;R, la viabilitat de les
cel-lules STHdH es redueix. Per explorar si els lligands HsR podrien impedir la
senyalitzacid de D; pels heteromers D;R-H3R, vam utilitzar la mort cel-lular induida per
D;R per estudiar I'activacié de D;R en cél-lules STHdH. Com s’esperava, la viabilitat de
les cel-lules STHdH va disminuir quan es va tractar amb I'agonista D;R SKF 81297
d’'una manera creixent en la concentracio. No es va produir una mort cel-lular
significativa fins a 30 pM d’'SKF 81297, i no es va observar un efecte de I'SKF 81297
quan hi havia I'antagonista D;R SCH 23390. El tractament previ amb |'antagonista H3R
tioperamida, que no va modificar la viabilitat cel-lular quan es va administrar sol, va
augmentar el nombre de cel-lules supervivents en preséncia de I'agonista D;R SKF
81297 en ambdds tipus de cel-lules. Es important destacar que |'efecte de I'antagonista
d’HsR tioperamida va ser especific, ja que no es va observar proteccié contra la mort
cel-lular induida per I'agonista D;R en cél-lules sense HsR per infeccid lentivirica amb un
shRNA, pero es va observar en cél-lules transfectades amb el lentivirus control. A més,
també vam demostrar que la recuperacié de la viabilitat induida per I'antagonista d’HsR
tioperamida va ser mediada pels heteromers D;R-H3R, ja que la preincubacié amb el

peptid D;R TM5, perd no amb el D;R TM7, va reduir la proteccié de I'antagonista HsR



sobre la mort cel-lular induida per I'agonista D;R. S’havia demostrat préviament una
correlacié entre la intensitat de les respostes de calci i I'activacié de vies apoptotiques
com p38. Per tant, vam mesurar els canvis en els nivells de fosforilacié de p38
utilitzant les dues concentracions de I'agonista D;R SKF 81297. Curiosament, vam
trobar que I'augment de la fosforilacié de p38 només es produeix amb la concentracié
citotoxica d'SKF 81297. El tractament amb I'antagonista d’'HsR tioperamida va reduir la
fosforilacié de p38 després de |'activacié de D;R en ambdds tipus de cel-lules. A més,
I'inhibidor de p38 SB 203580 va bloquejar la fosforilacido de p38 i va protegir contra
I'efecte citotoxic de I'agonista D;R SKF 81297 d’una manera dependent de la dosi, la
gual cosa confirma que p38 és una via clau involucrada en la mort cel-lular a través de
D;R en aquestes cél-lules. La sobreestimulaciéo de D;R indueix la internalitzacié del
receptor i promou la senyalitzacio intracel-lular rapida, i I'expressié de D;R disminueix
en diversos models d’MH. Per provar si els canvis en el transit de receptors podrien
estar en joc, vam analitzar si SKF 81297 30 puM pot induir la internalitzacié D;R en les
cel-lules de I'estriat. Vam observar que 30 uM de SKF 81297, que disminueix la
viabilitat cel-lular, va promoure la internalitzacié D;R en les dues cél-lules STHdH.
Curiosament, la internalitzacié D;R induida per SKF 81297 30 uM es va correlacionar
amb la ruptura de I'heteromer D;R-H3R evidenciada per una falta de marcatge de PLA
en les dues céel-lules STHdH tractades amb SKF 81297 30 uM. Una forma potencial per
la qual els GPCR poden influir-se mituament en un heteromer és alterant el transit del
receptor company. El tractament previ amb I'antagonista d’HsR tioperamida va
restaurar el nombre de punts de PLA, que va disminuir després de la sobreestimulacié
amb l'agonista D;R SKF 81297. Aquests resultats suggereixen que els lligands d'HsR
estan inhibint la internalitzacié DR i la mort cel-lular a través de D;R mitjangant la

inhibicié de la fosforilacié de p38 i la senyalitzacié de calci.

