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Una terapia possible per a

la malaltia de Huntington

Desregulacio de I'activitat mTOR al nucli
estriat en la malaltia de Huntington

La malaltia de Huntington, antigament coneguda per mal de Sant Vito,
és un procés neurodegeneratiu que cursa amb disfuncions cognitives i
motores. Es una malaltia genética causada per una mutacié del gen de
la huntingtina, que provoca que la proteina resultant tingui alterades les
seves funcions. Sabem que la huntingtina mutada afecta principalment un
tipus neuronal determinat, les neurones de projeccio estriatals, pero els
mecanismes moleculars concrets que participen en aquesta degeneracio
selectiva encara no es coneixen. Al nostre laboratori hem observat que
una via de supervivencia cel-lular (la via de senyalitzaci6 mTOR/Akt) hi
podria participar en retardar la mort cel-lular que s’observa en la malaltia
de Huntington. Per tant, si aconseguissim activar la via, podriem proposar

una estratégia terapeéutica.

Amalaltia de Huntington (de l'anglés Hun-

tington’s disease, HD) és una malaltia

neurodegenerativa fatal descrita per pri-
mera vegada per George Huntington I'any 1872,
tot i que no es va identificar la mutaci6 concreta
que causava la malaltia fins al 1993. Aixi doncs,
és una malaltia de causa genética amb un patr6
d’heréncia autosomic dominant. Aixo significa
que, si el teu pare o la teva mare tenen la malal-
tia, tu tens el 50 % de possibilitats de patir-la,
ja que, amb la mutaci6 d’un dels dos allels, la
malaltia ja es manifesta.

Es causada per una mutacié localitzada en
una zona de repeticions CAG (citosina-adenina-
guanina) en I'ex6 1 del gen de la huntingtina, que
es troba situat al cromosoma 4. Individus afec-
tats per la HD presenten més de 35 repeticions
d’aquest codo en el gen de la huntingtina. Lex-
pansi6 de triplets té una llargada variable entre
els individus afectats. Se sap que, com més repe-
ticions del triplet CAG presenta un afectat, més
aviat comencara a presentar la simptomatolo-
gia, pero normalment es manifesta al voltant
dels quaranta anys. Tot i aix0, hi ha una variant
que s'anomena malaltia de Huntington juvenil,
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en la qual els afectats presenten un nombre molt
elevat de repeticions, i, per tant, la malaltia apa-
reix durant 'adolescencia o fins i tot en la infan-
cia.

Aquest triplet de nucleotids codifica I'ami-
noacid glutamina; per tant, la proteina resul-
tant del gen de la huntingtina mutat tindra
una estructura anormal amb una cua de gluta-
mines, que pot ser proteolitzada per proteases
i donar lloc a un fragment toxic que tendeix a
agregar-se. Aquests agregats de huntingtina es
localitzen tant al nucli com al citoplasma de les
neurones i s6n una caracteristica neuropatolo-
gica de la malaltia (vegeu la figura 1). Tot i que
la huntingtina s’expressa en tot l'organisme, les
neurones afectades principalment son les neu-
rones gabaérgiques de projeccié del nucli es-
triat, les quals envien senyals al globus pal-lid
extern o a la substancia negra pars reticulata;
pero també es troben afectades altres arees ce-
rebrals com ara el cortex i ’hipocamp.

El nucli estriat, format pel nucli caudat i
pel putamen, és una part subcortical de 'ence-
fal, que forma part dels ganglis basals. La seva
funci6 principal és el control del moviment vo-



luntari, pero també participa en processos cog-
nitius. En ser aquestes les neurones més afecta-
des, les manifestacions cliniques de la malaltia
son principalment la hipercinesia, o sigui, excés
de moviment involuntari a les extremitats, al
tronc i a la cara, pero en fases molt avangades
veiem hipocinésia i els pacients normalment
acaben morint per complicacions respiratories.
Préviament a l'aparici6 de les alteracions moto-
res, sobserven deficits cognitius, sobretot en la
memoria de treball i en les funcions executives,
com també alguns trastorns psiquiatrics. Tot i
aixo, els mecanismes moleculars concrets que
explicarien aquesta mort neuronal selectiva en-
cara no han estat clarificats.

