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Justificacio de lI'estudi. La malaltia d’Alzheimer d’inici tarda (LOAD) és un tipus de
demeéncia causada per neurodegeneracid que afecta més de 46 milions de persones a
tot el mén. Els simptomes clinics principals inclouen pérdua de memoria, problemes de
llenguatge, dificultat per fer tasques simples, perdua de capacitat de raonament,
canvis d’humor i canvis de comportament. La causa de la LOAD no es coneix ni té
guariment. Els canvis patologics inclouen plaques amiloides beta i cabdells
neurofibril-lars, aixi com la perdua de sinapsis, dany vascular cerebral, canvis
metabolics i activacié de cel-lules no neuronals com ara la microglia i els astrocits
(també anomenats “astrocits reactius”). Els astrocits sén un tipus de cél-lula cerebral
gue exerceix funcions computacionals i homeostatiques. Els astrocits son cel-lules
grans i atapeides, que presenten un cos cel:lular del qual emergeix una densa xarxa de
processos primaris i secundaris. Els astrocits reactius presenten un canvi morfologic
radical que consisteix en un augment dels processos primaris i secundaris, que es
detecta amb estudis immunohistoquimics de la proteina fibril-lar acidica de la glia
(GFAP). Els canvis funcionals associats a aquesta transformacié morfoldgica sén
desconeguts. En concret no s’ha establert fins a quin punt la pérdua de la cognicid en
LOAD es deu al mal funcionament dels astrocits, ni quines vies dels astrocits estan mal
regulades ni com impacten en la patogénesi de la malaltia, i en els seus biomarcadors i
simptomes clinics. Un problema és que els estudis realitzats en ratolins han produit
resultats contradictoris pel que fa al paper dels astrocits en LOAD. A més, els astrocits
produeixen TNF-alfa, un factor que regula plasticitat sinaptica i la supervivéncia
cel-lular. Per a aquest projecte és particularment rellevant que la produccié de TNF-alfa
s’'incrementa dramaticament en LOAD. Es sospita, perd no se sap del cert si el TNF-alfa
podria contribuir a la pérdua de les espines neuronals i la mort neuronal. Si és aixi, el

mecanisme no esta clar.

Objectius. L'objectiu general ha estat caracteritzar la disfuncié dels astrocits en LOAD
per avancar en la qlestié fonamental de si hi ha alteracions en la relacié entre astrocits
i neurones que puguin conduir a una perdua de sinapsis i, en Ultima instancia, a la
mort neuronal, i aixi desenvolupar terapies dirigides als astrocits. Quatre laboratoris
han afrontat quatre objectius especifics. L’'objectiu especific 1 ha estat I'estudi
estructural i ultraestructural dels astrocits utilitzant tecniques d’imatge avancades,

incloent-hi la microscopia electronica. Els materials d’estudi han estat mostres post



mortem de pacients amb LOAD i models animals. L'objectiu especific 2 ha estat la
identificacio del perfil molecular dels astrocits, per mitja d’una analisi informatica de
dades omiques de mostres de cervell huma. L'objectiu especific 3 ha consistit en
estudis funcionals. En concret, I'analisi de I'excitabilitat del calci per la técnica de
calcium imaging, i la fagocitosi per seguiment subcel-lular de marcadors. Els cultius
primaris d’astrocits del cervell de ratoli i astrocits que sobreexpressen al-lels humans
de l'apolipoproteina tipus E (ApoE4 i ApoE3) han estat els materials d’estudi d’aquest
objectiu. ApoE4 és el factor de risc genétic més important en LOAD. Com a objectiu
especific 4 hem examinat I'efecte del TNF-alfa en models animals en els quals les vies

activades per aquest factor han estat manipulades genéticament.

