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L'esclerosi lateral amiotrofica (ELA) és una malaltia neurodegenerativa molt
greu. Els neurdlegs no disposen de cap tractament que sigui capag de millorar-
ne el curs fatal. Des del punt de vista patogenic, malgrat els notables esforgos
en recerca que han donat lloc, els Ultims anys, a un progrés considerable en el
coneixement de I'ELA, aquesta malaltia continua sent enigmatica en molts
aspectes. Hi ha diverses teories sobre la patogenia de I'ELA, cap mutuament
exclusiva. L'objectiu d’aquest projecte va ser agrupar les experteses propies de
diversos laboratoris de recerca per tal de contribuir a la comprensié d'alguns
mecanismes implicats en la degeneracioé de la motoneurona (MN) i identificar
noves dianes per la terapia de I'ELA. Cadascun dels equips de recerca
participants constitueix un laboratori experimentat en ambits distints de recerca,
pero al mateix temps complementaris, que nosaltres hem considerat rellevants
en el context dels coneixements actuals sobre la patogenia de I'ELA. Pensem
que l'estat actual de la recerca sobre I'ELA es troba en un periode particularment
estimulant. Hom pot esperar que els nous conceptes que emergeixen a nivell
cel-lular i molecular en neurociencia i immunologia, juntament amb la
disponibilitat de models animals, produiran els propers anys avengos importants
en la comprensié de la complexitat de la malaltia com a entitat biologica.

Aquest esforg de recerca ha d’ajudar a establir les bases per a una futura terapia
de I'ELA. Des d’aquesta perspectiva s’ha elaborat aquest projecte que proposa
abordar alguns aspectes encara no resolts de la neurotoxicitat per glutamat i de
la neuroinflamacié en relacioé a les MN que seran investigats d’acord amb els

objectius principals seglents:

1.1) Exploracioé d’alguns mecanismes especifics de tipus cel-lular
implicats en la degeneracié de MN durant la toxicitat cronica per
glutamat. Una hipotesi ampliament acceptada per la comunitat cientifica
considera que I'excitotoxicitat per mitja de glutamat exerceix un paper
important en el dany de les MN en I’'ELA. Proposem: en primer lloc, escatir com
un estimul excitotoxic subletal altera selectivament el processament de
proteines al reticle endoplasmatic, I’'hnomeostasi intracel-lular de calci i el
transport vesicular en les MN sotmeses a excitotoxicitat cronica subletal; segon,

avaluar els efectes neuroprotectors d’agents que interfereixen la senyalitzacié de



I'excitotoxicitat a les MN en sistemes tant in vivo com in vitro; tercer, analitzar
el canvis plastics en les connexions neuromusculars per part de les MN sotmeses

a excitotoxicitat cronica.

1.2) Analitzar les implicacions de I'expressio de la SOD1 mutada
(mSOD1) en lI'impacte de les cel-lules glials sobre la supervivéencia de
MN. Partim de la hipotesi que I'expressié d’'mSOD1 ddna lloc a canvis funcionals
en les cel-lules glials, alguns dels quals poden exercir efectes negatius sobre la
supervivencia neuronal. Per verificar aquesta hipotesi utilitzarem cultius glials
mixtos (astrocits i microglia), cultius enriquits en astrocits i cultius de microglia
procedents de ratolins salvatges (WT) i mutants sobreexpressors
d’'mSOD1G93A. Aquestes cel-lules s’obtindran a distintes edats per tal de
simular les distintes etapes de la malaltia. Es caracteritzara la resposta
microglial després del tractament amb lipopolisacarid (LPS) per tal de verificar si
I'mSOD1 determina una exacerbacio de l'activacié microglial quan es compara
amb la SOD1 WT. Per aquesta finalitat es determinara l'alliberacié d'oxid nitric
(NO), i de tumor necrosi factor-alfa (TNF-a) al medi i la translocacié nuclear de
factor nuclear kappa B (NF-kB), I'increment del factor de transcripcié C/EBPB i
de p21Cip1l. Tots aquests compostos participen en la resposta neuroinflamatoria
glial. El segon objectiu consistira a estudiar els efectes del medi de cultiu
condicionat per les cél-lules glials tractades amb LPS, ja siguin procedents
d'animals mSOD1G93A o bé WT, sobre la viabilitat de les MN. El tercer objectiu
sera la inhibicié farmacologica o mitjangant siRNA dels factors anteriorment

esmentats, per tal de determinar el seu efecte sobre la viabilitat neuronal.

