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L’objectiu de la present Tesi és avancgar en el coneixement de la fisiopatologia de les
leucodistrofies neurodegeneratives que causen vacuolitzaci6 de la mielina i en

especial, la Leucoencefalopatia Megalencefalica amb Quists subcorticals.

En aquest apartat d’introduccio primer s’introdueix, de forma general, la classificacié
existent de les leucodistrofies, el context on es desenvolupa la nostra malaltia d’estudi i
s’aprofundeix en els aspectes clinics i moleculars de la malaltia. En segon lloc, es
tractara el canal de clorur CIC-2 i les seves funcions associades al sistema nervios.
Per dltim, es descriu el paper dels astrocits en el sistema nervios central, ja que son
principalment les cél-lules implicades en la malaltia d’estudi i on s’ha realitzat la

majoria d’experiments.

1. MALALTIES GENETIQUES ASSOCIADES A DEFECTES EN LA
MIELINA: LES LEUCODISTROFIES.

La mielina desenvolupa un paper important en la rapida transmissié de I'impuls
nerviés. Existeix un ampli ventall de malalties provocades per un defecte en la
generacié de la mielina o bé per un defecte en el desenvolupament de la mateixa.
D’entre aquestes malalties destaquen les leucodistrofies, un grup de malalties
genétiques del sistema nervibs on la generacio, el desenvolupament i/o el

manteniment de la mielina es veuen afectats.
1.1. GENERALITATS DEL SISTEMA NERVIOS.

El sistema nervids dirigeix una gran gquantitat de processos com soén el funcionament
dels drgans interns, la memoria, el pensament i 'aprenentatge, aixi com els processos
voluntaris i involuntaris de I'organisme. El sistema nervios es classifica en Sistema
Nervidés Central (SNC), format per I'encéfal (cervell, cerebel i bulb raquidic) i la
medul-la espinal; i el Sistema Nerviés Periféric (SNP), format pels nervis cranials i els

nervis periférics que parteixen de la medul-la i les seves ramificacions.

EL SNC és el responsable de les necessitats vitals, la coordinacié i la resposta a
estimuls. L'encéfal i la medul-la espinal es troben protegits per les meninges, i per

'embolcall ossi que proporciona el crani i la columna vertebral.

El SNP esta constituit pel conjunt de nervis i ganglis nerviosos, que envien i reben
informacio de les visceres, muscul esquelétic i organs dels sentits connectant-los amb
el SNC. El SNP es divideix en Sistema Nerviés Somatic, el qual relaciona I'organisme
amb el medi extern; i el Sistema Nerviés Autonom, el qual relaciona el medi intern

organic. Aquest ultim es subdivideix en Sistema Simpatic, encarregat de realitzar
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accions que requereixen una despesa energetica; i el Sistema Parasimpatic,

encarregat d'emmagatzemar energia.
1.1.1. Cél-lules del teixit nervids.

Tot el teixit nerviods, tant el central com el periferic, esta constituit per cel-lules altament
especialitzades, majoritariament per dos classes cel-lulars: les neurones i les cél-lules

glials.

Les neurones son les responsables de transmetre els impulsos nerviosos. Aquesta
transmissio es realitza mitjangant els processos que tenen les neurones, anomenats
dendrites. Les dendrites reben, integren i transmeten els impulsos eléctrics (potencials
sinaptics) procedents de cél-lules veines.

Les cél-lules glials es poden dividir en dos tipus: la microglia i la macroglia. La
microglia esta formada per un conjunt de cél-lules petites i la macroglia esta formada
majoritariament per astrocits i també per cel-lules ependimals i oligodendrocits.

La microglia esta formada per cel-lules petites amb un cos dens i allargat, i unes
prolongacions allargades. S’originen durant el desenvolupament a partir de precursors
mesenquimals que penetren en la parénquima cerebral. Quan, a causa d‘una infecci6
o d’un trauma, apareixen en el medi productes de secrecié com citoquines, aminoacids
excitatoris o radicals lliures, la microglia s’activa expressant una gran varietat
d’antigens, constituint el sistema de defensa i reparaci6 del SNC. La microglia
compleix funcions importants no només relacionades amb I'eliminacio de residus o en
la resposta immune; també juguen un paper important durant el desenvolupament en

la induccio de mort cel-lular controlada en certes regions.

Les ceél-lules ependimals constitueixen I'epiteli cerebral, revestint les cavitats de
'encéfal i el conducte central de la medul-la espinal. Es troben interconnectades per
unions adherents, unions gap i unions tight formant la barrera hematoencefalica.
Juntament amb la musculatura llisa, els astrocits i les neurones perivasculars
constitueixen la unitat neurovascular amb l'objectiu de proporcionar defenses, proveir

el cervell d’energia i mantenir ’homeodstasi del microentorn cerebral.

Els astrocits tenen una funcié estructural, reparadora i de nutrici6 de les neurones.
Actuen com a suport d’unié entre neurones; quan una neurona es mor, els astrocits es
divideixen i omplen l'espai buit. A més a més, mitjangant I'emissid6 d’unes
prolongacions que arriben fins els capil-lars sanguinis, capten els nutrients per nodrir

les neurones.
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Els oligodendrocits son cel-lules amb un cos petit i condensat i unes prolongacions
llargues i ramificades. La seva principal funcio és la formacié de la beina de mielina,

recobrint els axons neuronals.

La mielina esta constituida per una estructura espiral formada per la prolongacio de la
membrana plasmatica dels oligodendrocits en el SNC, i de les cel-lules de Schwann en
el cas del SNP. La superposicié de la membrana plasmatica, que envolta I'axé, forma
una estructura periodica de capes concéntriques alternades. Aquestes capes soOn
electrodenses (membranes fusionades) i clares o linies interperiodiques (fusié de
'espai extracel-lular), les quals formen una estructura laminar compacta que genera la

mielina madura.

Cada beina de mielina es troba situada al llarg dels axons en segments anomenats
internodes, els quals proporcionen aillament eléctric a I'axd. Els espais que no es
troben mielinitzats entre internodes s’anomenen Noduls de Ranvier, on hi ha una
elevada densitat de canals i transportadors idnics que generen els potencials d’accio
fent que aquests saltin d’'un node a laltre. Aquest procés s’anomena conduccio
saltatoria i permet que la transmissié de I'impuls nerviés sigui rapida i amb la menor
despesa energética. A part, la mielina també es troba involucrada en el
desenvolupament i el manteniment de I'axd, aixi com la inhibicié del creixement axonal

i la seva regeneracio.

Els axons mielinitzats constitueixen la substancia blanca, la qual ocupa més de la
meitat del cervell huma. S’ha observat que tant les mutacions en els gens relacionats
amb la mielina, com els canvis en l'estructura de la substancia blanca, causen una

gran varietat de trastorns neurologics i psiquiatrics.
1.2. CLASSIFICACIO DE LES LEUCODISTROFIES.

La paraula leucodistrofia prové de les arrels gregues “leuco” (blanc), “dis”
(discapacitat) i “trophos” (creixement); per tant, les leucodistrofies sén un conjunt de
trastorns d’origen genétic que afecten la mielina, excloent malalties inflamatories i
autoimmunes (com per exemple I'esclerosi multiple), o d’origen ambiental com sén les
causades per I'exposicié a dissolvents organics. Les leucodistrofies que impliquen el

SNC es denominen leucoencefalopaties.
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MALALTIA GEN AFECTAT
Adrenoleucodistrofia (ALD) ABCD1
g Adrenoleucodistrofia Neonatal (NALD) PEX5; PEX1
% Sindrome Zellweger PEX1; PEX2;PEX3;PEX5;PEX6, PEX12; PEX14;PEX26
@ Malaltia de Refsum infantil (IRD) PEX
Malaltia de Refsum d’'adult (ARD) PHYH; PEX7
n
Z(' Leucodistrofia metacromatica (MLD) ARSA
g Malaltia de Krabbe (GLD) GALC
& Malaltia d’Alexander (AxD) GFAP
% Malaltia de Canavan (CD) ASPA
[
8 Sindrome de Vanishing White Matter (CACH) EIF2B
> Leucodistrofia Megalencefalica amb quists subcorticals (MLC) MLC1; GLIALCAM
Leucodistrofia ortocromatica pigmentada -
@ Leucostrofia amb ataxia progressiva, sordesa i cardiomiopatia -
% Leucodistrofia hereditaria difusa amb esferiodes -
ﬁ Sindrom de Ravine -
é Leucoencefalopatia amb edema intramielinic CLCN2
Leucodistrofies indeterminades -
g Malaltia de Pelizaeus-Merzbacher PLP1
E Malaltia similar a Pelizaeus-Merzbacher GJA12/GIC2; PLP1
§ Paraplegia espastica 2 (SPG2) PLP1
g Catarata congénita i hipomielinitzacio DRCTNNB1A
% Leucodistrofies relacionades amb Pol-lil POL3RA; PLO3RB
Sindrome de Aicardi-Goutiéres (AGS) TRREﬁ:sgﬂgfgxainﬁNﬁgigic
Leucodistrofia autosomica dominant d’aparicio en adult LMNB1
Xantomatosis cerebrotendinosa (CTX) CYP27A1
ﬂ Sindrome Sjogren-Larsson ADLH3A2
03._' Malaltia PCWH SOX10
E Sindrome de Cockayne ERCCS8; ERCC6
Déficit de 'aminotransferassa 4-aminobutirat ABAT
AcidUria L-2-hidroxiglutaric L2HGDH
Leucoencefalopatia amb participacio del talam EARS?
i del tronc cerebral amb alt lactat

Taula 1. Classificaci6 de les leucodistrofies. Taula resum on es mostra les leucodistrofies agrupades
en funcié del defecte que mostren i on s’especifica el gen involucrat en el desenvolupament de la malaltia.

Fins al moment, s’havia classificat les leucoencefalopaties en funcié d'un criteri
patologic o bioquimic. Recentment, gracies als nous coneixements d’aquest tipus de
malalties, els experts han generat una nova classificaci6 segons el defecte que
pateixen (Taula 1). Les leucoencefalopaties peroxisomals es caracteritzen per un

funcionament incorrecte dels enzims del peroxisoma, estructura cel-lular encarregada
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de la desintoxicacio de la cél-lula, particularment de la degradacié dels acids grassos
de cadena molt llarga (VLCFAS). Les leucoencefalopaties lisosomals, per altra banda,
es caracteritzen per una degradacié o transport de macromolécules defectiva a causa
d’'una deficieéncia dels enzims lisosomals o proteines associades. Un altre grup de
leucoencefalopaties, les vacuolitzants, son les caracteritzades per una alteracié de la
substancia blanca cerebral presentant inflament i vacuolitzacié. A diferéncia d’aquest
grup, les leucoencefalopaties hipomielinitzants es caracteritzen per un déficit
permanent de la mielina en el cervell. Per ultim, trobem les leucoencefalopaties no
classificades o indeterminades en les quals el gen responsable encara no esta
identificat, i les leucoencefalopaties atipiques, les quals no es podrien englobar en cap

dels subtipus anteriors.

Existeixen nombrosos gens implicats en el correcte manteniment i funcionament de la
mielina. Defectes en aquests gens poden ser heretats seguint un patré dominant,
recessiu o lligat al cromosoma X. Mutacions en aquests gens i mutacions en gens
relacionats que afecten de manera indirecte la mielina poden donar lloc a aquestes

patologies.

Les leucodistrofies acostumen a aparéixer els primers anys de vida donat que el pic
maxim de la mielinitzacié es produeix durant els dos primers, tot i que el procés no es
completa fins arribar a 'adolescéncia. La formacio de la mielina i el seu manteniment
requereix el correcte funcionament conjunt d’oligodendrocits, astrocits i neurones. S’ha
associat els astrocits amb el manteniment de la substancia blanca (Liedtke et al.,
1996) i es troben afectats directament en algunes leucodistrofies com la
leucoencefalopatia VWM, la malaltia d’Alexander (Sen and Levison, 2006) i MLC

(Lépez-Hernandez et al., 2011a).

1.3. LA LEUCOENCEFALOPATIA MEGALENCEFALICA AMB QUISTS
SUBCORTICALS: MLC.

L’any 1991, un neurdleg va presentar les caracteristiques cliniques d’'un determinat
nombre de pacients locals, que pertanyien a un grup determinat del nord de I'india,
coneguts com els Agarwals (Singhal, 1991). Aquests pacients mostraven signes de
megalencefalia, un lleuger retard mental i espasticitat progressiva. No es va observar
anomalies a nivell metabolic. Els estudis de neuroimatge mostraven signes evidents
corresponents a un trastorn de la substancia blanca, amb la caracteristica que
presentaven quists majoritariament a nivell subcortical. Degut al tipus de transmissié
genetica, es va proposar que aquesta malaltia presentava un patré d’heréncia

autosomica recessiva.
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Des del seu descobriment, la malaltia ha anat adoptant diferents nomenclatures, fins
que la major part dels investigadors implicats en el camp van consensuar la
denominacié MLC, com acronim per Leucoencefalopatia Megalencefalica amb Quists
subcorticals.

1.3.1.Caracteristiques cliniques de la malaltia.