Els heteromers D;R-H;R funcionals s’expressen en wild-type HdhQ7/Q7 i en
ratolins mutants knock-in HdhQ7/Q111 en etapes primerenques pero no
tardanes d’'MH

Per provar si els heteromers D;R-H3R poden ser objectius per al tractament de I'MH,
vam investigar-ne I'expressié i la funcid en el cos estriat, I'escorga cerebral i I’'hipocamp
d’'un model preclinic d’'MH ampliament acceptat, el ratoli heterozigot mutant
HdhQ7/Q111, i els seus wild-type HdhQ7/Q7. Mitjangant PLA vam confirmar que tant
els ratolins HAhQ7/Q7 com els HdhQ7/Q111 presenten heteromers D;R-HsR als 2 i 4

mesos d’edat en totes les regions cerebrals estudiades. L'expressié d’heteromers va



ser similar en totes les arees del cervell i no es van observar diferencies entre els
genotips als 4 mesos d’edat. Sorprenentment es va trobar una pérdua gairebé
completa d’heteromers D;R-H3R als 6 i 8 mesos en ratolins HdhQ7/Q111, perd no en
ratolins HdhQ7/Q7, fet que indica que en etapes més avancades de la malaltia es perd
I’'hneteromer D;R-HsR. La pérdua de I'expressié de I'heteromer no és per una pérdua
completa de I'expressid del receptor, ja que, mitjancant la unié de radiolligands i
I'analisi de I'expressio de I’ARNm, tots dos receptors es continuen expressant. Per
provar el paper dels heteromers D;R-HsR es van obtenir cultius organotipics corticals i
d’hipocamp d’'aquests ratolins, es va induir la mort cel-lular per I'agonista D;R SKF
81297 (50 uM) i es va realitzar una analisi mitjancant DAPI seguida de tincié amb iodur
de propidi. Com s’esperava, el tractament amb l'agonista de D;R SKF 81297 augmenta
el percentatge de mort cel-lular en les tres regions en comparaciéo amb els cultius
organotipics tractats amb vehicle, sense diferencies significatives entre els genotips als
4 mesos d’edat. Es important destacar que en els talls pretractats amb l'antagonista
d’H3R tioperamida, que no modifica la mort cel-lular quan s’administra sol, va protegir
les cél-lules de la mort cel-lular provocada per D;R, la qual cosa indica que els
heteromers de D;R-H3R funcionals s’expressen en diferents arees cerebrals de ratolins
HdhQ7/Q7 i HdhQ7/Q111 en estadis primerencs de la malaltia. El canvi dramatic en
I'expressié de I'heteromer en ratolins HdhQ7/Q111 de 8 mesos d’edat es va reflectir en
la manca de proteccié de I'antagonista d’HsR tioperamida contra la mort cel-lular
induida per SKF 81297 en cultius organotipics, tot corroborant que es necessita la
preséncia d’heteromers D;R-H3R perqué I'antagonista d’HsR pugui prevenir la mort

cel-lular mediada per D;R.

El tractament amb tioperamida preveu deficiéncies cognitives i
d’'aprenentatge en etapes primerenques de la malaltia

Per provar si I'antagonista d'HsR tioperamida pot exercir efectes beneficiosos en les
etapes inicials de la malaltia, vam avaluar I'efecte del tractament cronic amb
tioperamida en l'aprenentatge motor i els deficits de memoria en ratolins HdhQ7/Q111
mutants. Atés que s’observa un deteriorament cognitiu en aquests ratolins MH a partir
dels 6 mesos d’edat i els heteromers D;R-HsR s’expressen i sén funcionals fins a I'edat
de 5 mesos, es van triar animals de 5 mesos per comencar el tractament amb
tioperamida. La funcid corticoestriatal en ratolins HdhQ7/Q7 i HdhQ7/Q111 tractats
amb tioperamida i solucioé salina es va analitzar mitjancant la tasca d’acceleracié

rotarod que avalua l'adquisicié de noves habilitats motores. Els ratolins HdhQ7/Q111



mutants tractats amb solucié salina no van poder mantenir I'equilibri al rotarod igual
gue els ratolins HdhQ7/Q7 de tipus salvatge, que van posar de manifest una adquisicid
deficient de noves habilitats motores. A continuacié es va analitzar la long term
memory (LTM) amb el novell object recognition test i I'LTM espacial amb el T-maze
spontaneous alternation task (T-SAT). En general, aquestes dades demostren
I'efectivitat del tractament amb tioperamida en la restauracié de I'aprenentatge motor i
la prevencié de déficits LTM espacials i de reconeixement en ratolins HdhQ7/Q111. Tot
seguit vam provar si la reversié del fenotip MH en ratolins mutants HdhQ7/Q111
induida pel tractament amb tioperamida es correlaciona amb la preservacié de
I'expressié de I'heteromer D;R-H3R. Mitjangcant PLA vam observar que en els ratolins
HdhQ7 Q111 de 6 mesos d’edat tractats amb solucié salina, I'expressié de I'heteromer
va disminuir significativament respecte dels ratolins HdhQ7/Q7 de la mateixa edat, i el
tractament amb tioperamida va prevenir significativament la pérdua d’heteromers D;R-
HsR en totes les regions del cervell analitzades en ratolins HdhQ7/Q111 als 6 i 8 mesos
d’edat, situacidé que suggereix que el transit alterat observat en les cél-lules també pot

esdevenir-se in vivo.