1.3) Estudi de les interaccions entre I'excitotoxicitat i la
neuroinflamacio. Nosaltres partim de la hipotesi que els nivells elevats de
citocines com TNF-a alliberades per la microglia fan les MN més vulnerables a
I'excitotoxicitat. EI TNF-a podria facilitar I'excitotoxicitat per mitja de glutamat
per un mecanisme directe, tot augmentant I'expressié de receptors AMPA a les
sinapsis i, indirectament, inhibint els transportadors astroglials de glutamat.
Proposem estudiar la relacié entre els receptors de TNF-a i els receptors i els
transportadors de glutamat, ja que pensem que el lligam entra la
neuroinflamacio en I’'ELA i I'excitotoxicitat de les motoneurones podria radicar en

la interconnexid entre aquestes vies. Proposem utilitzar models in vitro de



cultius de medul-la espinal per estudiar: 1) els efectes directes de les citocines
sobre les MN i avaluar-ne la viabilitat cel-lular, alteracions del citoesquelet etc.;
2) la possible exacerbacid de I'excitotoxicitat induida pels nivells elevats de
citocines; 3) les alteracions en el transit de receptors de glutamat (AMPA, NMDA

mGIuR) i de transportadors induits pel nivells alts de TNF-a.

1.4) Identificacio d'autoanticossos circulants en el serum de pacients
amb ELA. El diagnostic d’ELA es basa en dades cliniques i electromiografiques.
La disponibilitat d'un marcador de laboratori valid per al diagnostic o seguiment
de la malaltia és un objectiu altament desitjat pels neurdlegs. En pacients d'ELA
s'ha descrit I'existéncia d'autoanticossos contra canals de calci, perd no n'ha
estat definit ni I'origen ni el significat patogenic. El nostre proposit és I'aplicacio
de nous metodes per detectar i caracteritzar anticossos circulants en malalts
d'ELA per tal d’avaluar-ne l'especificitat o rellevancia. Els oocits de Xenopus
transfectats amb distintes subunitats proteiques de canals de membrana,
s'utilitzaran per analitzar els corrents evocats pels autoanticossos de pacients.
També s'analitzaran els efectes d'aquests anticossos sobre les MN en
desenvolupament de I'embrid de pollastre, aixi com els antigens neurals

reconeguts per aquests.

Equip Dr. Josep E. Esquerda Colell
Membres de I'equip: Jordi Calderd Pardo, Anna Casanovas Llorens, Dolors Ciutat
Falco, Olga Tarabal Moztazo. Estudiants doctorat: Nuria Brunet Garcia, Sara

Hernandez Estanol.

S'han estudiat els processos d'excitotoxicitat a les MN espinals en cultius
organotipics de medul-la espinal d’embrié de pollastre. S’han utilitzat agonistes
glutamatergics i toxines mitocondrials per provocar el dany neuronal i
determinar les alteracions en I'homeostasi del calci intracel-lular. Arran del
controvertit efecte terapeutic del liti en I’'ELA, s'ha utilitzat aquest model per
analitzar els possibles efectes neuroprotectors d'aquest agent. Els nostres

resultats indiguen que malgrat que el liti pot tenir un efecte antiexcitotoxic, no



evita I'aparicidé de canvis degeneratius en les motoneurones sotmeses a estimuls

excitotoxics.

Hem descrit el desenvolupament normal de la microglia i la seva activacié
després d'estimuls excitotoxics en la medul-la espinal d’embrions de pollastre.
També hem descrit que les neurones degenerants en ratolins transgenics
SOD1G93A adquireixen una forta immunoreactivitat a anticossos contra el
receptor purinergic P2X4. Les neurones que presenten aquesta propietat estan
associades a microglia activada. Mitjancant metodes de protedomica hem
descobert que el material immunoreactiu a P2X4 es correspon amb conférmers
neurotoxics d’'mSOD1 que exposen un epitop normalment ocult en la SOD1 ben
plegada. Pensem que la neutralitzacio de I'activitat neurotoxica dels conférmers
mal plegats de SOD1 pot tenir un paper terapeutic en I'ELA. Basats en aquesta
idea hem desenvolupat nous anticossos anti-mSOD1, especifics de conformacio,
i hem iniciat un protocol d'immunoterapia activa en animals transgenics amb
diferents mutacions de SOD1, que actualment esta en progrés.