S’ha trobat in vitro que la huntingtina mu-
tada és toxica per a les neurones, ja que les que
sobreexpressen la proteina mutada presenten
apoptosi, és a dir, es moren. A més, en pacients
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Els models animals per estudiar la HD s6n
ratolins modificats geneticament. En el nostre
estudi hem utilitzat els ratolins R6/1, els quals
sobreexpressen l'exd 1 de la huntingtina huma-
na amb un nombre molt elevat de triplets CAG.
Aix0 fa que presentin molts dels trets caracte-
ristics de la HD, com sén: preséncia d’agregats
de huntingtina mutada, deéficits cognitius i pos-
teriorment alteracions motores. No és Iinic
model animal del qual disposem actualment,
pero si que és un dels més utilitzats. Hi ha mo-
dels que expressen tot el gen de la huntingtina
humana, anomenats full-length, i d’altres ano-
menats knock-in, que expressen el mateix gen
de la huntingtina murina en el qual s’ha inserit
lexpansio6 de triplets CAG. Es distingeixen entre
ells, sobretot, per la gravetat de la malaltia i per
la cronologia de l'aparici6 de la diferent simpto-
matologia. Cal dir que cap d’aquests animals no
presenta mort neuronal.
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d’aquesta malaltia s’ha observat una disminuci6
del volum cerebral, deguda tant a 'atrofia com a
la mort neuronal. En encéfals de malalts de HD
analitzats post mortem s’hi observa que el nucli
caudat és gairebé inexistent i es conserva poca
part del putamen. En total, hi ha una perdua del
30 % del volum cerebral.

Models animals

Per poder estudiar els mecanismes que estan re-
lacionats amb la HD i valorar possibles dianes
terapeutiques que evitarien la mort de les neuro-
nes, s’han elaborat diferents models animals. No
és possible estudiar els canvis cel-lulars que te-
nen lloc durant la progressio de la malaltia en els
humans, ja que no és possible obtenir mostres
per biopsia dels cervells dels pacients afectats.
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Alteracions moleculars

Tal com s’ha dit, el mecanisme concret pel qual
s’explica la mort neuronal selectiva no es coneix
amb claredat, pero s’han proposat diversos me-
canismes que la podrien explicar. La desregula-
ci6 transcripcional, la manca de factors trofics,
Testrés oxidatiu, la disfuncié mitocondrial i I'ex-
citotoxicitat son els principals. Les cél-lules res-
ponen a estimuls tan intrinsecs, com podria ser
lexpressié d'una proteina mutada, com extrin-
secs, com podrien ser factors de creixement o bé
neurotransmissors. La cel-lula respon a ambdoés
tipus d’estimuls per mitja de cascades de senya-
litzacié que es produeixen en el seu interior. Les
proteines son els principals membres partici-
pants d’aquestes cascades de senyalitzaci6, que
es desenvolupen mitjancant la interaccié entre
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4Figura 1.

Agregats tipics de la malaltia de
Huntington que es veuen tant al
citosol com al nucli de les neurones.
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Factors Trafics

A Figura 2. Alteracié de la
via de senyalitzaci6 mTOR/Akt en
el nucli estriat de la malaltia de
Huntington en ratoli salvatge.

P Figura 3. Desregulacié de la
via de senyalitzacié mTOR/Akt en
el nucli estriat d'un cervell amb la
malaltia de Huntington.

proteines i també per la regulaci6 dinamica
d’aquestes. Les proteines poden ser regulades
per fosforilacid, o sigui, per la incorporacié d’un
grup fosfat en algun dels seus aminoacids, a tra-
vés de les proteines-cinases, i per desfosforila-
cio, o sigui, per l'eliminacié d’'un grup fosfat, a
través de les fosfatases. La transmissié d’aquest
grup fosfat fa de senyal entre diferents proteines.

Sabem que en la HD hi ha una desregulaci6
de les cinases i de les fosfatases en les neurones
principalment afectades (vegeu figura 2,3). Aixo
és realment rellevant, ja que la huntingtina s’ex-
pressa en tot l'organisme, pero només veiem afec-
tat un tipus cel-lular concret. Aixi doncs, aquesta
desregulaci6 dels nivells de cinases i de fosfatases
en aquestes neurones seria una de les possibles
explicacions de la mort neuronal selectiva.