Els canvis en I'expressio de I’'heteromer D;R-H3;R es produeixen en altres
models de ratolins d’'MH i en pacients amb MH

El fet que el tractament amb tioperamida previngui els déficits cognitius i
d’aprenentatge motor i la pérdua d’heteromers de D;R-H3R als 6 i 8 mesos d’edat en
un model de ratoli d’'MH, suggereix que la tioperamida o un futur antagonista HsR
farmacoldogicament millorat dirigit especificament a D;R-H3R faria que els heteromers
es puguin utilitzar per tractar els simptomes de I’'MH. Per provar-ho, investiguem
I'expressié de I’heteromer D;R-H3R en altres models de ratolins MH transgenics i en
talls de caudat putamen huma utilitzant PLA. La perdua de I'expressio de I’'heteromer
en comparacié amb els seus ratolins wild type també es va observar en altres models
de ratolins amb MH, els ratolins R6/1 i R6/2 transgéenics per I'exé 1 de la huntingtina
humana. Es important destacar que els heteromers D;R-HsR es van detectar com a
marques verdes al voltant dels nuclis tenyits de blau en talls de caudat putamen
humans d’individus controls i pacients d’'MH de grau baix (grau 0, 1 i 2). En contrast,
les marques verdes estaven gairebé absents en les mostres de pacients amb MH de
grau alt (grau 3 o 4). Aquests resultats mostren que la formacié de I’heteromer D;R-
H3R canvia durant la progressié de la malaltia i, el que és més important, els humans

expressen els heteromers D;R-H3R en les etapes inicials de la malaltia.



Els heteromers D;R-H;R-NMDAR so6n dianes per prevenir la mort neuronal en
la malaltia d’Alzheimer

La malaltia d’Alzheimer (MA) és un trastorn neurodegeneratiu que causa pérdua
progressiva de la memoria i disfuncid cognitiva. Les estratégies anti-MA adrecades als
receptors cel-lulars els consideren com a unitats aillades. Aixo no obstant, molts
receptors de la superficie cel-lular cooperen i contacten fisicament entre si formant
complexos que tenen propietats bioquimiques diferents a les dels receptors individuals.
Hem demostrat la presencia d’heteromers D;R-H3R-NMDAR en cel-lules i en I'escorca
cerebral de rata. Els heteromers es van detectar per coimmunoprecipitacid i PLA en
I’escorca de rata, on els agonistes HsR a través de cross-talk negatiu i els antagonistes
HsR a través de I'antagonisme creuat van fer disminuir la senyalitzacié de I'agonista
D;R determinada per ERK1/2 o la fosforilacié d’Akt, i van contrarestar la mort cel-lular
excitotoxica provocada per D;R. Els antagonistes tant de D;R com d’HzR també van
contrarestar la toxicitat de I'NMDA, aspecte que suggereix una interaccié complexa
entre la funcidé de I'heteromer d’'NMDAR i D;R-H3R. Probablement a causa de
I'hneteromeritzacid, H3;R actua com a regulador al-lostéric de D;R i NMDAR. Mitjancant la
transferencia d’energia de ressonancia bioluminescent (BRET), vam demostrar que D;R
o H3R formen heteromers amb les subunitats NMDAR NR1A/NR2B. Els complexos D;R-
H3R-NMDAR es van confirmar mitjancant BRET combinat amb complementacié
fluorescent. L'expressié endogena de complexos en l'escorca de ratoli es va determinar
mitjancant PLA i es va observar una expressié similar en ratolins wild type i APP/PS1.
Consistent amb les interaccions receptor-receptor al-lostériques dins del complex, els
antagonistes dels H3R van reduir la mort cel-lular excitotoxica provocada per NMDAR o
D;R en cultius organotipics corticals. A més, els antagonistes d’HsR van revertir la
toxicitat induida pel peptid amiloide B1-42. Per tant, H3zR en el complex D;R-H3R-

NMDAR sorgeix com una diana prometedora per prevenir la neurodegeneracio.