A partir de 'any 1995, diferents investigadors (van der Knaap et al., 1995a, 1995b;
Singhal et al., 1996; Topcu et al., 1998) van proposar un quadre clinic per a la malaltia

MLC, basat en aspectes clinics i en I'analisi de neuroimatge (MRI).
Actualment, els criteris principals per al diagnostic son:

1) Macrocefalia durant els primers anys de vida. Posteriorment, el creixement del crani

resulta generalment normal, arribant a una linia paral-lela al percentil 98.

2) En alguns casos no s’observa deteriorament neurologic. Si hi és present, aquest

acostuma a ser lent.

3) Encefal atrofiat i inflat. Es mostra la substancia blanca anormalment difosa (Figura
1).

4) En estructures centrals, com son el cos callos, la capsula interna i el tronc cerebral,
la substancia blanca es troba més conservada tot i que la seva integritat no és total.
També s’observa aquesta preservacié en les regions subcorticals i preventriculars

de la zona occipital del cervell.
5) Presencia de quists subcorticals en la regi6é anterior-temporal.
6) La substancia gris es manté intacta sense mostrar cap tipus d’anormalitat.

7) Al llarg del desenvolupament de la malaltia hi ha preséncia d’atrofia cerebral

continua en alguns casos i en altres es pot arribar a normalitzar.

8) Deteriorament de les funcions motores i ataxia cerebelar juntament amb espasticitat
durant la infancia més tardana i 'adolescencia. La capacitat per caminar és limitada

i inestable. La majoria dels pacients acaben necessitant cadira de rodes.
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Figura 1. Imatges de MRI corresponents a pacients
de MLC. Imatges de MRI en vista sagital (A i B) i axial
(Ci D) de dos pacients amb MLC a les edats de 6 (A i C)
i 30 anys (B i D). S'observa la preséncia de quists a
nivell fronto-parietal i anterior-temporal (fletxes). En les
vistes axials (C i D) s’observa la substancia blanca difusa
(van der Knaap et al., 2012).

Tot i que la malaltia MLC presenta un fenotip caracteristic, existeix una gran variabilitat
en les manifestacions cliniques entre els diferents pacients, fins i tot si pertanyen a la
mateixa familia (Blattner et al., 2003). Aguesta heterogeneitat clinica indica que
segurament existeixen factors genetics i/o ambientals que influeixen en la severitat de

la malaltia.

Per mitja de I'analisi dels resultats obtinguts utilitzant técniques d’espectroscopia per
ressonancia magnética de protons es va observar una disminucié en la concentracié
de la majoria de metabdlits en els pacients amb MLC. Aquest fet suggereix que hi ha

una acumulacié d’aigua en el cervell (Brockmann et al., 2003; Sener, 2003a, 2003b).

Estudis histopatologics a partir de la biopsia d’'una pacient van mostrar una
degeneracié espongiforme de la substancia blanca i la preséncia de vacuoles a les
capes més externes de la mielina, mantenint intactes les capes més internes (van der
Knaap et al., 1996) (Figura 2). La majoria de les vacuoles es troben envoltades per
una Unica membrana de mielina, encara que algunes es poden trobar envoltades per
estructures multilaminars de mielina o per prolongacions cel-lulars dels
oligodendrocits. El fet que les vacuoles nomeés es trobin en les capes més externes de
la mielina fa pensar que no es compromet en excés la transmissié de I'impuls nervids,
fet que podria explicar que el fenotip clinic de la malaltia sigui progressiu i no mortal

durant els primers anys de vida.
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Figura 2. Microfotografies que mostren la preséncia de vacuoles en la substancia blanca d’un
pacient amb MLC. La imatge de la dreta representa una vacuola observada en les lamines més externes
de la mielina (van der Knaap et al., 1996).

L’any 2010 es va realitzar un estudi en un grup de 160 pacients afectats per la MLC
dels quals 54 pacients no presentaven mutacions en el gen MLC. Mitjangant MRI es va
observar que alguns pacients presentaven caracteristiques fenotipiques diferents (van
der Knaap et al., 2010). Tot i manifestar el quadre clinic de MLC els primers anys de
vida, aquest anava millorant amb el temps. Aquests pacients presentaven macrocefalia
els primers anys de vida i amb les funcions motores normals sense espasticitat ni
ataxia. Els pacients amb aquest fenotip no mostraven retard mental i en el cas que en
presentessin, acostumava a ser de baix grau on no es necessitava educacié especial.
En un 50% d’aquests pacients amb déficit cognitius s’observava simptomes d’autisme
(Lépez-Herndndez et al., 2011a). En les imatges de MRI s’observava que la
substancia blanca del cervell i cerebel presentava menor anormalitat en els estadis
inicials i evolucionava favorablement al llarg del temps obtenint imatges de la
substancia blanca tipicament normals. A més a més, els quists subcorticals Gnicament
s’observaven en la regidé anterior-temporal i disminuien de mida o desapareixien amb
el temps (Figura 3). Aquest tipus de fenotip on es reverteixen els signes de

deteriorament s’anomena fenotip benigne.
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Figura 3. Imatges de MRI corresponents a un pacient afectat per MLC amb fenotip benigne. MRI
corresponents a un pacient afectat per MLC amb fenotip benigne a les edats de 9 mesos (A i D), 18
mesos (B i E)i42 mesos (CiF). En AiD s’observen les caracteristiques tipiques de MLC, en canvi, en B-
E i en C-F s’observa una millora en la substancia blanca i la disminucié de la mida dels quists subcorticals
a la regi6 anterior-temporal (fletxa). (A, B i C: vistes sagitals; D, E i F: vistes axials) (van der Knaap et al.,
2012).

Aixi doncs, els pacients es classifiquen segons tinguin un fenotip classic o benigne. El
fenotip classic s’ha anomenat MLC o MLC2A en funcié del tipus de gen afectat i
presenta les caracteristiques cliniques tipiques de MLC. El fenotip benigne on hi ha
remissio de les caracteristiques cliniques, s’ha anomenat MLC2B. Recentment, pero,
s’ha descrit que extraordinariament algun pacient que presenta el fenotip classic, és a
dir que manifesta el fenotip MLC1 o MLC2A, mostra una millora a partir de les imatges
de MRI pero sense presentar una millora clinica (Arnedo et al., 2014a; van der Knaap
et al., 2012).

El fet que MLC sigui una malaltia extremadament rara provoca que fins al dia d’avui
encara no existeixin estudis sobre la seva incidéncia. Es coneix que la maxima
incidencia s’ha observat en la poblacié turca (Yis et al. 2010) i en la comunitat india
dels Argwals (Gorospe et al.,, 2004; Singhal et al., 1996). La consanguinitat i
'endogamia son factors importants en I'aparicié de malalties rares. Els paisos arabs
acostumen a tenir un major nombre de matrimonis consanguinis. Recentment s’ha
descrit 6 pacient afectats per la MLC en diferents regions d’Egipte (Mahmoud et al.,
2014) i 18 pacients a I'lran (Kariminejad et al., 2014); anteriorment ja se n’havien
descrit en altres paisos com Marroc, Libia i Tunisia (Koussa et al., 2005; Tinsa et al.,
2009).
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1.3.2. Genética de la malaltia.

A partir d’estudis de lligament realitzats en families corresponents a una poblacio turca
es va trobar un locus per a MLC en el cromosoma 22qtel (Topcu et al., 1998). En
estudis posteriors, es va reduir la regié critica implicada gracies a marcadors
microsatél-lits i recombinants, observant mutacions en un gen denominat KIAA0027 o
WKL1 [MIM #604004]. Aquest gen va ser renombrat com MLCL1 ja que era el primer

gen implicat en la malaltia (Leegwater et al., 2002).

El gen MLC1 s’estén al llarg de 26 kb en el cromosoma 22qtel. Aquest gen conté 12
exons dels quals el primer no és codificant, situant-se aixi el codé d’inici en I'exé 2.
S’ha descrit dos transcrits alternatius (NM_015166.3 i NM_139292.2) que difereixen en
la regid 5’ corresponents al primer exd, perd que resulten en un mateix mRNA i

codifiquen per la proteina MLC1 de 377 aminoacids.

Fins al moment hi ha descrites 87 mutacions per al gen MLC1 dels quals 45 son
missense, 16 son mutacions d’'splicing, 15 s6n delecions, 6 son duplicacions, 4 sén
insercio+delecié i 1 és nonsense (van der Knaap et al., 2012). Aquestes mutacions es

troben repartides per tot el gen i s’han trobat tant en homozigosi com en heterozigosi.

La variabilitat fenotipica intrafamiliar observada en pacients que porten la mateixa
mutaci6 en MLC1 indica que hi ha factors genétics i ambientals que estarien
influenciant en la severitat de la malaltia (Pascual-Castroviejo et al., 2005). Per tant, no
s’ha pogut trobar una correlacié genotip-fenotip (Duarri et al., 2008) ja que la severitat

del fenotip dels pacients no es correlaciona amb les mutacions trobades.

Només un 80% dels pacients afectats per MLC presentaven mutacions en el gen
MLC1 (Leegwater et al., 2001, 2002; Patrono et al., 2003; Topcu et al., 1998). La
majoria dels pacients que no presentaven mutacions en aquest gen tampoc
presentaven lligament amb el seu locus perd si que presentaven les mateixes
caracteristiques cliniques de MLC (Blattner et al., 2003; Patrono et al., 2003). Aixi
doncs, el fet que no tots els pacients presentessin mutacions en MLC1 i que
s’haguessin descrit dos tipus de fenotips diferents per a la malaltia MLC suggeria

I'existéncia d’heterogeneitat genética.

L’any 2010, en col-laboracid6 amb I'empresa Logopharm, el nostre grup va realitzar
estudis de proteomica per tal d’intentar identificar proteines que interaccionessin amb
MLC1. A partir d’aquests estudis es va obtenir un llistat de proteines candidates a
formar part de linteractoma de MLC1. Les proteines candidates escollides es van

classificar en 2 grups diferents: proteines tipiques d’unions cel-lulars, ja que MLC1 es
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localitza en unions astrocitaries (Duarri et al., 2011) i proteines amb funcié de canal
ionic o transportador, ja que el fenotip vacuolitzant que presenten els pacients afectats
per MLC suggeria que MLC1 podria formar part d’algun complex mediador de la
translocacioé d’ions a través de la membrana cel-lular. Aquestes proteines candidates
també es van estudiar en el laboratori mitjangant estudis bioquimics d’interaccio i
colocalitzaci6 amb MLC1. Aquests estudis van mostrar una interaccio directe entre
MLC1 i GliaICAM.
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Figura 4. Analisi de les diferents purificacions per afinitat realitzades contra la proteina MLC1 en
col-laboracié amb Logopharm. Grafic 2D de les diferents abundancies de proteines determinades per
espectrometria de masses després de la coimmunoprecipitacié6 de membranes de cervell de rata i ratoli
utilitzant dos anticossos contra MLC1 (N1 i NH) (van der Knaap et al., 2010; Lopez-Hernandez et al.,
2011a).

Paral-lelament a aquests estudis, la Dra. Marjo van der Knaap va realitzar estudis
d’alguns gens candidats (obtinguts en la llista de protedmica) en pacients que no
presentaven mutacions en MLC1. En aquests pacients, es va observar mutacions en
GLIALCAM. Aixi doncs, es va descriure GLIALCAM com el segon gen implicat en la
malaltia MLC (L6pez-Hernandez et al., 2011a).

El gen GLIALCAM (o HepaCAM) [MIM 611642] es troba localitzat en el cromosoma
11g24.2. Aquest gen conté 7 exons i una regio no codificant a I'extrem 3’. Aquest gen

codifica per la proteina GlialCAM de 416 aminoacids.

Fins al moment, s’ha descrit 19 mutacions diferents en GLIALCAM. D’aquestes
mutacions, 11 s6n missense, 2 son deleccions,1 és una delecié+insercid i 2 son
nonsense (Arnedo et al., 2014a; van der Knaap et al., 2012). S’ha descrit que les
mutacions en GLIALCAM provoquen I'aparicié dels diferents fenotips de MLC, MLC2A
o MLC2B. El fenotip MLC2A segueix un patré d’heréncia autosomica recessiva i els
pacients que el presenten mostren un fenotip classic de MLC. En canvi, el fenotip

MLC2B, segueix un patré d’heréncia autosomica dominant i els pacients que el
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presenten mostren una millora amb el temps (van der Knaap et al., 2010; Lopez-

Hernandez et al., 2011a).
1.3.3. Proteina MLC1.

El gen MLC1 codifica per una proteina de membrana que porta el mateix nom
(Leegwater et al., 2001; Teijido et al., 2004). La proteina humana esta formada per 377

aminoacids i presenta un pes molecular al voltant de 41 kDa.

Segons prediccions bioinformatiques, MLC1 consta de 8 dominis transmembrana units
a 4 dominis (loops) extracel-lulars petits (5-8 aminoacids) i 3 intracel-lulars, dos d’ells
curts (7-9 aminoacids) i un llarg, el qual divideix la proteina en dues regions
practicament homologues entre si. A més a més, els extrems N-terminal i C-terminal

son intracel-lulars (Boor et al., 2005) (Figura 5).

hMLC1

Figura 5. Representaci6 esquematica de la
] _ _ proteina  MLC1 humana segons prediccions
B [ bioinformatiques. Es mostren els 8 segments
‘ transmembrana, els 4 loops extracel-lulars, els 3 loops

N- | ¢ intracel-lulars i els extrems C-terminal i N-terminal.