En col-laboraciéo amb els grups 4 i 5, hem posat de manifest I'existencia
d'autoanticossos contra semaforina 3 en el serum d'un grup de pacients amb
ELA. Es necessitarien estudis futurs per avaluar la significacié clinica d’aquesta

troballa.

Equip Dr. Joan Serratosa Serda
Membres de I'equip: Carme Sola Subirana, Josep Saura Marti, Josep Maria Tusell

Puigbert, Pilar Mancera Aroca, Tony Valente i Guido Dentesano.

La neuroinflammacid pot jugar un paper important en molts processos
neurodegeneratius inclosa la ELA. En el nostre estudi hem demostrat que
I'expressié de la ON sintetasa-2 (NOS2) i de la ciclooxigenasa-2 (COX2) induida
pel lipopolisacarid (LPS) + interfer6 gamma era més alta en cultius enriquits en
cel-lules microglials procedents de ratolins G93A-SOD1, que sén un model
animal de I'ELA, que en els cultius microglials de ratolins normals (wild-type).
Els nivells de CCAAT/enhancer binding protein 3 (C/EBPB), un factor de
transcripcid que regula I'expressio de gens proinflamatoris, també van

incrementar en la microglia activada procedent dels ratolins G93A-SOD1. In



vivo, la injeccid sistémica de LPS va induir una resposta inflamatoria major en
els ratolins G93A-SOD1 en comparacié dels ratolins wild-type, amb expressid
augmentada de GFAP, CD11b, NOS2, COX-2, citocines proinflamatories i
C/EBPB. Finalment, també vam demostrar que C/EBP s'expressa en pacients
d'ELA. Creiem que és la primera vegada que es descriu I'expressié de C/EBPB
en I'ELA humana. El conjunt de resultats que hem obtingut durant la realitzacié
del projecte indica que la expressid dels ratolins G93A-SOD1 constitueix un
model exacerbat de neuroinflamacio i suggereix que el factor de transcripcid
C/EBPB és un candidat per a regular I'expressié de gens potencialment

neurotoxics en les cel-lules microglials en I'ELA.

Equip Dra. Jeronia Lladé Vich
Membres de I'equip: Gabriel Olmos Bonafé, Francesc Xavier Miralles Morell,
Victor J. Asensio Landa. Estudiants de doctorat: Laia Tolosa Pardo, Margalida

Mir Mas, Victor Caraballo Miralles

A més de I'excitotoxicitat per glutamic i I'estres oxidatiu, la neuroinflamacio es
considera un procés rellevant en el dany de la motoneurona en I'ELA.
L'acumulacié de microglia reactiva en les arees de neurodegeneracio de I'ELA és
un fet clau en la generacié d’'un ambient inflamatori cronic que acaba amb la
mort de la motoneurona. S’ha proposat que les citocines proinflamatories factor
de necrosi tumoral-alfa (TNF-a) i interfer6-gamma (IFN-y) estan implicades en
I'activacié microglial en aquesta patologia. De fet, s’han detectat nivells
circulants elevats de citocines proinflamatories tant en animals models d’ELA
com en pacients.

El primer objectiu del nostre estudi va ser esbrinar els efectes de I'IFN-y i del
TNF-a sobre I'expressié d’'iNOS i la produccié d’oxid nitric en cel-lules microglials.
En la linia cel-lular de microglia BV-2, hem demostrat que I'IFN-y i el TNF-a
tenen una accido complementaria sobre I'expressid d’'iNOS, i aix0 podria ser
important per comprendre els mecanismes moleculars de I'activaciéo microglial
associada a la patogenesi de diverses malalties amb un component
neuroinflamatori en que s’han detectat nivells elevats d’IFN-y i TNF-a.

El segon objectiu va ser estudiar els efectes d’aquestes citocines sobre un cultiu

de motoneurones amb presencia de cel-lules glials en un nou sistema de cultiu



desenvolupat al nostre laboratori. En aquests cultius, I’'exposicié conjunta a les
citocines anteriors va induir I'expressié d’enzims prooxidatius en comparacié
amb |’'exposicié a cada citocina per separat. L'IFN-y i el TNF-a també van
cooperar en la induccié d’oxidacio proteica i nitracid, tot augmentant el
percentatge de motoneurones immunoreactives per nitrotirosina. Finalment,
I'IFN-y i el TNF-a també van cooperar en la inducciéo de mort apoptotica de
motoneurones. Sorprenentment, aquestes citocines no van afectar la viabilitat
de motoneurones espinals purificades en abséncia de cel-lules glials. Aquests
resultats suggereixen que les citocines proinflamatories IFN-y i TNF-a tenen
efectes cooperatius/complementaris en la mort de motoneurones associada a
processos inflamatoris.