2.1. La malaltia d’Alzheimer causa una disminucid en I'expressié de FAIM-L
(forma llarga de la molécula inhibidora apoptotica de Fas), una proteina
implicada en la senyalitzacié de TNF-alfa i que promou la supervivéncia
neuronal. Hem descobert que FAIM també regula I’excitabilitat eléctrica de les
neurones. Aixo suggereix que la disminucié de I'’expressié de FAIM-L en la
malaltia d’Alzheimer pot no només contribuir a les accions neurotoxiques del
TNF-alfa alliberat pels astrocits, siné que també pot induir una excitacioé

aberrant dels circuits neurals (referéencies 1, 3).

e [‘amiloide beta redueix l'expressio de la FAIM-L neuronal, la qual cosa transforma la
resposta inflamatoria causada pel TNF-alfa de protectora a neurotoxica. Hem descobert
gue FAIM-L esta reduit a I'hipocamp de pacients amb LOAD. També hem observat que
I’escorca entorinica i I'hnipocamp d’un model de ratoli de LOAD (PS1M146LxAPP751sl)
mostren una reduccié d’aquesta proteina abans de l'inici de la neurodegeneracié.
Alhora, neurones en cultiu tractades amb les fraccions solubles corticals d’aquests
animals van mostrar una disminucié en la FAIM-L enddgena, un efecte que és imitat
pel tractament amb lligands difusibles derivats d’amiloide beta (ADDL). La reduccié en
I'expressié de FAIM-L esta associada amb la progressié de la neurodegeneracié perquée
canvia la resposta inflamatoria causada pel TNF-alfa a les neurones. En aquest sentit,
també hem demostrat que la proteccié del TNF-alfa contra la toxicitat d’amiloide beta

cessa quan la FAIM-L enddgena es redueix utilitzant ARN de forquilla curta (shRNA), o



pel tractament amb ADDL. En conjunt, aquests resultats donen suport a la idea que els
nivells de FAIM-L contribueixen a determinar si I'efecte de TNF-alfa en les cel-lules

neuronals és protector o perjudicial.

e La deficiencia de FAIM causa epilépsia, hiperexcitabilitat locomotora, canvis cognitius
i alteracions socials. Hem utilitzat ratolins knock-out (FAIM-KO) per establir el paper
del factor en la LOAD. Abans de creuar aquests ratolins FAIM-KO amb transgénics de
LOAD, hem dut a terme una caracteritzacio fenotipica per comprendre millor la funcio
de FAIM en el sistema nervids central adult (SNC). L'estudi esta motivat per
I'observacié que els ratolins FAIM-KO pateixen atacs epiléptics de manera espontania.
La incidéncia de les crisis epileptiques, la seva gravetat i la durada, tant en condicions
espontanies com durant la manipulacié manual, es van quantificar en ratolins FAIMKO i
en ratolins controls salvatges (WT) de la mateixa edat. Els estudis d’electrofisiologia
van incloure corbes d’entrada/sortida, facilitacié de polsos emparellats, potenciacié a
llarg termini (LTP) i generacié de convulsions després de la injeccid d’acid cainic (8
mg/kg) a I’'hipocamp. Es va fer un examen complet de comportament i funcié, amb una
bateria de 8 proves que van avaluar cinc dimensions: funcions motores i exploratories,
estat emocional, funcions cognitives, interaccio social i funcions executives. Els
resultats demostren que els ratolins FAIM-KO presenten una activitat recurrent d’atacs
epileptics dependent de I'edat, amb una rapida recuperacié entre les crisis. Els FAIM-
KO també presenten valors d’LTP lleument més elevats en les propietats
electrofisiologiques analitzades, aixi com una menor propensid a generar convulsions
de I'hipocamp després de la injeccié d’acid cainic, en comparacié amb els ratolins WT.
Finalment, els ratolins FAIM-KO mostren hiperexcitabilitat locomotora, déficits en la
interacciod social, conductes d’'implantacié deteriorades, i deficiéncia en habilitats
d’aprenentatge i memoria. Aquests estudis suggereixen la participacié de FAIM en la
modulacié de I'excitabilitat cerebral in vivo. Els ratolins FAIM-KO podrien proporcionar
un model genétic excepcional per estudiar els mecanismes derivats de |'epilépsia

recurrent, i desenvolupar farmacs antiepiléptics amb validesa en LOAD.

2.2. La malaltia d’Alzheimer causa disfuncio del sistema endolisosomic en
astrocits. Aixo té 3 conseqliéncies: (i) alteracio de la mitofagia, la qual cosa
produeix una fallada bioenergética, (ii) alteracio de la fagocitosi, la qual cosa
provoca I'acumulacioé de neurones distrofiques i I’'agregacio del péptid

amiloide beta, pel fet que la seva eliminacio és defectuosa, i (iii) augment de



les respostes de calci, que al seu torn, pot comprometre la senyalitzacio entre

neurones i astrocits (referéencies 2, 4, 5).