El gen MLC1 no es troba present en tots els filums animals. Aixi doncs, la proteina
MLC1 no s’expressa en llevats, en Caenorabditis elegans ni en Drosophila, siné que

es comenca a expressar en cordats que contenen mielina com el cas del peix zebra.

Realitzant estudis d’alineament entre sequéncies de diferents ortdlegs de MLC1 en
mamifers, aus i peixos s’ha observat que els dominis transmembrana i la regi6 distal
de I'extrem C-terminal es troben altament conservats, principalment entre ratoli, rata i
huma. Aquest fet suggereix que aquests dominis han de tenir una funcié important. En

canvi, la regié N-terminal difereix molt entre les diferents espécies estudiades.
1.3.3.1. Expressio i localitzacié de MLC1.

Per tal de definir la localitzacio i expressio de la proteina MLC1, els diferents grups que
estudien la malaltia MLC han dut a terme diferents estudis d’immunohistoquimica al
llarg d’aquests anys a partir de models astrocitaris, en teixit de ratoli i en teixit huma
(Ambrosini et al., 2008; Boor et al., 2007, 2005; Duarri et al., 2011; Teijido et al., 2004,
2007).
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La proteina MLCL1 es localitza principalment en la glia de Bergmann, en el cerebel i en
astrocits localitzats al voltant de les regions subpial i perivascular. MLC1 no esta
present ni en oligodendrocits ni en la microglia. S’havia descrit préviament que MLC1
s’expressava en neurones (Teijido et al., 2004, 2007), pero estudis de marcatge en el
ratoli knock-out de MLC1 han mostrat que el marcatge observat era inespecific
(Hoegg-Beiler et al.,, 2014). Estudis de microscopia electronica d’alta resolucio
(immunogold) realitzats en teixit de ratoli i en teixit huma han demostrat que MLC1 es
troba localitzada en unions astrocitaries perivasculars i no en unions entre astrocits i
cél-lula endotelial (Duarri et al., 2011; Teijido et al., 2007).
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Figura 6. Localitzaci6 de MLC1 mitjangant microscopia electronica. S’observa la proteina MLC1
localitzada en les unions astrocitaries, tant en zones perivasculars com en els processos astroglials, pero
no en unions de contacte directe amb la lamina basal del vas sanguini. AC: astrocit; EC: cel-lula
endotelial; BV: vas sanguini (Teijido et al., 2007).

Diferents estudis de fraccionament bioquimic, coimmunoprecipitacié i microscopia
confocal feien hipotetitzar que MLC1 podia trobar-se associada al complex DGC
(dystrophin-glicoprotein) ja que s’havia observat colocalitzacié de MLC1 i algunes de
les proteines d’aquest complex en els peus astrocitaris en contacte amb els vasos
sanguinis (Ambrosini et al.,, 2008; Boor et al., 2007). La desestabilitzaci6 d’aquest
complex pot provocar canvis en la polaritat glial, alteracions de la barrera
hematoencefalica i alteracions en ’'homeostasi d’'ions i d’aigua en el cervell (Warth et
al., 2005). Estudis del grup realitzats a partir d'immunogold en teixit huma, van mostrar
que MLC1 i B-distroglica (proteina localitzada en la membrana astrocitaria en contacte
amb la lamina basal que forma part del DGC) no colocalitzen, concloent que MLC1 no

forma part del complex DGC (Duarri et al., 2011).
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Per altra banda, estudis realitzats en cultius d’astrocits van mostrar una colocalitzacio
de les proteines del DGC i MLC1 als compartiments intracel-lulars. En aquests estudis
la proteina MLC1 endogena era detectada de manera difosa en el citoplasma
colocalitzant amb marcadors endosomals i del reticle endoplasmatic (Ambrosini et al.,
2008). Estudis posteriors mostraven que el tractament dels cultius primaris d’astrocits
amb un compost capa¢ de bloquejar la proliferacié cel-lular o provocar la diferenciacio
cel-lular (com ara el cas de I'AraC) durant 3 setmanes provocava que MLC1
s’expressés a la membrana cel-lular i les unions astrocitaries d’aquestes cél-lules
(Duarri et al., 2011).

Setmanes en cultiu

1 7 3 AST 1 setmana AST 3 setmanes
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Figura 7. Model cel-lular astrocitari. Expressié de MLC1 analitzada per WB en astrocits diferenciats a
1,2 i 3 setmanes de cultiu. Localitzacié de MLC1 mitjangant immunofluorescéncia en astrocits en cultiu d’'1
i 3 setmanes (Duarri et al., 2011).

Aquest model astrocitari ha sigut utilitzat com a model de la malaltia ja que reprodueix
la mateixa localitzacié de MLCL1 in vivo. A partir d’'aquest model, s’ha descrit que MLC1
colocalitza amb proteines components de les unions tight, com ZO-1 (zonula
occludens) i Ocludina, i també amb proteines de les unions adherents com per

exemple B-Catenina i N-Cadherina (Duarri et al., 2011).
1.3.3.2. Estructurai funcié de la proteina MLC1.

La proteina MLC1 presenta regions d’homologia interna (Teijido et al., 2004) on els
dominis transmembrana de la primera meitat de la proteina mostren homologia amb la
segona meitat. Aquesta homologia entre les dues meitats es mostra de manera més
evident entre els dominis transmembrana 4 i 8, ja que es caracteritzen per un conjunt

de residus leucina.

Existeixen evidéncies bioquimiques que suggereixen que MLC1 forma homo-oligdmers
ja que la deteccié de la proteina per western blot (WB) reconeix principalment dues
bandes amb un pes aproximat de 37 kDa i 70 kDa que probablement correspon a les

formes monomeériques i dimériques de la proteina. Mitjangant estudis d’interaccié s’ha
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observat que MLCL1 oligomeritza amb ella mateixa i que aquesta unié no depén de
ponts disulfur. A més, la proteina presenta un lloc putatiu de glicosilacié (NPS) entre
els segments 3 i 4, perd s’ha comprovat que no es troba glicosilada (Teijido et al.,
2004).

Per altra banda, estudis bioquimics utilitzant proteines de fusié que contenen els
extrems N-terminal i C-terminal de MLCL1, indiquen que els dos extrems son fosforilats
per la quinasa A/C en el residu Serina 27 i per la quinasa C en el residu Serina 339. El
tractament amb activadors d’aquestes quinases incrementa la preséncia d’'una banda
de 60 kDa, la qual s’ha suggerit que representa a MLC1 associat a la membrana
plasmatica i que augmenta la preséncia de la proteina en els processos astrocitaris
(Lanciotti et al., 2010). No obstant, encara es desconeix si aquests residus estan
directament involucrats en aquest efecte ja que no s’han realitzat estudis de

mutagenesi eliminant aquests dos residus.

Segons prediccions bioinformatiques, MLC1 presenta una baixa homologia amb el
canal Kv1.1 (Shaker-like voltage-gated potassium channel), especialment en I'area del
sensor de voltatge (Teijido et al., 2004). Aquesta baixa similitud amb canals ionics i el
fenotip vacuolitzant de la malaltia han fet hipotetitzar que MLC1 pugui ser un canal
ionic propiament, una subunitat d’'un canal o un transportador relacionat amb
'homeodstasi de l'aigua (Kaganovich et al., 2004; Leegwater et al., 2001; Teijido et al.,
2004). No obstant, estudis de Voltage-clamp realitzats amb odcits de Xenopus i en
cel-lules tsA-201 no han pogut confirmar cap d’aquestes hipotesis (Leegwater et al.,
2001; Teijido et al., 2004).

En estudis realitzats a partir de la biopsia del cervell d’'un pacient afectat per MLC
només s’havia observat vacuoles a nivell de la mielina (van der Knaap et al., 1996)
perd donat que posteriorment s’ha descrit que la manca de MLC1 en astrocits provoca
vacuolitzacio intracel-lular (Duarri et al., 2011) es va reexaminar la mateixa biopsia i es

va observar vacuoles en astrocits de la zona perivascular (Figura 8).
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Figura 8. Vacuolitzacid astrocitaria. (A) Astrocits deplecionats de MLC1 mitjangant la infecci6 amb
adenovirus que expressen miRNA MLC1 (shRNA 905). S’observa una gran quantitat de vacuoles
citoplasmatiques. (B) Imatges de microscopia electronica del cervell d’un pacient afectat per MLC. Es
mostra la presencia de vacuoles en els astrocits perivasculars (Duarri et al., 2011).

Per altra banda, s’ha demostrat que la preséncia de MLC1 indueix de manera molt
baixa I'activitat VRAC (volume-regulated anion channel) en cél-lules HEK i Sf9. Estudis
electrofisiologics en linies de limfoblasts procedents de pacients i en astrocits mancats
de MLC1 mitjangant RNA d’interferéncia, mostraven que aquestes cél-lules
presentaven una menor activitat VRAC (Capdevila-Nortes et al., 2013; Ridder et al.,
2011). Recentment s’ha descrit que I'entitat molecular responsable de la regulacio
d’'aquestes corrents és I'heteromer format per proteines LRRC8. Concretament, la
proteina LRRC8A, també anomenada SWELL-1, és essencial (Qiu et al., 2014; Voss
et al., 2014).

La disminucio de I'activitat VRAC és el primer defecte funcional descrit en la malaltia
MLC. VRAC és responsable del flux d’osmolits de clorur devant d’'un xoc osmotic
(Ernest et al., 2005). Aquest flux d’ions i osmolits va acompanyat d’'un flux d’aigua en
un procés anomenat Regulatory Volume Decrease (RVD) (Pasantes-Morales et al.,
2006). Podria ser que en abséncia de MLC1, els astrocits no puguin eliminar tota
'aigua emmagatzemada ja que mostren una activitat VRAC disminuida i una activitat
RVD més lenta, i s'emmagatzemi en forma de vacuoles intracel-lulars. No obstant, la

relacio bioquimica entre MLC1 i VRAC roman desconeguda.

Estudis de doble hibrid van descriure que MLC1 interacciona amb la subunitat -1 de
la bomba Na'/K*ATPasa i per tant, podria formar part del complex macromolecular
associat al canal de potassi Kir4.1, caveolina-1, sintrofina, aquoporina-4, Na'/K"-
ATPasa i TRPV4. Aquests resultats indicaven que MLC1 esta involucrat en la resposta

dels astrocits als canvis de la composicid d’ions extracel-lulars i que coopera amb



Introduccié 19

TRPV4 en I'activacio de I'entrada de calci en condicions d’estrés hipoosmotic. TRPV4
és un canal de calci que actua com a sensor i en condicions hipoosmotiques fa
augmentar la concentracié de calci intracel-lular, essent essencial per I'activacio del
mecanisme RVD (Benfenati et al., 2011; Brignone et al., 2011; Lanciotti et al., 2012).
Estudis recents mostren que MLC1 també interacciona amb la bomba V-ATPasa,
encarregada de [l'acidificaci6 endosomal. Aquests resultats suggereixen que MLC1
podria estar involucrat en la regulacié de I'acidesa dels organuls, possiblement per la
limitacié de I'acidificacié de les vesicules (Brignone et al., 2014). Tot i aixi, en el ratoli
knock-out de MLC1 no s’ha observat cap canvi en I'expressio o localitzacié d’aquelles
proteines associades a MLC1, incloent el canal aquoporina4 i el canal permeable a
Ca?" TRPV4 (Dubey et al., 2014).

El fenotip vacuolitzant que presenten els pacients afectats per MLC i els resultats
obtinguts fins al moment, suggereixen que MLC1 ha de tenir un paper en el flux
d’aigua o d’ions a través de la membrana. Tot i aixi, la funcié de la proteina continua
essent desconeguda.