El tercer objectiu va ser estudiar si les citocines anteriors tenen un paper
facilitador de la neurotoxicitat de motoneurones induida per glutamat. En cultius
organotipics de medul-la espinal de rata, I’'excitotoxicitat cronica per glutamic
induida amb l'inhibidor de la recaptacidé de glutamat threohidroxiaspartat (THA)
va induir la mort de les motoneurones, associada a una resposta
neuroinflamatoria. El TNF-a va potenciar I'excitotoxicitat induida per THA, tot
observant-se un increment en la mort de motoneurones. L'exposicié conjunta de
TNF-o i THA va conduir a la regulacié a la baixa del transportador de glutamat
astroglial 1 (GLT-1) i a un increment en els nivells extracel-lulars de glutamat,
ambdos previnguts per la inhibicio del factor nuclear-kappaB (NF-kB). A més, el
TNF-o i el THA també van tenir efectes cooperatius en la induccié d’estres
oxidatiu en un mecanisme en el qual la via de I'NF-kB també esta implicada. La
inhibicio d’aquesta via va abolir I'exacerbacié de la mort de motoneurones per
mitja de glutamic induida pel TNF-a. Aquesta és la primera vegada que es
descriu que l'activacié d’'NF-kB per TNF-a potencia la mort excitotoxica de
motoneurones. Aquests resultats donen suport a la nostra hipotesi que existeix
una interrelacio complexa entre els mecanismes neuroinflamatoris i
I'excitotoxicitat glutamatergica, que sén importants en el desenvolupament de
moltes malalties neurologiques, incloent-hi I'ELA. Aquesta interrelacioé s’ha de

considerar per al disseny racional de noves terapies per a I’'ELA.



Equip Dr. Carles Solsona Sancho
Membres de I'equip: Jordi Marsal, Joan Blasi, Mireia Marti-Satué, Artur Llobet,

Monica Povedano. Estudiants de doctorat: Laura Teixido.

Les formes familiars d’ELA estan associades amb mutacions de I'enzim superoxid
dismutasa dependent de Cu/Zn (SOD-1), pero aquestes corresponen només al
10% dels casos, la resta, més del 90%, corresponen a les formes esporadiques
d’ELA. Encara que els darrers anys s’han proposat diferents hipotesis sobre els
mecanismes responsables de la mort selectiva de les motoneurones, encara no
sabem les causes de I'ELA esporadica. En aquest projecte hem estudiat I'efecte
dels serums de malalts d’ELA sobre els receptors de glutamat de tipus NMDA
(NMDAR). Tenint en compte la possible implicacié dels receptors NMDA en la
mort neuronal, hem partit de la hipotesi que alguns factors serics endogens
poden estar implicats en la mort neuronal en I'ELA, mitjancant aquests
receptors.

En els serums de malalts d’ELA i de persones sanes, s’ha inactivat la via del
complement i s’han dialitzat per treure’ls el glutamat i la glicina. Les IgG dels
pacients i de les persones sanes s’han purificat per cromatografia d’afinitat i
dialitzades contra sali tamponat amb fosfat. Els receptors NMDA humans
(subunitats NR1 i NR2A) s’han expressat en ovocits de Xenopus laevis i els
corrents ionics s’han enregistrat fent servir la técnica de fixacio de voltatge amb

dos electrodes.

En els ovocits que expressaven els receptors NMDA, els serums procedents dels
pacients amb ELA esporadica activaven corrents oscil-latoris transitoris, essent
la seva carrega electrica més gran que la que activaven els serums de persones
sanes. Els serums procedents d’altres malalties neuromusculars no produien
aquest efecte. Els corrents oscil-latoris es deuen a la mobilitzacid del calci dels
magatzems intracel-lulars. Els corrents estaven inhibits per MK-801,
I'antagonista no competitiu dels receptors NMDA. Per obtenir aquesta resposta
era necessaria la presencia de les dues subunitats NR1 i NR2A. A més, la
resposta a glutamat estava potenciada tant pels serums dels pacients com de
les persones sanes. Les IgG aillades dels pacients doblaven significativament la
resposta dels ovocits que expressaven NMDAR respecte de |I'obtinguda amb IgG

de persones sanes. Les nostres dades abonen la hipotesi que el serum del
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malalts d’ELA conté un factor soluble que sense obrir directament la
conductancia ionica mobilitza calci intracel-lular, i que a través de vies no
canoniques activa els receptors NMDA, probablement a través de la interaccio

amb una proteina Gq.