La relacié més directa que hi ha entre les ci-
nases i la mateixa huntingtina mutada és que,
quan aquesta darrera es fosforila, la seva toxi-
citat es veu reduida. Aquest fet va portar que
s’estudiessin a fons les possibles alteracions de
les cinases i de les fosfatases en les neurones
afectades que podrien participar en la fosfori-
laci6 de la huntingtina. A més, pero, aquestes
proteines no solament regulen la toxicitat de la
huntingtina, sin6 que també estan relacionades
amb la regulacié de senyals intracellulars de
vies de supervivencia generals.
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Moltes vegades, els canvis en els nivells
d’aquestes proteines sén mecanismes d’adap-
taci6 de la cel-lula. A grans trets, el que veiem
en la HD és que les fosfatases tenen reduits els
seus nivells i disminuida la seva activitat, cosa
que sembla un mecanisme compensatori indu-
it en resposta a l'expressi6 de la huntingtina
mutada per prevenir la mort neuronal. La dis-
minuci6 de les fosfatases provoca que les pro-
teines que regulen es mantinguin fosforilades
i, en la major part dels casos, actives. Un cas
evident és el de la proteina Akt, que desenvolu-
parem més endavant.

Apoptosi cel-lular

Un dels mecanismes pels quals s’explica la mort
selectiva de les neurones és la induccio de I'apop-
tosi o mort cel-lular programada. En una cel-lula
normal hi ha d’haver equilibri entre els senyals
proapoptotics i els antiapoptotics. Cal dir que
l'apoptosi no sempre esta relacionada amb una
patologia; per exemple, durant el desenvolupa-
ment, l'apoptosi és imprescindible. A més, és
clau per al recanvi cel-lular i per a la renovacio6 de
teixits. Tal com sabem, el sistema nervios no es
caracteritza per una renovaci6 cel-lular evident;
per aixo, I'apoptosi en el sistema nervids cen-
tral si que sol estar relacionada amb processos
patologics, sobretot quan ja s’ha dut a terme el
desenvolupament. Hi ha diverses vies de senya-
litzaci6 antiapoptotiques, pero una de les més
importants és la via de la PI3K/Akt, que, quan
s’activa, evita que les cel-lules morin. En models
experimentals de HD s'observa que les neurones
estriatals presenten una sobreactivaci6é d’aques-
ta via, intentant frenar la mort neuronal.

El nostre treball

Nosaltres hem centrat el nostre estudi en la re-
gulaci6 de la via de supervivéncia de la PI3K/
Akt. La fosforilaci6 de la proteina Akt en la
serina 473 (pAkt) en regula l'activitat. Alhora,
Akt regula la supervivencia cellular a través
de la fosforilacio i, en aquest cas, la consegiient
inactivaci6 de diverses proteines que indueixen
lapoptosi. Curiosament, els nivells de pAkt es
troben incrementats en el nucli estriat del nostre
model muri (R6/1); per tant, activen la proteina.
El fet que els nivells de pAkt siguin més elevats
que en cellules que expressen la huntingtina
normal provoca que moltes de les proteines que
son fosforilades per la Akt, en aquest cas, dis-
minueixin la seva funci6 i evitin, aixi, que les
neurones morin. Una de les explicacions del mo-
tiu pel qual esta incrementada la pAkt és per la
disminuci6 d’'una fosfatasa anomenada PHLPP.
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Amb experiments complementaris es va eviden-
ciar que amb la simple disminuci6 de la fosfata-
sa no es podia explicar tal increment de pAkt,
sin6 que hi faltava algun altre mecanisme que e
hi contribuis. Recentment s’ha descobert que
la mTOR és la cinasa que fosforila la Akt, entre
moltes altres proteines. Aixi doncs, el nostre es-
tudi s’ha basat a analitzar la regulaci6 de l'acti- | B
vitat d’aquesta cinasa al nucli estriat del ratoli

R6/1 al llarg de la progressio de la malaltia.

La proposta terapéutica

Els nostres resultats suggereixen que hi ha una
sobreactivaci6 de la cinasa mTOR, concreta-
ment quan s’uneix a una altra proteina anome-
nada rictor, i forma el complex mTORC2. Pel fet
que aquest complex regula sobretot la supervi-
véncia cellular, considerem rellevant l'estudi
acurat de la regulaci6 d’aquesta via per evadir
la mort cel-lular observada en la HD. Sabem que
en els ratolins R6/1 no hi ha mort cel-lular a di-
ferencia dels humans; per tant, la sobreactivaci6
d’aquesta via pot ser un dels mecanismes que
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expliquen l'abséncia de la mort neuronal en els
models murins. Sabem que en estadis inicials
de la malaltia en humans no hi ha mort pel fet
que possiblement aquestes vies estan activad
pero, en fases avancades, els senyals nocius pro=.
duits principalment per la huntihgtina mutada
acaben induint la mort neu?l;&gbr tant, man- -
tenir aquesta via activada en tota la progréssi(’)
de la malaltia seria un im’ecanisme terapéutic a
tenir en compte. 1|
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