1.3.3.3. Mutacions en MLCL1.

Les mutacions descrites fins al moment en pacients afectats per MLC es troben
distribuides al llarg de tot el gen. Diferents grups han realitzat estudis de les mutacions
en sistemes heterolegs, incorporant mutacions missense mitjancant mutagénesi
dirigida. S’ha observat que la majoria d’aquestes mutacions mostren una disminucié en
els seus nivells d’expressio i una menor capacitat d’arribada a la membrana plasmatica
en comparacié amb la proteina wild-type (Teijido et al., 2004). En la Taula 2 es mostra

un resum de les mutacions en MLC1 descrites en pacients fins al moment.
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Zona de mutacié| Tipus de Mutacié | Mutacié en DNA Mutaci6 en proteina Zona de mutaci6 | Tipus de Mutacié| Mutacié en DNA | Mutaci6 en proteina
Ex6 2 Delecié c.109delC p.Leu37Cysfsx21 Ex6 5 Missense €.373T>C p.Cys125Arg
Ex6 2 Delecié c.136delT p.Cys46AlafsX12 Ex6 5 Missense C.388G>A p.Gly130Arg
Ex0 4 Delecid €.268_422del p.Cys90_GIn377delins38 Ex0 5 Missense C.422A>G p.Asn141Ser

Ex04,5 Delecié €.299_423+108del p.Val100AspfsX39 Ex6 5 Missense C.423C>A p.Asnldllys
Ex65 Delecié c.324delT p-Asn110ThrfsX12 Ex6 6 Missense c.470C>A p.Alal57Glu
EX0 6 Delecid c.449_455del p.Leu150ArgfsX9 Exo6 8 Missense C.604G>A p.Glu202Lys
Ex6 6 Delecid c.514_515delAA p.Lys172GlufsX8 Ex6 8 Missense €.629T>A p.Val210Asp
Ex6 7 Delecio €.594 597delCTCA p.Tyr198X Ex6 8 Missense €.634G>A p.Gly212Arg
Ex6 7 Delecio €.597_597+33del p.Val200Serfsx4 Ex0 8 Missense €.635G>A p.Gly212Glu
Ex0 10 Delecid c.793delA p.Ser265Alafsx20 Ex6 9 Missense €.733G>C p.Ala245Pro

Ex6 10 Delecid c.849delC p.Met284x Ex6 9 Missense €.736A>C p.Ser246Arg

Exo 11 Delecio ¢.907_930del p.Leu307_Leu314del Exo 10 Missense c.806C>A p.Ser269Tyr

Ex6 11 Delecid c.921_926del p.Leu309_Leu31odel Exd 10 Missense €.809C>G p.Pro270Arg

Ex6 11,12 Delecié €.1059+567 p.? Ex6 10 Missense c.821CT p.Thr274lle
Ex6 2 Duplicacié ¢.111_112dupGC p.GIn38ArgfsX21 Ex0 10 Missense C.823G>A p.Ala275Thr
Ex6 2 Duplicacié c.135dupC p.Cys46Leufsx34 Ex6 10 Missense C.824C>A p.Ala275Asp
Ex6 5 Duplicacié €.357dupT p.Ala120CysfsX61 Ex6 10 Missense €.832C>T p.Tyr278His
Ex0 6 Duplicacio €.456_460dupGGAGC p.Leu154ArgfsX9 Ex0 10 Missense €.839C>T p.Ser280Leu

Ex6 11 Duplicacié €.927_929dupGCT p.Leu310dup Ex6 10 Missense €.880C>T p.Pro294ser
Ex6 5 Ins +Del €.337_353delinsG p.1le113Glyfsxa Ex6 11 Missense €.959C>A p.Thr320Lys

Exd 11 Ins +Del €.908_918delinsGCA p.Val303Glyfsx4 Ex6 11 Missense €.976T>C p.Cys326Arg
Ex62 Missense C.65G>A p.Arg22Gin Exd3 Nonsense €.213C>G p.Tyr71x
Ex6 2 Missense €.95C>T p.Ala32val Ex6 8 Nonsense €.701G>A p.Trp234X
Ex0 2 Missense c.178G>A p.Gly59Gin Ex0 2 Delecio c.177+1delG p.?

Ex6 3 Missense €.206C>T p.Ser69Leu Intré 5 Duplicacié c.423+2dup p.?
Ex6 3 Missense €.218G>A p.Gly73Glu Intré 2 Substitucio c.178-10T>A p.?
Ex6 3 Missense €.235G>A p.Glu79Lys Intré 5 Substitucio €.42346T>C p.?
Ex0 3 Mi: C.238A>G p.Met80Val Intré 2 Splicing C.177+1G>T p.?
Ex6 3 Missense €.240G>A p-Met80ile Intré 2 Splicing €.222-6T>C p-?
Exo 3 Missense €.249G>T p.Leu83Phe Intro 3 Splicing €.267+1G>C p.?
Ex6 3 Missense €.250C>T p-Arg84Cys Intré 3 Splicing €.268+1G>A p.?
Exo 3 Mi €.250C>A p.Arg84Ser Intré 4 Splicing €.322-1G>A p.?
Ex0 3 Missense C.251G>A p.Arg84His Intr6 4 Splicing €.322-2A>G p.?
Exo0 3 Missense €.255G>T p.Cys85Trp Intré 5 Splicing C.423+1G>A p.?
Ex6 3 Missense €.263G>T p.Glyséval Intré 7 Splicing C.597+1G>A p.?
Exo 3 Missense €.268T>G p.Cys90Gly Intr6 8 Splicing c.714+1G>A p.?
Ex6 4 Missense €.274C>T p-Pro92ser Intré 9 Splicing €.772-1G>C p-?
Ex64 Missense c.278C>T p.Ser93Leu Intr6 10 Splicing €.895-1G>C p.?
EX6 5 Missense €.353C>G p.Thri18Arg Intro 10 Splicing €.895-2A>G p.?
Ex6 5 Mi €.353C>T p.Thri18Met Intré 10 Splicing €.895-226T>G p.?
Ex6 5 Missense €.359C>T p-Alai20val Intré 11 Splicing €.1060-2A>G p.?

Taula 2. Mutacions del gen MLC1 identificades en pacients de MLC. Taula adaptada de (van der
Knaap et al., 2012). Ins+Del: Insercié + Delecid.

A més a més, la majoria de les mutacions estudiades presenten defecte en el
plegament i en I'estabilitat de la proteina (Duarri et al., 2008; Teijido et al., 2004). La
majoria de mutacions queden retingudes en el reticle endoplasmatic on son dirigides a
la degradacio per el proteosoma, pero algunes mutacions arriben a la membrana

plasmatica i son degradades en els lisosomes (Duarri et al., 2008).
1.3.4. La proteina GlialCAM.

El gen GLIALCAM codifica per una proteina de membrana que porta el mateix nom
(Moh et al., 2005). La proteina humana esta formada per 416 aminoacids i el seu pes
molecular es troba al voltant dels 72 kDa. GLIALCAM va ser originalment identificat
com HEPACAM, un putatiu gen supressor de tumors en el fetge huma (Moh et al.,
2005).

Diferents treballs han mostrat que GlialCAM és una glicoproteina transmembrana de

tipus | amb una estructura similar a les IgCAMs, com les JAMs (junctional adhesion
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molecules) i les ESAM (endothelial cell-selective adhesion molecules) (Gaudry et al.,
2008; Moh et al., 2005).

Mitjancant programes informatics s’ha predit una regidé extracel-lular que conté un
péptid senyal i dos dominis Immunoglobulin-like: un domini IgV proxim a I'extrem N-
terminal i un domini IgC2 proxim al domini transmembrana. La proteina presenta un sol
domini transmembrana i una cua citoplasmatica intracel-lular (Gaudry et al., 2008; Moh
et al., 2005). El domini extracel-lular presenta 6 llocs putatius de N-glicosilacio, mentre
que el domini citoplasmatic conté un domini d’'unié a PDZ de tipus lll, una zona rica en
prolines que putativament poden representar llocs d’'uni6 a dominis SH3 i llocs
potencials de fosforilacié per les serina/treonina quinases i les tirosina quinases (Moh
et al., 2005) (Figura 9).

Figura 9. Representacié esquematica de I’estructura
secundaria de GlialCAM. GlialCAM presenta l'estructura
tipica de les molecules d’adhesié de la superfamilia de
les immunoglobulines. Conté un fragment extracel-lular
que inclou un domini IgV proxim a I'extrem N-terminal i un

Extracellular domini 1gC2 proxim a la regié transmembrana amb un
pont disulfur format entre dos residus de cisteina (S-S). A
s Metnbiane més a més, presenta una regioé transmembrana seguida

d'una cua citoplasmatica. La proteina presenta 6 llocs
putatius de N-glicosilaci6 a la part extracel-lular
(representats en forma de punts negres) (Moh et al,
2005).

Intracellular

1.3.4.1. Expressio i localitzacié de GlialCAM.

L’any 2008 es va clonar per primer cop el cDNA de GlialCAM d’una llibreria de cervell
huma. Es va observar que I'expressié de GlialCAM en el fetge huma és molt baixa i
inexistent en el ratoli. A més a més, es va observar que GlialCAM es troba present
principalment en el sistema nerviés tant en humans com en ratoli (Favre-Kontula et al.,
2008).

Aixi doncs, GlialCAM es localitza en la substancia blanca, en les cél-lules ependimals i
en els peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. A més a més, s’ha observat la

preséncia de GlialCAM en les regions de contacte entre la mielina i els axons, sobre
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les capes externes de la mielina (Figura 10 A) i en diferents etapes de maduracio dels

oligodendrocits (Favre-Kontula et al., 2008; Lépez-Hernandez et al., 2011a).

Mitjancant estudis de microscopia electronica s’ha descrit la colocalitzacio de GlialCAM
amb MLC1 a les unions astrocitaries (Figura 10 B) (Lopez-Hernandez et al., 2011a).
Aquesta localitzacio en astrdcits depén del citoesquelet d’actina, ja que un dany en els
microfilaments d’actina afecta a la localitzacié de GlialCAM (Duarri et al., 2011; Moh et
al., 2009).
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Figura 10. Imatges de microscopia electronica d’una mostra de teixit cerebral huma. (A) Mitjancant
immunogold s’observa la localitzacié de GlialCAM en els axons, en les regions de contacte de la mielina i
al voltant de la mielina. (B) Mitjangant una doble immunogold s’observa la colocalitzacié de GlialCAM
(particules de 12 nm, fletxes) i MLC1 (particules de 18 nm) a les unions entre astrocits. AST: Astrocits, A:
Ax0, M: mielina (Lépez-Hernandez et al., 2011a).

No hi ha estudis realitzats sobre la preséncia de GlialCAM durant el desenvolupament
en humans, perd s’ha observat un increment durant el desenvolupament postnatal en
ratolins. Aquests canvis en I'expressié corresponen amb canvis en I'expressié de la
proteina basica de la mielina (MBP), fet que suggereix un possible rol de GlialCAM
durant el desenvolupament i la formacié de la mielina (Favre-Kontula et al., 2008).

A més, estudis realitzats en cultius primaris d’astrocits de rata mostren GlialCAM
localitzat en la membrana plasmatica amb una concentracié de la proteina en les
regions de contacte entre astrocits (Duarri et al.,, 2011; Lopez-Hernandez et al.,
2011a). Gracies als resultats obtinguts d’estudis realitzats en linies cel-lulars s’ha
suggerit que la localitzaci6 de GlialCAM depén de la confluéncia cel-lular. En
condicions d’alta confluéncia es localitza majoritariament a la membrana cel-lular i a
les regions de contacte entre cél-lules, mentre que en condicions de baixa confluéncia
mostra una localitzacio difosa en el citosol (L6pez-Hernandez et al., 2011b; Moh et al.,
2005).
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1.3.4.2. Estructurai funcié de la proteina Glial CAM.

Mitjancant estudis de WB, coimmunoprecipitaci6 o amb la utilitzacié de cross-linkers
s’ha suggerit que GlialCAM oligomeritza formant interaccions homofiliques. S’ha
utilitzat aquests mateixos cross-linkers per identificar si la formacié dels homodimers
€s en cis 0 en trans, utilitzant-los amb cél-lules adherides a una placa o en suspensio,
on s’ha observat que la homodimeritzacié es déna majoritariament en cis (Moh et al.,
2005).

Tenint en compte aquests resultats, s’ha suggerit que aquests cis-homodimers podrien
ser importants per a les propietats d’adhesié. D'una banda, s’ha demostrat
I'homodimeritzacioé en cis de GlialCAM per mitja d’altres métodes com el métode de
complementacié de fragments de proteines split-TEV (Capdevila-Nortes et al., 2012;
Lopez-Hernandez et al., 2011b). Per altra banda, el domini citoplasmatic presenta
regions riques en prolines que proporciona putatius llocs d’'unié6 a dominis SH3 i
possibles llocs de fosforilaci6 de serina/treonina i de tirosines quinases. Aguests
podrien ser importants per les cascades de senyalitzacié que controlen 'adhesié, la
migracio o la morfologia cel-lular aixi com processos relacionats amb el citoesquelet i
la localitzacié (Moh et al., 2005).

La funcié que du a terme GlialCAM en el cervell huma roman encara desconeguda.
Fins al moment, el estudis realitzats amb GlialCAM (sota el nom d’HepaCAM) han
estat enfocats en el context del cancer (Moh et al., 2005). Tot i aixi, s’ha observat que
la preséncia de la proteina és molt baixa o fins i tot inexistent en diferents teixits
tumorals i linies cel-lulars. Estudis realitzats en cel-lules de glioblastoma huma han
mostrat que GlialCAM indueix la diferenciaciéo d’aquestes cél-lules. S’ha descrit que
una alta quantitat de la proteina accelera I'adhesié cel-lular i inhibeix la migracio i
proliferacié, mentre que una baixa quantitat o un trencament de I'adhesié cel-lular
contribueixen a la migraci6 i proliferacié accelerant la progressié tumoral i la metastasi
(Lee et al., 2009; Xun et al., 2010).

Un cop establert que GLIALCAM era el segon gen implicat en la malaltia es van
realitzar diferents aproximacions per poder entendre millor el seu rol en la
leucodistrofia MLC. Estudis bioquimics i d’'interaccié van mostrar que MLC1 i GlialCAM
interaccionen de manera directa i que GlialCAM actua com a subunitat f de MLC1,
necessaria per al correcte trafic de MLC1 a les unions cel-lulars (L6pez-Hernandez et
al., 2011a, 2011b). Fins al moment, s’havia descrit que I'expressié i localitzacié de
GlialCAM eren independents de MLCL1, ja que per si sola era capa¢ de localitzar-se en

les unions cel-lulars (Lopez-Herndndez et al., 2011b) pero recentment, gracies als
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resultats obtinguts en el ratoli knock-out de MLC1 i en el peix knock-out per MLC1,
s’ha observat com la manca de MLC1 provoca la deslocalitzacié de GlialCAM en les
cel-lules glials, indicant que MLC1 juga un paper estabilitzador sobre la proteina
GlialCAM (Hoegg-Beiler et al., 2014, Sirisi et al., 2014).