* Caracteritzacio bioinformatica del mal funcionament dels astrocits en la malaltia
d’Alzheimer utilitzant dades humanes. El reclutament d’astrocits sobreexpressant GFAP
al voltant de les plaques d’amiloide beta en LOAD suggereix que aquestes cél-lules
pateixen importants alteracions fenotipiques i, per tant, funcionals. No obstant aix0, es
desconeix quines vies dels astrocits estan alterades als cervells humans amb LOAD. El
progrés del coneixement sobre la contribucid dels astrocits a LOAD s’ha vist
obstaculitzat per la falta de dades en humans. OBJECTIUS. Caracteritzar |'alteracié de
vies astrocitaries en LOAD duent a terme una analisi bioinformatica de dades humanes,
a fi d’aclarir la contribucié dels astrocits a la malaltia, i desenvolupar terapies
astrocitaries basades en biologia de sistemes. METODE. Primer vam establir
I'especificitat cel-lular de tots els gens cerebrals utilitzant el meétode basat en la
univariable Tau, juntament amb l’'agrupacié jerarquica de dades transcriptomiques
d’astrocits, neurones, microglia, cél-lules endotelials i oligodendrocits, aillats, al seu
torn, d’escorces d’humans. En segon lloc, vam definir les funcions d’aquests grups de
gens utilitzant tant plataformes d’ontologia de gens o d’obtencié manual. En tercer lloc,
vam utilitzar una analisi d’enriquiment de conjunts de gens (GSEA) per avaluar
estadisticament els canvis en aquests grups de gens en LOAD, utilitzant dades de
microarrays i RNAseq de pacients i subjectes controls de la mateixa edat. Vam dur a
terme la mateixa analisi en neurones com a control positiu. RESULTATS. Els grups
especifics de neurones relacionats amb |'estructura sinaptica, la plasticitat sinaptica i la
neurotransmissié estan disminuits, tal com s’esperava, en LOAD. Els canvis més
marcats en astrocits afecten gens relacionats amb el creixement, les vies de TGF-beta,
el metabolisme energétic i el sistema endolisosdmic. CONCLUSIO. La compartimentacié
cel-lular dels gens expressats diferencialment en cervells de pacients amb LOAD vers

els controls sans suggereix una disfuncié multiorganular als astrocits.

e Eliminacié per fagocitosi de distrofies presinaptiques per astrocits reactius en la
malaltia d’Alzheimer. L'astrogliosi reactiva, que és un procés complex caracteritzat per
una hipertrofia cel-lular i la regulacié positiva dels components dels filaments
intermedis, és una caracteristica comuna als cervells dels pacients amb LOAD. Els
astrocits reactius es troben en estreta associacié amb les plaques neuritiques, pero és

desconegut el paper precis d’aquestes cél-lules glials en la patogénesi de la malaltia. En
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aquest estudi, utilitzant tecniques immunohistoquimiques i microscopia optica i
electronica, hem descobert que els astrocits reactius associats a la placa envolten,
engoleixen i poden digerir distrofies presinaptiques en ratolins de I'hipocamp de la
proteina precursora amiloide/presenilina-1 (APP/PS1). La microglia, la poblacié
fagocitica per excel-léncia del cervell, no esta implicada en aquesta eliminacié de
neurites distrofiques. Els astrocits reactius fagocitics estan presents en el 35% i el 67%
de les plagues amiloides als 6 i 12 mesos d’edat, respectivament. La proporcid de
neurites distrofiques engolides és baixa, aproximadament del 7% del total de distrofies
al voltant de les plaques en les dues edats. Aquest fet, juntament amb I'acumulacié de
neurites distrofiques durant el curs de la malaltia, suggereix que l'eficieéncia del procés
fagocitic dels astrocits esta limitada o deteriorada. També es van detectar, per analisi
confocal i ultraestructural, astrocits reactius envoltant i embolicant neurites
distrofiques a I’hnipocamp de pacients amb LOAD. Proposem que |'activitat fagocitica
dels astrocits reactius podria contribuir a eliminar les sinapsis malmeses, o els residus
sinaptics, i restaurar, per tant, els circuits neurals deteriorats i reduir I'impacte
inflamatori de les parts neuronals malmeses, i/o limitant la patologia amiloide. Per
tant, la potenciacio de les propietats fagocitiques dels astrocits reactius pot representar

una terapia potencial en LOAD.