Equip Dr. Ronald William Oppenheim

Membres equip: Carol Milligan.

Els experiments han estat dirigits a investigar I'existéncia de substancies amb
activitat trofiques i o toxiques en el serum i en el liquid cefaloraquidi de pacients
amb ELA. Els resultats han mostrat una activitat promotora de supervivencia de
motoneurones en desenvolupament en assajos realitzats en embrions de
pollastre. En col-laboracié amb I’'equip 1 i aplicant tecniques de protedomica s’ha
detectat la presencia d’anticossos antisemaforina 3A que promouen la
ramificacio d'axons intramusculars i que poden explicar I'efecte promotor de la
supervivencia motoneuronal. S’han detectat nivells elevats d’aquests anticossos
en un subgrup de pacients amb ELA. Es necessitarien estudis futurs per avaluar

la significacio clinica d’aquesta troballa.

L’'ELA o malaltia de la motoneurona continua sent una de les malalties
neuroldgiques més devastadores. Es un procés actualment incurable malgrat
gue el tractament amb Riluzol® hagi mostrat un cert efecte terapéutic
incrementant modestament I'esperanca de vida del malalts. Des del punt de
vista biologic, la malaltia encara és molt enigmatica. Els ultims anys, pero, un
nombre creixent de cientifics arreu del mon s’esforcen per desvetllar-ne els
mecanismes. Només |'esforg conjuntat dels investigadors d’arreu que avui
disposen de tecniques analitiques molt potents per estudiar els processos
patologics als nivells cel-lulars i moleculars, podra capgirar I'estat d’aquesta
questid i proporcionar noves formes per abordar la terapia de I'ELA en un futur

proxim. Fa un temps, al lloc web de I'associacié6 americana de malalts d’ELA es

11



podia llegir: "Malgrat la naturalesa misteriosa de I'ELA, els notables avencos en
ciéncia, medicina i tecnologia estan confegint un futur d’esperanca per els
malalts. L’ALS Association vol ser en primera linia de lluita en aquest nou mon,
tot estimulant els joves cientifics a combinar idees innovadores amb els avencgos
tecnologics per tal de desxifrar els misteris de I’'ELA. Cada 90 minuts mor un
america d'ELA. No tenim temps per a les lamentacions". El proposit d’aquest
projecte ha estat dur a terme un treball de cooperacid entre 5 laboratoris amb
experteses diferents per tal de contribuir a la comprensié d’alguns mecanismes
implicats en la degeneracié de motoneurones i identificar noves dianes per a la
terapia de I'ELA. Creiem que l'actual estatus de la recerca en ELA es troba en un
periode particularment estimulant. Es pot esperar que els conceptes actualment
emergents en neurociencia en els seus nivells cel-lular i molecular, aixi com en
immunologia, juntament amb la disponibilitat de models animals de la malaltia,
produira els propers anys —-de fet ja ho esta fent- avengos notables en la
comprensié de la complexitat de la malaltia com a entitat biologica. Aquest
coneixement ens ha de conduir a establir estrategies de terapia. Aquesta va ser
I'orientacié del nostre projecte. Els resultats del projecte han estat publicats en
revistes especialitzades en aquest camp i d’abast mundial. Esperem que les
dades aportades en aquests treballs contribueixin a I'avencg de la recerca sobre
I’'ELA i la seva terapia. Per exemple, a partir de resultats obtinguts en aquest
projecte s’esta desenvolupant una vacuna terapéutica orientada a neutralitzar
I'activitat neurotoxica de la SOD1 mutada. Aquesta vacuna es troba actualment
en fase d’assaig preclinic. Aquest projecte ha permes també la formacié de nous
joves investigadors en aquest camp. Per exemple, Sara Hernandez va obtenir el
seu doctorat treballant en el projecte de La Maratd, i actualment s’ha incorporat
com a investigadora postdoctoral en un dels laboratoris més importants, a nivell
mundial, dedicat a la recerca sobre I'ELA (Dr. Wim Robberecht at the
Department of Neurology, University of Leuven). Cal esperar que una vegada
completat el periode formacid postdoctoral, ella es pugui reincorporar a
Catalunya com a investigadora independent i incrementar el nostre potencial en

aquest camp.
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