Recentment, mitjangant I'is d’RNA d’interferéncia s’ha generat un model knock-down
de GlialCAM que ha permeés estudiar els efectes que provoca I'abséncia de GlialCAM
en la cél-lula. S’ha observat que la supressio de Glial CAM provoca una reduccié dels
nivells proteics de MLC1 i una deslocalitzacié6 de MLCL1 la qual es troba localitzada
intracel-lularment. Aquesta deslocalitzacio de MLC1 comporta una disminucié de
lactivitat VRAC i la formacid de vacuoles intracel-lulars. Mitjancant estudis de
complementacié en aquest model knock-down, s’ha observat que GlialCAM pot revertir
l'aparici6 de vacuoles causades per l'abséncia de GlialCAM, té la capacitat de
localitzar de nou MLC1 a les unions astrocitaries i d’activar novament les corrents
VRAC (Capdevila-Nortes et al., 2013).

1.3.4.3. Mutacions en GLIALCAM.

Les mutacions identificades en el gen GLIACAM descrites en pacients afectats per
MLC (Taula 3) es localitzen al domini extracel-lular de la proteina i no en el domini
transmembrana o citoplasmatic, a excepcié de la mutaci6 W263X que provoca la
truncacié de la proteina i es troba localitzada al final del domini transmembrana
(Lépez-Hernandez et al., 2011a). Cal destacar que les mutacions amb un patr6é
d’heréncia dominant es troben acumulades en el domini immunoglobulina IgV de la
proteina, en canvi, les mutacions amb un patré6 d’heréncia recessiva es troben

distribuides a llarg de tota la regi6 extracel-lular.

S’ha observat que mutacions dominants i recessives de GLIALCAM poden afectar a la
capacitat de la proteina per homodimeritzar causant defectes en el correcte trafic a les
unions cel-lulars. Aquest defecte en GlialCAM causa també un problema en la
localitzacié de MLC1, tot i que no s’ha observat un defecte d’interaccié entre MLC1 i
GlialCAM (Lopez-Hernandez et al., 2011b).

Estudis de localitzacio de les mutacions a nivell cel-lular, mostren que el defecte en el
trafic tant de GlialCAM com de MLC1 a les unions cel-lulars provocat per les mutacions
recessives pot ser recuperat per la coexpressio de GlialCAM wild-type, mentre que el
mateix defecte causat per les mutacions dominants no pot ser recuperat per la

proteina wild-type (Lopez-Hernandez et al., 2011a).
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S’han realitzat estudis de complementacié del model knock-down de GlialCAM amb
mutacions en GLIALCAM descrites en pacients de MLC, R92Q i R92W, per les quals
s’ha descrit un defecte bioquimic. La complementacié del model amb aquestes
mutacions comporta la recuperacido dels nivells d’expressié6 de MLC1 perd no
recuperen la correcta localitzacié de la proteina a les unions astrocitaries. Aquestes
mutacions tampoc reverteixen I'aparicio de les vacuoles intracel-lulars causades per la
manca de GlialCAM (Capdevila-Nortes et al., 2013).

Zona |Tipus de mutacié | Mutacio en DNA Mutacié en proteina Heréncia
Exo 2 Delecio c.404_406delAGA p.Lys135del Dominant
Ex6 3 Delecid c.461 462delCA p.Ser154Tyrfs X17# Recessiva
Exd 3 Ins + Del ¢.580 582delinsTT p.Leu194PhefsX61 Recessiva
Exé 1 Missense c.68T>A p.Leu23His Recessiva
Exo 2 Missense c.176G>A p.Ser59Asn Dominant
Exé 2 Missense c.265G>A p.Gly89Ser Dominant
Exé 2 Missense C.266G>A p.Gly89Asp Dominant
Exé 2 Missense c.275G>A p.Arg92Gin Recessiva
Exé 2 Missense c.274C>T p.Arg92Trp Dominant
Exo 2 Missense c.292C>T p.Arg98Cys Recessiva
Exé 2 Missense c.382G>A p.Asp128Asn§ Dominant
Exé 3 Missense c.442C>T p.Pro148Ser Recessiva
Exé 3 Missense c.587C>A p.Ser196Tyr Recessiva
Exd6 3 Missense c.631G>A p.Asp211Asn Recessiva
Exd 2 Nonsense c.298C>T p.Arg100X Recessiva
Ex6 4 Nonsense c.789G>A p.Trp263X Recessiva
Exé 2 Missense c.167A>C p.Glu56Pro Dominant
Exo 2 Missense c.217C>T p.Arg73Trp Recessiva
Exd 2 Nonsense c.166C>T p.Glus6X Recessiva

Taula 3. Mutacions en GLIALCAM descrites en pacients afectats per MLC. Taula adaptada de (van
der Knaap et al., 2012). Ins +Del: Insercié+Delecio.

1.3.5. La proteina CIC-2

Després d’identificar GLIALCAM com a segon gen associat a la malaltia i d’'observar
gue no tot GlialICAM es trobava associat a MLC1, ja que a diferencia de MLC1
GlialCAM s’expressava també en oligodendrocits, el grup es va plantejar utilitzar la
mateixa estratégia que es va seguir per a trobar proteines que interaccionessin amb
MLC1. D’aquesta manera, es van realitzar novament estudis de protedmica i
d'immunoprecipitacié mitjancant extractes de membrana de cervells de ratoli utilitzant
dos anticossos contra la proteina GlialCAM (un monoclonal fet en ratoli i un policlonal
fet en conill i purificat en el nostre laboratori). Com en el cas anterior, aquests estudis

es van realitzar en col-laboracié amb I'empresa Logopharm.

Els resultats van mostrar la preséncia de péptids corresponents a GlialCAM i a MLC1,

tal i com s’esperava, pero també es van mostrar péptids corresponents al canal de CI
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CIC-2 que copurificaven amb GlialCAM (Figura 11). Es van realitzar estudis de WB
per tal de verificar que CIC-2 copurificava almenys amb una fracci6 de GlialCAM
(Jeworutzki et al., 2012).
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Estudis d’interaccio, localitzacié i electrofisiologics van mostrar que GlialCAM actua
com a subunitat B auxiliar de CIC-2. GlialCAM té la capacitat d’interaccionar en cis
amb CIC-2, de dirigir el seu trafic a unions cel-lulars i és capa¢ d’incrementar la seva

activitat i modificar les seves propietats de canal (Jeworutzki et al., 2012).

Tot i aixi, no s’ha pogut descriure cap interaccio directe entre MLC1 i CIC-2 (Duartri et
al., 2011) i no s’ha observat canvis en I'expressié i la localitzacié de GlialCAM i MLC1
en el ratoli knock-out de CIC-2 (Jeworutzki et al.,, 2012), pero la identificacié de
GlialCAM com a subunitat B auxiliar de CIC-2 a les cél-lules glials, és una
caracteristica que pot involucrar el canal de manera indirecta en la fisiopatologia de
MLC.

1.4. TERAPIES PER ALS PACIENTS AFECTATS PER MLC.

Degut al desconeixement de les funcions que poden desenvolupar les principals
proteines involucrades en la malaltia, MLC1 i GlialCAM, es fa dificil entendre el
mecanisme fisiopatologic de la malaltia. Per aquest motiu, no s’ha pogut desenvolupar
cap tractament i Unicament se’ls pot aplicar metodes pal-liatius dels diferents
simptomes de la malaltia, o bé disminuir la incidéncia d’aquests simptomes gracies al

diagnostic prenatal.
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2. EL CANAL DE CLORUR CIC-2.

El transport de CI” serveix per a molts proposits, incloent els transport de sal i fluids a
través de I'epiteli, el control de I'excitabilitat muscular i neuronal, la regulacié del volum
cel-lular i I'acidificacié d’organuls intracel-lulars. La translocacié de CI" a través de les
membranes biologiques té lloc per mitja dels processos de transport i difusié de CI

pels transportadors i canals ionics.

Avui en dia, es coneix un gran hombre de trastorns genétics associats a canals ionics,
anomenats canalopaties. Donat que els canals idnics s’expressen en diferents teixits
del cos huma, qualsevol defecte del canal idnic s’associa a un gran rang de trastorns,
que poden incloure epilépsia, migranya, ceguesa, sordesa, diabetis, hipertensid,
aritmia cardiaca, asma i cancer (Ashcroft, 2006; Valverde et al.,, 2011). Aquestes
canalopaties estan causades principalment per mutacions en els canals ionics de K*,
Na*, Ca*" i CI.

El canal de CI CIC-2 és codificat pel gen CLCN2 i pertany al grup de canals ionics de
la familia CLC. Es troba expressat ubiquament, presentant una alta expressié en
lintesti, estomac, glandules salivars, cor, ronyd i cervell (Grinder et al., 1992;
Thiemann et al., 1992).

En el cervell, CIC-2 s’expressa en neurones, oligodendrocits i astrocits (Blanz et al.,
2007; Jeworutzki et al., 2012; Sik et al., 2000). Existeixen diferéncies en la distribucié
de CI' entre astrocits i oligodendrocits, on els oligodendrocits tenen una menor
acumulacié de CI' que els astrocits. Normalment, hi ha una clara correlacié entre la
permeabilitat al CI' en fase de repds i la distribucié dels ions CI" a través de la
membrana. Aixi, una alta permeabilitat en estat de repds tendeix a una menor
acumulacioé de I'anié al no poder equilibrar el flux passiu regulat pel canal. En canvi,
una baixa permeabilitat déna lloc a una acumulacié de CI. S’hipotetitza que hi ha una
baixa conductancia a CI" en fase de repos en els astrocits i per contra, una alta
permeabilitat a CI" en fase de repos en els oligodendrocits (Kimelberg et al., 2006;
Walz, 2002).

A nivell cel-lular, CIC-2 es localitza a les membranes basolaterals de les cél-lules
polaritzades in vitro i in vivo. Tot i aixi, una gran proporcié del canal es detecta
intracel-lularment. S’ha suggerit que quan aquest es troba de manera intracel-lular
podria estar associat a estructures intracel-lulars membranoses, mentre que quan CIC-
2 es troba en la membrana cel-lular apareix en agregats i possiblement associat a

basses lipidiques (lipid rafts) (Cornejo et al., 2009).
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2.1. PROPIETATS BIOFISIQUES DEL CANAL CIC-2.

La proteina CIC-2 consta de 907 aminoacids amb un pes molecular de 99 kDa.
Presenta una estructura funcional homodimérica anomenada double-barrelled on cada
subunitat és idéntica i conté 18 helix transmembrana (anomenades de la A a la R,
Figura 12) on tant I'extrem N-terminal com el C-terminal son citosolics. En I'extrem C-
terminal s’hi localitzen dos dominis CBS altament conservats (cystathionine-g-
synthase), dominis necessaris per al correcte trafic intracel-lular de la proteina
(Bateman, 1997; Ponting, 1997). S’ha descrit que delecions en aquests dominis alteren
el mecanisme d’obertura comu (common gate) i suggereixen que poden estar implicats
també en la interaccio i I'oligomeritzacid6 de la proteina (Estévez et al., 2004).
Mitjancant assaigs de cristal-lografia s’ha descrit que els dominis CBS1 i CBS2 del
canal es troben units dins de la propia subunitat i també als dominis CBS del monomer
associat (Markovic and Dutzler, 2007).
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Figura 12. Topologia i estructura de les proteines CIC-2. (A) Topologia esquematica monomerica de la
proteina CIC-2. Les 18 hélixs a s’etiqueten de la A a la R. Les sequéncies assenyalades, que
contribueixen a la selectivitat a Cl” del canal es marquen amb fletxes (marrd) i es mostren les respectives
seqgliéncies conservades. Els dos dominis CBS de la cua citoplasmatica es mostren com a esferes
vermelles i blaves. (B) Vista de les dues meitats de la proteina on la seva orientacié s’indica amb les
fletxes. Les esferes vermelles mostren els ions d’'unié i en vermell es mostren les regions de la proteina
que contribueixen a la selectivitat ionica. Imatge extreta de (Dutzler, 2007).

Cada subunitat del dimer té el seu propi porus aqués de translocacio ionica, localitzat
en el centre de la subunitat. Aquests porus aquosos permeten el flux selectiu d’ions
tant d’entrada com de sortida de manera eficient (fins a 10° ions per segon). Aquest
flux d’'ions crea corrents eléctriques suficientment potents com per produir canvis
rapidament en el voltatge transmembrana, que és la diferéncia del potencial eléctric

entre l'interior i 'exterior de la cél-lula.
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2.1.1. Gating del canal CIC-2.