. ApoE4 causa disfuncid lisosomica i mitocondrial als astrocits. Les
apolipoproteines (ApoE) sén molecules portadores de colesterol al cervell i en humans
n'hi ha tres al-lels: E2, E3 i E4. L’ApoE4 és el factor de risc genetic més important de
LOAD, pero el seu mecanisme patogenic, probablement multifactorial, continua sense
estar clar. L'objectiu dels nostres estudis va ser estudiar I'efecte de I'ApoE4
intracel-lular als astrocits, ja que aquestes cél-lules son les que produeixen la major
part de I’ApoE al cervell. Postulavem que I’ApoE4 altera el transit normal de lipids als
astrocits, la qual cosa causava una disfuncié suborganular. Com a materials d’estudi
vam utilitzar astrocits immortalitzats generats pel grup del Dr. Holtzman en els quals
s’havia substituit I’ApoE endogena per isoformes humanes de I’ApoE. Com a
parametres funcionals, vam examinar les concentracions de calci amb técniques
d'imatge després de manipular els fluxos de calci amb una bateria de farmacs. La
dinamica mitocondrial es va estudiar mitjancant el seguiment de la fusié i la fissio
mitocondrials per microscopia de fluorescencia i morfometria computada. Vam trobar
tres diferéncies principals entre els astrocits ApoE4 i ApoE3. En primer lloc,

I’excitabilitat dels astrocits mesurada com a respostes de calci induides per ATP,



noradrenalina i acetilcolina, esta regulada pels lipids extracel-lulars als astrocits ApoE3,
pero no als astrocits ApoE4. Aquest fet és per la impossibilitat dels astrocits ApoE4 de
regular I'entrada de calci extracel-lular. Per contra, als astrocits ApoE4 hi ha una alta
concentracié de calci d’organuls acidics relacionats, com ara els lisosomes, fet que
provoca que les seves respostes siguin sempre grans i prolongades en el temps. En
segon lloc, les mitocondries als astrocits amb ApoE4 mostren una fissié defectuosa, ja
gue no responen a estimuls com l'oligomicina, que fragmenten les mitocondries.
També presenten una major motilitat, detectada amb mesures de desplagament al
guadrat (D2, Imaris), aixi com una disminucid de I'expressio de la parkina (proteina
clau per a la mitofagia), una disminucié de la produccié d’ATP i un augment de la
produccié de lactat. En tercer lloc, un estudi de lipiddomica no dirigida revela una
proporcié reduida de lisofosfatidilcolina/ fosfatidilcolina als astrocits ApoE4 respecte
dels ApoE3. Concloem que els astrocits amb ApoE4 presenten una alteracié de fluxos
de calci associada a un deteriorament de la dinamica mitocondrial i a un canvi del
metabolisme energétic a la glucolisi. Estem duent a terme estudis per identificar els
canals de calci que expliquen les diferéncies entre els astrocits ApoE3 i ApoE4, aixi com
per examinar les relacions causa-efecte entre la disfuncié lisosomica i la mitocondrial

als astrocits ApoE4, i el paper dels fosfolipids.

¢ El descobriment que el FAIM-L esta disminuit en mostres post mortem de pacients de
LOAD i de models de ratoli proporciona una nova diana per a estratégies
neuroprotectores destinades a preservar la integritat de les neurones, aixi com un

biomarcador de dany neuronal.

¢ El descobriment que la deplecié de FAIM causa epilépsia, simptoma altament ignorat
en la LOAD, i una alteracio dels parametres electrofisioldgics a I'escorca cerebral del
ratoli FAIM-KO, suggereixen que FAIM regula |'activitat de circuits cerebrals. Aquesta
evidencia obre el cami a terapies que corregeixin excés d’excitabilitat neuronal en la

LOAD mitjancant la restauracié de I'expressio FAIM.

e La fallada multifuncional causada per la disfuncié del sistema endolisosomic als

astrocits, descobert en diversos models relacionats amb la LOAD, suggereix que la



recuperacio de la funcié d'aquest organul sera clau per aconseguir una millora global
dels funcions homeostatiques i computacionals dels astrocits. La biologia de sistemes
és necessaria per identificar nodes diana de terapies multifuncionals, usant mapes

d’interaccié de proteines dels astrocits.
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