Diferents isoformes H3;R humanes també formen heteromers amb D;R i
NMDAR

S’han identificat almenys 20 isoformes diferents de I'HsR com a resultat
d’empalmament (splicing) de gens, amb diferents patrons d’expressié cerebral i
propietats de senyalitzacio, tot i que moltes encara no s’han caracteritzat
completament. Aqui hem descrit el perfil d'activacié de diferents subtipus de proteina
Gaio (Gaoe1, Gaez, Gaj, Gai; | Gajz) i del reclutament de B-arrestina 1 de quatre
isoformes d'HsR (H5R329, H3R365, H3R415 i H3R445), que difereixen principalment en



la longitud del seu tercer bucle intracel-lular, mitjancant assajos funcionals de
transferéncia d’energia de ressonancia bioluminescent (BRET). La comparaci6 de les
eficiéncies entre les isoformes HsR en tots dos assajos funcionals revela que tenen
diferents graus de funcionalitat en proporcié inversa al nivell d’eliminacié de la seva
seqliencia, en alguns casos fins i tot sense activacid, un fenomen conegut com a
selectivitat funcional d’isoformes o isoform bias. Els assajos de BRET van revelar que
H3R329, H3R365, H3R413 i H3R415 també poden formar heteromers amb D;R, amb el
glutamat NMDAR i amb els dos receptors, tot formant simultaniament complexos
heterotrimeérics. Aquests fets proporcionen evidencies de la importancia de
I’'hneteromeritzacio entre diferents isoformes HsR i D;R i augmenten el nivell de

complexitat inherent a la neurotransmissié histaminergica.

Aquest projecte pot tenir importants i rellevants beneficis. Des de la perspectiva dels
avencos cientifics, el projecte aporta noves dades sobre I'existéncia i les
caracteristiques de la interaccié directa entre receptors de gran rellevancia en el
sistema nervios central, especialment els receptors de dopamina D; i els receptors
d’histamina Hs. Es essencial coneixer el paper dels receptors en diferents processos
fisiologics i com interaccionen i es modulen les seves interaccions. Des d’'una
perspectiva més aplicada, en aquest projecte hem demostrat que els receptors Hs
estriatals i del cortex cerebral sén crucials per entendre el control de I'activitat motora i
gue els receptors Hs, formant heteromers amb els receptors D; de dopamina, no
solament controlen |'activitat motora induida pels D;R, sind que també actuen com a
fre dels D{R, especialment quan es troben sobreactivats. D'aquesta forma poden actuar
de fre per evitar I’'excitotoxicitat i mort neuronal induida per sobreactivacié dels
receptors D;i, en situacions neurodegeneratives com la malaltia de Huntington i la
d’Alzheimer. Es per aixo que considerem que l'interes cientific i social d’aquest projecte

és elevat.

Des del punt de vista farmacologic, el concepte d’heteromers de receptors com a
dianes terapéutiques en malalties mentals i/o neurodegeneratives que involucrin
receptors acoblats a proteines G (GPCR) és d’elevat interés. Els GPCR constitueixen la

diana per a més del 25% dels farmacs existents, pero la velocitat en que apareixen al



mercat és inferior a la que caldria, atesa I'enorme quantitat de processos que
controlen, tant a nivell periféric com central. Una rad pot ser que les estrategies
emprades per al seu desenvolupament no estiguin considerant la diana real. En la gran
majoria de casos, o gairebé tots, els farmacs desenvolupats estan dirigits als GPCR
com a entitats individuals i no s’ha considerat la seva capacitat de formar complexos
dimerics i oligomeérics d’ordre superior. Els heteromers de receptors sén almenys
entitats dimériques que resulten de la combinacié de dos o0 més receptors i mostren
propietats bioquimiques i funcionals Uniques, la qual cosa els permet una modulacié
fina i selectiva entre ells; aquesta capacitat de modulacié al-losterica mutua s’ha de
tenir molt en compte a I'hora de dissenyar estratégies terapéutiques basades en
aquests receptors. Per tant, la diana terapeutica real en un teixit haurien de ser els
heteromers i oligdmers de GPCR i no els receptors individuals o monomeérics.

Un exemple de tot aix0 és el que s’ha descrit en aquest projecte d’heterodimers de
dopamina-histamina (D;R-HsR) o heterotrimers amb els receptors NMDA de glutamat
(DiR-H3R-NMDAR), els quals poden constituir una diana prometedora per al tractament

d’alteracions neurodegeneratives, com la de Huntington i d’Alzheimer.
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