Aquest canal es troba tancat en condicions de repos i s’activa lentament per
I'hiperpolaritzacio de la membrana (-40 a -140 mV) relativa a I'equilibri de potencial del
CI' (-30 mV) i pot ser activat i modulat per I'acidificacié externa en la qual el canal
s’activa per una moderada acidificaciéo (maxima activitat del canal a pH 6) seguida per
un brusc tancament del canal a valors de pH proxims a pH 7 (Niemeyer et al., 2009).
Sota condicions hipotdniques, l'inflament cel-lular accelera I'activacié del canal i
augmenta les amplituds de les corrents regulades per CIC-2, en canvi, el desinflament
cel-lular en condicions hipertoniques inhibeix les corrents (Duan et al., 2000; Grunder
et al.; Hume et al., 2000).

El canal CIC-2 s’obre i es tanca per mitja de dos processos independents anomenats
fast gating i common gating. El fast gating, que actua en mil-lisegons, és un simple
canvi conformacional d’obertura/tancament que té lloc en cada porus aquds de manera
independent I'un de l'altre. Aquest, esta controlat per tres variables fisiologiques: pH,
concentracié de CI i voltatge. En canvi, el common gating amaga o exposa ambdos
porus simultaniament a través del moviment cooperatiu dels dominis CBS; aixi doncs,
aquest procés es desenvolupa més lentament (Accardi and Pusch, 2000; Estévez and
Jentsch, 2002; Miller, 1982). Mutacions que modifiqguen el common gating es troben
normalment localitzades prop de la interfase dimeérica (Duffield et al., 2003).

Experiments de mutagenesi han aportat informacié sobre les regions responsables del
mecanisme d’obertura d’aquests canals. Aixi, mutacions a I'extrem N-terminal de CIC-
2 resulten en canals constitutivament oberts, amb una relacié corrent-voltatge gairebé
lineal, fent-los insensibles a canvis de pH i osmolaritat extracel-lulars. Aquests
resultats indiquen que els dominis necessaris per l'activacié depenent de voltatge,
augments de volum i pH es situen en aquest extrem i s’han descrit com dominis
essencials (Jordt and Jentsch, 1997). En canvi, delecions en al regié C-terminal de
CIC-2 produeixen canals parcialment oberts que mantenen la seva resposta al voltatge
i a canvis osmotics i per aixd0 s’han denominat dominis moduladors (Griinder et al.,
1992).

La cristal-litzacié de les proteines bacterianes dels canals CLC ha permés completar
els resultats obtinguts amb els experiments de mutagénesi i corroborar I'estructura
formada per dues subunitats identiques amb porus independents predita amb altres
tecniques. Aquests estudis mostren com la regié més estreta del filtre de selectivitat
del porus consta de tres llocs d’'unié al CI" amb interaccions electrostatiques. S’ha

proposat que quan el canal es troba tancat, un dels llocs d’'unié és ocupat per un grup
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carboxil glutamat altament conservat en els canals CLC, mentre que en obrir-se,
possiblement per un canvi conformacional, aquest residu es desplagaria deixant espai
per a un ClI" addicional (Dutzler, 2004). Estudis de mutagénesi dirigida han demostrat
que el mateix residu glutamat a l'inici de I'hélix F, el qual el seu moviment és necessari
per a la translocacio del prot6 en les proteines transportadores CLC, és important per
al fast gating de CIC-0, CIC-1 i CIC-2, anomenant-lo el “gating glutamate” (Dutzler et
al., 2003; Fahlke et al., 1997; Niemeyer et al., 2003; de Santiago et al., 2005). A més a
més, la neutralitzacié del gating glutamate (E217) provoca una pérdua de sensibilitat al
CI" intracel-lular i a voltatge (Niemeyer et al., 2003).
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Figura 13. Estructura i gating de la proteina CIC-2. (A) Representacio de la proteina homodimeérica en
la membrana lipidica, amb les dues subunitat colorejades diferents. Els ions CI" es mostren com a esferes
verdes i els dos residus glutamat transportadors de protons es troben identificats en vermell.
(B) Representacié diagramatica de la regid d'uni6 a CI" en les conformacions tancada i oberta
(closed/open) definides per la posicié de Gluex. La conformacié tancada mostra dos ions CI” en les
posicions “central” i “interna”; un tercer i6 ClI" en la posicié “externa” apareix en la conformacié oberta.
Imatge extreta de (Miller, 2006).

Similarment als seus homolegs CIC-0 i CIC-1, la seqliiéncia de permeabilitats descrita
pels corrents regulats per CIC-2 és CI=Br>>I>F" (Stolting et al., 2013; Thiemann et al.,
1992). Aquesta selectivitat anidnica s’ha detectat en diferents treballs i tipus cel-lulars i

es considera una caracteristica tipica de CIC-2 (Jentsch et al., 2002).
2.1.2. Propietats farmacologiques de CIC-2

La farmacologia de CIC-2 i dels canals ionics CLC en general resulta dificil per la
manca de bloquejants especifics. No obstant, nombrosos treballs demostren que la
corrent de CI' de CIC-2 es bloqueja per diferents compostos depenent del tipus

cel-lular.
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S’ha descrit que CIC-2 es bloqueja per derivats de I'acid carboxilic (com per exemple,
DPC, NPPB i Cd*") pero és insensible a tamoxifen (TMX) i SITS (Duan et al., 2000;
Furukawa et al., 1998). A part d’aquests compostos, la toxina GaTx2 inhibeix amb alta
afinitat CIC-2 alentint la seva activacio perd no bloqueja els canals oberts. GaTx2 no
afecta cap dels altres canals de CI" i és considerat un inhibidor especific de CIC-2
(Thompson et al., 2009).

Com a complementacio als inhibidors de CIC-2, aquests poden ser activats també per
agents farmacologics. Aixi I'omeprazol, quan és activat per acid, forma espécies
carregades que reaccionen amb les cisteines de les proteines (Keeling et al., 1985); el
canal CIC-2 consta d’aquests residus de cisteina que sén accessibles a les espécies

reactives de 'omeprazol (Cuppoletti et al., 2001).
2.2. REGULACIO DEL CANAL CIC-2.

La regulacié de CIC-2 té lloc tant a nivell d’expressié com funcionalment, afectant els

nivells de mRNA de CIC-2 i/o proteina aixi com I'activitat del canal CIC-2.

L’acidificacié extracel-lular augmenta les corrents regulades per CIC-2 mentre que
l'alcalinitzaci6 les disminueix en expressar la proteina de manera heterologa en oocits
de Xenopus (Jordt and Jentsch, 1997) i la proteina enddgena en cél-lules de mamifer
(Clark et al., 1998). El pH acid, activaria CIC-2 protonant un residu glutamat del porus,
ja que s’ha descrit que en mutar-lo es perd la modulacié del canal per pH acid
(Niemeyer et al., 2003). L’activacid maxima del canal es déna a un pH proper a 6.5 i
s’inhibeix amb una acidificacié6 més potent (Arreola et al., 2002; Jordt and Jentsch,
1997), inhibint-se irreversiblement a pHs superiors a 9. Aquesta complexa modulacié
de CIC-2 pel pH extracel-lular es podria explicar per I'existéncia de dos llocs d’'unié a
H* independents, que modulen la seva activitat desplacant la seva dependéncia a

voltatge (Arreola et al., 2002).

Les corrents de CIC-2 s’'incrementen degut a 'augment del volum cel-lular induit per
hipotonicitat quan s’expressa en oocits de Xenopus (Thiemann et al., 1992), fet que
suggereix que el canal podria estar involucrat en mecanismes de regulacié del volum
cel-lular (Jordt and Jentsch, 1997). Fins ara, hi ha poques evidéncies sobre la
regulacio de CIC-2 per fosforilacid quan el canal s’expressa de manera heterologa.
S’ha descrit que aquest canal no s’activa per fosforilacio depenent d’AMPc en odcits
de Xenopus (Furukawa et al., 1998) tot i que en alguns treballs es mostra que les
corrents endogenes podrien estar modulades per fosforilacié (Fritsch and Edelman,

1996), suggerint que aquest mecanisme de regulacié pot requerir proteines
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associades. En preséncia de PKA intracel-lular, es déna una activacié de CIC-2 i
aquesta activacié pot ser suprimida per l'inhibidor de PKA, mPKI i H-89 (Kajita et al.,
2000; Tewari et al., 2000). A més a meés, experiments de mutagénesi dirigida han
permés determinar dos llocs responsables de I'activacio de PKA situats a I'extrem C-

terminal del canal CIC-2 en humans (Cuppoletti et al., 2004).

Factors que alteren els nivells d’expressié de CIC-2 també podrien estar regulant la
seva activacio. Diferents treballs han descrit augments en I'expressié de CIC-2 al rony6
per I'acciéo d’hormones que modulen la reabsorcié renal com I'aldosterona (Ornellas et
al.,, 2002) i la vasopressina (Morales et al., 2001), suggerint un rol del canal en el
transport de CI'. Els nivells d’expressié de CIC-2, tant a nivell de mRNA com a nivell
proteic, en el rony6 de rata es troben significativament reduits quan es realitza una
ovariectomia, i aquests nivells es restableixen per l'accié d’estrogens com l'estradiol
(Nascimento et al., 2003).

La proteina de Hsp90 i Hsp70 s’activen en resposta a estrés cel-lular i es troben
associades a CIC-2. Aquesta associacié dona lloc a una sobreexpressio de 'activitat
del canal gracies a la facilitacio de I'obertura del canal i la millora de la sensibilitat a CI
intracel-lular (Hinzpeter et al., 2006). Per un cantd, la inhibicié de Hsp90 comporta una
menor arribada de CIC-2 a la membrana plasmatica i una reduccio de 'amplitud de les
corrents regulades per CIC-2. Agquesta associacié pot tenir importants consequéncies
fisiologiques, donant lloc a una major activitat de CIC-2 en resposta a situacions
d’estrés cel-lular, com I'elevada temperatura, isquémia o agents oxidants. No obstant,

les bases moleculars d’aquesta interaccié encara no s’han descrit.

S’ha descrit que determinats compostos com el TNF-a (Bali et al., 2001) o l'acid
araquidonic (Cuppoletti et al., 2001) poden modular I'activitat de CIC-2 en cél-lules
epitelials de colon o de pulmé, respectivament. L’activacié de CIC-2 per l'acid
araquidonic no s’inhibeix pels inhibidores de PKA. Finalment, CIC-2 podria regular-se
per alteracions en el citoesquelet ja que s’ha descrit I'existéncia d’interaccions
electrostatiques entre I'extrem N-terminal del canal i el citoesquelet d’actina (Ahmed et
al., 2000).

Diferents estudis han suggerit que el trafic endosomal i el reciclatge de CIC-2 esta
parcialment regulat per vies dependents de rab5 i rab11 (Cornejo et al., 2009; Dhani et
al., 2008). Tanmateix, s’ha observat que CIC-2 és objecte d’'una rapida endocitosi,
aproximadament un 70% de la proteina és reciclada passats 4-8 minuts
d’internalitzacié. Aquesta internalitzacié per endocitosi és regulada en part per la

tirosina 179 present en un loop intracel-lular i que tan sols una proporcio resideix en els
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lipid rafts (Cornejo et al., 2009). Recentment, s’ha descrit que la quinasa JAK2,
activada per I'encongiment de la cél-lula, disminueix I'activitat de CIC-2 en oocits de
Xenopus contrarestant aixi, la sortida de CI de la cél-lula (Hosseinzadeh et al., 2012).
Aquesta disminucio de I'activitat esta associada a una menor quantitat de la proteina
CIC-2 a la membrana cel-lular quan es coexpressa amb JAK2, segurament interferint
directament en la insercié de CIC-2 a la membrana.

S’ha suggerit també que tant I'estrés metabdlic, com la deplecié d’ATP, indueixen un
increment de I'expressio de CIC-2 a la superficie cel-lular degut a una reduccié en la
seva internalitzacié per endocitosis (Dhani et al., 2008), essent la interaccié entre CIC-
2 i ATP per mitja dels dominis CBS de CIC-2 (Stélting et al., 2013).

2.3. FUNCIONS DE CIC-2.

Es segueix sense conéixer el paper fisioldgic de CIC-2 completament, pero I'expressiod
ubigua del canal suggereix que aquestes funcions podrien ser diferents segons el tipus
cel-lular on s’expressés. Els diferents rols fisiologics del canal s’han pogut definir
gracies al ratoli knock-out de CLCN2 (Bosl et al., 2001; Cortez et al., 2010; Makara et
al., 2003; Nehrke et al., 2002; Nighot et al., 2009; Zufiga et al., 2004) i als pacients
amb mutacions en CLCN2 (Di Bella et al., 2014; Depienne et al., 2013). Els primers
estudis van mostrar que I'abséncia de la proteina CIC-2 provoca la degeneracié de la
cél-lula germinal masculina i dels fotoreceptors en el ratoli knock-out (Boésl et al.,
2001). Fins al moment s‘ha descrit pocs pacients amb mutacions en CLCN2, alguns
presenten corioretinopatia amb defectes en el camp de visié (Depienne et al., 2013) i
recentment s’ha identificat un pacient que mostra també infertilitat (Di Bella et al.,
2014). Tot i aixi, el paper fisiologic de CIC-2 en la retina i els testicles roman
desconegut i tant sols s’ha suggerit que CIC-2 pot ser important per el control de

'ambient idnic de les cél-lules en aquests teixits.

Les unions tight estan formades per una barreja de proteines transmembrana unides
per mitja de proteines citoplasmatiques al citoesquelet. Aquestes unions en la zona
apical intercel-lular s6n responsables de la funcionalitat de la barrera, i la pérdua de la
funci6 de la barrera intestinal contribueix a un gran nombre de malalties intestinals com
el trastorn de lintesti inflamat, trastorns celiacs i lesions de reperfusio isquémica
(Nighot and Blikslager, 2010; Turner, 2006). Hi ha evidencies que CIC-2 juga un paper
important en la recuperacio de la funcié de la barrera epitelial després d’una isquémia
a través de l'organitzacié de la reparacié de les unions tight apicals tals com la
Occludina i la Claudina-1 (Moeser et al., 2004; Nighot and Blikslager, 2012). S’ha

descrit que I'abséncia de CIC-2 durant la formacié de la monocapa comporta una
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localitzacié subapical difosa d’'Occludina, que en condicions normals es troba
localitzada en la membrana cel-lular i que laplicaci6 de l'activador de CIC-2,
lubiprostona, en la mucosa afectada per isquémia restaura la localitzacié d’Occludina

en les unions tight (Moeser et al., 2007).

La fibrosi quistica és un trastorn genétic cronic, progressiu i autosomic recessiu que
afecta principalment les glandules mucoses de l'organisme i altera criticament els
pulmons, pancrees, fetge i intestins de nens i adults joves. Es caracteritza per un
transport anomal de CI' i Na" a través de I'epiteli provocant secrecions viscoses i
espesses causades per mutacions en el canal de CI' CFTR (Yankaskas et al., 2004).
Un altre dels rols de CIC-2 suggerit és el de proporcionar una via alternativa per a la
secrecio epitelial de CI" en paral-lel amb el canal de CI' CFTR i aixi, activant els canals
endogens de CIC-2 es podria augmentar la conductancia de CI" en els pacients de
fibrosi quistica (Schwiebert et al., 1998). Tot i aixi, estudis realitzats en el ratoli doble
knock-out per CIC-2 i CFTR mostren que la manca de CIC-2 no provoca una major
mortalitat o afectaci6 en comparaci6 amb el ratoli knock-out per CFTR, aixi com
tampoc disminueix els nivells de secrecié de CI (Zdebik et al., 2004). Aixi doncs,
aguests resultats demostren que CIC-2 no juga cap paper en la recuperacié del canal

CFTR en la fibrosi quistica.
2.3.1. Funcions de CIC-2 associades al sistema nervios.

Els canals de CI" en el cervell regulen diferents processos com per exemple la
regulacié del volum cel-lular i el transport transepitelial, aixi com un paper en el control
de la concentracié intracel-lular de CI" en neurones que expressen els receptors
inhibitoris de GABA (Jentsch et al., 1999; Smith et al., 1995; Zifiiga et al., 2004).

CIC-2, al igual que MLCL1 i GlialCAM, mostra una localitzacié als peus astrocitaris en
contacte amb els vasos sanguinis i la glia de Bergmann i a més a més, colocalitza amb
GlialCAM a les fibres mielinitzades (Blanz et al., 2007; Jeworutzki et al., 2012). A part,
CIC-2 s’expressa en neurones hipocampals piramidals i en algunes interneurones
(Smith et al., 1995). També s’ha descrit 'expressié de CIC-2 en els peus terminals
astrocitaris contactant amb capil-lars i arterioles en capes especifiques del hipocamp
(Sik et al., 2000), aixi com en oligodendrocits (Blanz et al., 2007).

Es coneix que la inhibicio sinaptica regulada pels receptors GABA, requereixen d’'un
gradient transmembrana de CI'. L’activacié de CIC-2, pot provocar un augment del CI
intracel-lular per sobre de I'equilibri idnic, assegurant una resposta inhibitdria. S’ha

descrit 'associacié entre I'expressié de CIC-2 i per tant les corrents inward associades
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amb la resposta inhibitoria per GABA (Staley et al., 1996). S’ha suggerit que la pérdua
completa o parcial de la funcioé de CIC-2 per se és suficient per donar lloc a epilepsia,
contrariament al que s’havia descrit anteriorment (D’Agostino et al., 2004; Saint-Martin
et al., 2009). S’ha proposat també una funcié del canal CIC-2 de control directe de
I'excitabilitat neuronal al proporcionar una conductancia basal que regula I'entrada de
CI" i modificar I'excitabilitat afectant la resisténcia input de la neurona (Ratté and
Prescott, 2011; Rinke et al., 2010). Aquest pot ser el mecanisme de prevencio per a
'acumulacié de CI” en les sinapsis GABAnergiques actives (Rinke et al., 2010). Tot i
aixi, estudis recents de modelatge (Ratté and Prescott, 2011) junt amb estudis
realitzats en CIC-2 de C.elegans indiquen que el rol principal de CIC-2 és la regulacio
de I'entrada de CI' i no la sortida, regulant la posta d’'ous en C.elegans per mitja de la
modulacié de l'activitat neuronal motora (Branicky et al., 2014). Entendre la funci6
precisa de CIC-2 pot tenir repercussions importants en el coneixement del control de

I'excitabilitat neuronal.

Estudis recents en el model knock-out de CLCN2 mostren un defecte electrofisiologic
associat amb [lactivaci6 astrocitaria, observant-se també evidéncies de
neurodegeneracio en la capa CA3 de I'hipocamp (Cortez et al., 2010). Donant suport
aixi, a la possibilitat que I'expressid6 de CIC-2 jugui un paper neuroprotector en

I'hipocamp adult.

S’ha suggerit que la entrada de CI' regulada per CIC-2 tingui un paper putatiu
important en les cél-lules glials. En un inici, s’havia descrit que les corrents de CIC-2 es
veien reduides en astrocits immadurs i en astrocits reactius quan hi tenia lloc una lesio,
suggerint un paper de CIC-2 en el desenvolupament de les cél-lules glials (Makara et
al., 2003). Més tard, es va observar com s’apreciava la preséncia de vacuoles
espongiformes a les lamines externes de la mielina en ratolins CLCN2” en edats
avancades (Blanz et al., 2007; Bosl et al.,, 2001). No obstant, el ratoli knock-out no

presentava defectes neurologics.

La vacuolitzacié observada en el ratoli knock-out de CLCN2 mostrava certa similitud
amb la vacuolitzacié que presenten els pacients afectats per MLC (van der Knaap et
al., 2012). El fet d’interaccionar directament amb GlialCAM, de localitzar-se en la
mateixa regid i de mostrar una vacuolitzacié similar feia pensar que el gen CLCN2
podria jugar un paper en la fisiopatologia de la MLC. Tot i aixi, estudis realitzats en
pacients amb MLC que no presenten mutacions en el gen MLC1 o GLIALCAM tampoc
han mostrat cap mutacié en el gen CLCN2 (Scheper et al., 2010). S’ha suggerit que la

disfuncio de CIC-2 pot alterar ’'homeodstasi ionica en les cél-lules glials provocant aixi
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la aparicié de leucodistrofies tant en humans com en ratolins (Blanz et al., 2007;

Depienne et al., 2013).

S’ha descrit que mutacions en CLCN2 de pérdua de funcié causen leucoencefalopatia
amb evidéncies de microvacuolitzacié de la mielina per mitja d’imatges de MRI
(LKPAT) [MIM #615651]. Aquestes leucoencefalopaties amb edema intramielinic
varien tant en l'edat d’inici de la malaltia com en la seva presentacio clinica, sent
I'ataxia cerebelar lleu la caracteristica principal. A diferéncia del ratoli knock-out per
CLCNZ2, el qual presentava retinopatia, només es va detectar en alguns dels pacients
de l'estudi tot i que es creu que la retinopatia mostrada per la resta de pacients era

massa subtil per ser detectada al fons de I'ull (Depienne et al., 2013).

Basant-se en evidéncies indirectes, la coexpressio de CIC-2 amb el canal de potassi
Kir4.1 i la similitud del fenotips vacuolitzants entre els ratolins knock-out de CIC-2 i
Kir4.1, juntament amb la doble supressié de les connexines 32 i 47, s’ha suggerit que
CIC-2 pot ser important en el procés del potassium siphoning (Blanz et al., 2007), el
qual és necessari per al reciclatge de I'alta concentracié de potassi degut a la secrecio
d’aquest durant un potencial d’accié a través del sinciti glial cap als vasos sanguinis
(Rash, 2010).

Tot i el gran aveng que s’ha arribat a fer gracies a investigacions cliniques i
experimentals, encara queda per entendre en profunditat la relacié entre les propietats
biofisiques i les funcions cel-lulars de CIC-2, aixi com la relacié entre les funcions
cel-lulars i els rols patologics. A més a més, és necessari desenvolupar inhibidors

especifics de CIC-2 per a poder estudiar els rols fisiopatologics de CIC-2.
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3. FISIOLOGIA | FUNCIO ASTROCITARIA.

Els astrocits representen un 90% del total de cel-lules del SNC i per aquesta rag, el

seu paper és imprescindible per al correcte funcionament del sistema nervios.

In vivo, els astrocits presenten una morfologia estrellada amb prolongacions, entre 5 i
8 processos principals, cada un dels quals es ramifica en processos més fins formant
una xarxa tridimensional. Aquests processos estan polaritzats en dos dominis
funcionals, el primer, on la part més extensa de la membrana s’encara i contacta amb
les neurones veines i I'altre que es caracteritza per contactar amb els vasos sanguinis
(Benarroch, 2005; Nedergaard et al., 2003). Aquests processos altament ramificats es
caracteritzen per la preséncia de la proteina glial acidica fibrilar (GFAP), proteina
exclusiva d’aquest tipus cel-lular on la seva expressié augmenta amb el grau de
diferenciacié astrocitaria (Bovolenta et al., 1984). No obstant, hi ha estudis que
descriuen astrocits negatius per GFAP, principalment en la substancia gris (Ogata and
Kosaka, 2002).

Cada astrocit ocupa el seu propi espai anatdmic, sense solapar-se amb astrocits
veins, essent aquest el seu domini funcional. Tot i aixi, la importancia fisiologica per la
qual no hi ha solapament entre els astrocits es desconeix. Aquesta organitzacié dels
astrocits s’anomena illa funcional de sinapsis on diferents sinapsis veines poden ser
coordinades per senyals derivades d’'una unica cel-lula astrocitaria (Benarroch, 2005;
Halassa et al., 2007). Aixi doncs, diversos estudis mostren com un Unic astrocit esta
en contacte amb entre 4 i 8 somes neuronals i amb entre 300 i 600 dendrites

procedents de diferents neurones (Benarroch, 2005; Theodosis et al., 2008).

En funcié de la morfologia de les prolongacions dels astrocits, aquests es poden
classificar en astrocits protoplasmatics i fibrosos. Els astrocits protoplasmatics son
aquells que es troben principalment en la substancia gris, presenten unes
prolongacions molt ramificades al voltant dels somes i dendrites neuronals i estan
generats, principalment, per la glia radial en estadis embrionaris de la zona ventricular.
En canvi, els astrocits fibrosos es troben en la substancia blanca, presenten una
menor quantitat de processos i ramificacions perdo amb prolongacions llargues i primes
contactant amb els vasos sanguinis (peus astrocitaris) i es generen a partir de
progenitors neonatals de la zona subventricular (Wang and Bordey, 2008). Existeix
una gran heterogeneitat entre els diferents tipus d’astrocits ja que s’han reconegut
nombroses diferéncies anatomiques entre astrocits de diferents regions (Hewett,

2009). Estudis d’expressié mitjangcant microarrays mostren que hi ha pocs gens
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expressats en tots els astrocits i que segurament es produeixen patrons d’expressio

dependents de la localitzaci6 cel-lular (Bachoo et al., 2004).

La uni6 entre astrocits es déna mitjancant unions de tipus gap, formant una estructura
organitzada de manera de sinciti. Les unions gap, formades per proteines de la familia
de les connexines, son permeables a ions i permeten el flux de substrats energétics
des dels vasos sanguinis fins a les neurones que es troben en el territori d’'un astrocit
(Simard et al., 2003). Cada membrana cel-lular contribueix amb un hemicanal, o
connexd, a la unid6 gap (Abrams and Scherer, 2012; Nualart-Marti et al., 2013;
Sargiannidou et al., 2010). Cada connexdé esta format per 6 connexines organitzades
al voltant del porus central (Figura 14) i 'obertura de les connexines esta altament
regulada pel voltatge transmembrana, la fosforilaci6 i la concentraci6 de Ca*
extracel-lular, entre d’altres processos (Goodenough and Paul, 2009; Lampe and Lau,
2000; Nualart-Marti et al., 2013). Els hemicanals individuals poden estar compostos
per un sol tipus de connexina (homomerics), o per diferents tipus (heteromerics). Aixi
doncs, les unions gap es poden formar per hemicanals iguals (hemotipic) o diferents
(heterotipic). EI major constituent d’aquests hemicanals astrocitaris és la connexina 43.
Aquestes unions gap son generalment permeables a molécules més petites d'1 kDa

com per exemple nucledtids, vitamines, aminoacids i ions (Sargiannidou et al., 2010).
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Historicament, s’ha descrit els astrocits com “I'adhesiu” de les neurones en el cervell,
pero actualment es coneixen moltes i variades funcions. A part del seu paper classic

de suport a les neurones, s’encarreguen del control de 'lhomedstasi idnica i de I'aigua
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del fluid extracel-lular, de la regulaci6 del metabolisme energétic i de [l'activitat
sinaptica. A més a més, regulen els nivells de glutamat via transportadors com sén
GLT1 (EAAT-2) i GLAST (EAAT-1) en el cas dels astrocits que es troben en la glia de
Bergmann, i GABA a les sinapsis. A més a més, s’encarreguen de la destoxicacio
d’amoni, del tamponament de la concentracié extracel-lular de K* i la regulacié del
volum cel-lular i del pH. Tanmateix, proporcionen a les neurones de nutrients
metabolics i acoblen 'activitat sinaptica amb el flux sanguini local. També participen en
el manteniment de la barrera hematoencefalica i estan involucrats en la proliferacié de
cél-lules mare, aixi com també sén clau per I'extensié de les neurites i la migracio
axonal, participant també en la determinacié del nombre de sinapsis. Un altre paper
important que desenvolupen és el de protegir les neurones de l'estrés oxidatiu i
propagar i modular les senyals excitatories en el cervell per mitja de l'alliberament de

gliotransmissors (Benarroch, 2005; Blackburn et al., 2009; Oberheim et al., 2006).

Els astrocits desenvolupen un paper dual en el cervell patologic ja que actuen com a
sistema de defensa perd0 al mateix temps poden empitjorar el dany cerebral.
Pertorbacions en la comunicacié entre glia-neurona poden donar lloc a moltes
malalties neurologiques com ara la isquémia cerebral, migranya, edema cerebral i

moltes altres malalties neurodegeneratives.

MLC1, GlialCAM i CIC-2 s6n proteines astrocitaries i mutacions en MLC1 i GlialCAM
donen lloc a la fisiopatologia MLC, produint-se una acumulacié d’aigua en el cervell
dels pacients. En el cas de CIC-2, recentment s’ha associat mutacions en aquest gen
amb leucoencefalopaties vacuolitzants (Depienne et al., 2013). També s’ha descrit que
hi ha una certa disminucié de I'activitat VRAC en astrocits de rata en cultiu en els quals
se’ls ha silenciat MLC1 (Capdevila-Nortes et al.,, 2013; Ridder et al., 2011). Per
aguesta ra0, en els seglients apartats es desenvolupara el paper dels astrocits en la
regulacié del volum cel-lular, en el tamponament de K* extracel-lular i la importancia de

la formacié de xarxes glials per al correcte manteniment de ’homedstasi idnica.
3.1. REGULACIO DEL VOLUM CEL:-LULAR.

Les cel-lules animals tenen un volum especific definit i caracteristic per a cada tipus
cel-lular. La membrana cel-lular és molt permeable i per aixo, qualsevol increment en
'osmolaritat intracel-lular com per exemple durant el transport transepitelial, una
acumulacié d’'osmolits o una reduccié de I'osmolaritat extracel-lular, poden donar lloc a

un canvi en el volum cel-lular per intentar restablir I'equilibri osmatic.
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En condicions fisiologiques el volum cel-lular esta compromés per la generacio i
dissipacié de gradients microosmotics temporals i locals, generats per les funcions
normals de la cél-lula com el transport de nutrients, la modificacio del gradient ionic de
la membrana provocat pels neurotransmissors, la degradacioé de proteines, la glicolisi o

la secreci6 vesicular.

Una cél-lula pot presentar dos tipus d’'inflament en funcié de les condicions en qué es
troba. En primer lloc, l'inflament hipoosmotic es déna com a consequencia de la
reduccio externa d’osmolits (condicions hipoosmotiques del medi extracel-lular) i en
segon lloc, I'inflament isosmotic que es produeix com a consequiéncia de canvis en la
distribucié intracel-lular d’osmodlits en condicions d’osmolaritat externa constant. Aquest
segon tipus d’inflament es sol manifestar en situacions de fallada energetica com per
exemple, en cas d’isquémia o d’hipdxia. Molts tipus cel-lulars disposen de mecanismes
de recuperacié del volum per respondre a linflament hipoosmotic. Aquests procés
s’anomena regulatory volume decrease (RVD) i s’encarrega principalment de la
mobilitzacié de diferents soluts acompanyats d’aigua. Els osmolits encarregats del
reajustament del volum son el K i el CI, ja que son els ions intracel-lulars més
abundants juntament amb molécules organiques. En el cas del procés de RVD generat

per condicions d’inflament isosmotic no es coneixen les seves particularitats.

D’altra banda, també es pot donar una disminucié del volum cel-lular com a
conseqiéncia d'una hiperosmolaritat del medi extracel-lular que provoqui un
encongiment de la cél-lula. El procés de resposta a aquestes condicions s’anomena
regulatory volume increase (RVI) i implica 'acumulacié d’ions essencials (Na*/K*/CI) i
de transportadors especifics d’aminoacids i polialcohols que actuen d’osmolits
(Jayakumar and Norenberg, 2010; Jayakumar et al., 2011; Kimelberg et al., 2006;

Pasantes-Morales et al., 2006).
3.1.1. Regulaci6 del volum en astrocits.

Les alteracions del volum cel-lular en el cervell poden donar lloc a conseqiéncies
dramatiques ja que els limits d’expansié imposats pel crani s6n minims per poder
suportar un augment del volum cerebral. Aquest fet pot provocar una compressié dels
vasos sanguinis i causar episodis d’hipdxia o isquémia cerebral, comprometent la

funcié i supervivéncia neuronal.

L’augment del volum cel-lular és més predominant en astrocits que en neurones. Els
astrocits son altament permeables a l'aigua i aquesta flueix a través de la membrana

dirigida pel gradient de pressié osmotica o afavorida bidireccionalment per la preséncia
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d’aquoporines, en aquest cas per 'AQP4. L’AQP4 és un canal d’aigua que es troba
localitzats en els peus dels astrocits perivasculars i subpials. El seu extrem C-terminal
esta ancorat a la a-sintrofina, una proteina adaptadora associada amb la distrofina,
permetent un flux bidireccional entre el cervell i la sang (Amiry-Moghaddam and
Ottersen, 2003). Aixi doncs, 'AQP4 juntament amb transportadors i canals ionics, son
les molécules implicades en 'augment del volum cel-lular astrocitari i en el mecanisme
associat de RVD (Kimelberg et al., 2006).
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1)  Augment de la concentracio intracel-lular d’osmolits.
2) Entrada d’aigua i inflament de la cél-lula.

3)  Percepci6 de I'augment de volum i osmotransduccid.
4)  Sortida d’osmolits organics i inorganics.

5)  Sortida d’'aigua i recuperacié del volum cel-lular.
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Figura 15. Inflament astroglial i possibles vies de recuperaciéo del volum cel-lular durant el
mecanisme RVD. (1) En els peus astrocitaris, el K*, el Na’ i el glutamat sén captats per I'astrocit
mitjangant el canal Kir4.1, els cotransportadors Na/Glu i poster per algun altre canal cationic desconegut.
(2) Lincrement de la concentracié intracel-lular d’osmolits ve acompanyat d’'una entrada d’aigua per
difusi6 passiva i pel canal AQP4. (3) El mecanisme que percep 'augment és el RVD (regulatory volume
decrease). L’augment de Ca” intracel-lular induit per linflament cel-lular podria estar implicat en
I'osmotransduccié. També s’ha suggerit que el complex TRPV4/AQP4 estigui implicat en aquest procés.
(4) i (5) El procés RVD es basa en I'extrusié de soluts intracel-lulars juntament amb la sortida d’aigua. Els
canals VRAC tenen un paper critic en el mecanisme de RVD, permetent la sortida de ClI’, taurina (Tau) i
aminoacids excitatoris (EAA) com I'aspartat i glutamat. També es requereix una sortida de K", perd encara
no s’ha identificat el canal de K* sensible a volum implicat. No s’ha inclés bombes i transportadors que
contribueixen al moviment d’ions a través de la membrana. Imatge adaptada de (Benfenati and Ferroni,
2010).

Estudis in vitro de lI'exposicié dels astrocits a condicions d’hipotonicitat ha permes
avancar en el coneixement del mecanisme RVD (Benfenati and Ferroni, 2010). Aquest

proceés es pot dividir en tres etapes diferents:

1. Es forma un gradient d’osmolaritat intracel-lular el qual causa un inflament

cel-lular degut a I'entrada d’aigua per difusi6 a través del canal AQP4.



Introduccié 42

2. L’astrocit percep un canvi de volum i genera una cadena de reaccions

bioquimiques amb I'objectiu de recuperar 'lhomedstasi i el volum cel-lular.

3. Els mecanismes efectors d’osmotransduccié promouen ['alliberacié d’osmolits

organics, inorganics i aigua, per tal de recuperar el correcte volum cel-lular.

Fins al moment no esta del tot clar quines sén les molécules que actuen de sensors
detectant els canvis de volum. S’ha suggerit que en els mecanismes de percepcio de
canvi de volum hi estan implicades proteines transmembrana com les integrines,
receptors amb activitat quinasa (TKRs), receptors acoblats a proteina-G (GPCRs) o
canals de receptors potencials (TRPCs) (Pasantes-Morales et al.,, 2006). Un cop
activades per hiposmolaritats, aquestes proteines modifiguen les condicions
intracel-lulars com per exemple la reorganitzacié del citoesquelet o 'augment de la
concentracié de Ca2” intracel-lular. Aquestes caracteristiques juntament amb la dilucié
de les macromolécules citosdliques o la disminuci6 de la forca idnica com a
conseqléncia de I'entrada d’aigua, actuen com a senyals cel-lulars per detectar canvis
en el volum (Benfenati and Ferroni, 2010). Els subtipus 1 i 4 dels canals TRPC han
estat identificats en cultius d’astrocits i s’ha suggerit que TRPC4 podria colocalitzar
amb ZO-1 mitjangant el domini PDZ, el qual esta controlant la seva localitzacié en la
superficie cel-lular (Malarkey et al., 2008; Song et al., 2005).

També s’ha relacionat altres canals catidnics no selectius com per exemple el subgrup
de la familia TRP anomenat TRPV (transient receptor potential vanilloid related).
Aquest canals responen a una varietat d’estimuls fisics i quimics, juntament amb
alteracions del volum cel-lular. En cél-lules de mamifer s’ha implicat els canals TRPV1,
TRPV2 i TRPV4 en la percepcié i en mecanismes de transduccié dels estimuls
osmotics. Més concretament, TRPV4 s’ha descrit com el canal involucrat en
’homeostasi del volum cel-lular i en el procés RVD en varis tipus cel-lulars incloent
astrocits corticals de rata (Becker et al., 2005, 2009; Benfenati et al., 2007a; Liu et al.,
2006; Pan et al., 2008). TRPV4 s’expressa en les membranes astrocitaries terminals
en contacte amb els vasos sanguinis, on també s’expressa en abundancia AQP4. S’ha
suggerit que el complex AQP4 i el canal TRPV4 constitueixen un element clau en
I’'homeodstasi del volum cerebral, ja que funcionen com a osmosensor acoblant I'estres
osmotic a les cascades de senyalitzacio cel-lular i aixi s’estaria connectant el sensor

de senyal amb el mecanisme de resposta (Benfenati et al., 2011).

Totes aquestes proteines actuen com a sensors de canvis en el volum cel-lular,
activant una serie de vies de senyalitzacié involucrades en la reorganitzacio del

citoesquelet i en la supervivencia cel-lular. Aquesta cascada de senyalitzaci6 modula
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els fluxos de CI' i K* regulats per volum i la sortida d’'osmolits organics aper mitja del

procés RVD (Vazquez-Juarez et al., 2008).

Els osmolits implicats en la regulacié del volum sén tant ions inorganics com petites
molécules organiques, d’entre les qual inclouen sucres, aminoacids, polialcohols i
metilamines. L'expulsid o I'entrada d’aquests ions i molécules organiques son els
mecanismes més rapids per contrarestar els canvis de volum. En el mecanisme de
RVD per contrarestar 'augment del volum cel-lular, existeix una sortida predominant
d’ions intracel-lulars més abundants (CI" i K*) i d’osmolits organics com els aminoacids
excitatoris glutamat i aspartat, juntament amb taurina i ATP (Kimelberg et al., 2006;
Pasantes-Morales et al., 2006).

En el cas dels osmolits organics s’ha proposat que el flux de sortida en resposta als
canvis de volum s’efectua a través de l'activitat dels canals VSOAC (volume sensitive
organic anions channels). Aquesta activitat s’activa en condicions d’hipoosmolaritat i
en concentracions altes de K* i depén de calmodulina i de la concentracié intracel-lular
de Ca** (Kimelberg et al., 2006).

Per altra banda, en el cas dels ions inorganics, s’ha diferenciat mecanismes de sortida
de K* i de CI especifics per a cada i6 en resposta a 'augment del volum cel-lular. En
el cas del CI s’ha demostrat que el canal de CI inwardly rectifying CIC-2 podria estar
contribuint en 'lhomedstasi del volum (Ferroni et al., 1997; Makara et al., 2003). També
existeixen evidéncies in vitro que els canals VRAC contribueixen de manera molt
important en la resposta als canvis de volum contribuint al procés de RVD (Kimelberg
et al., 2006). En astrocits en cultiu, 'augment del volum cel-lular activa les corrents
VRAC, les quals promouen fluxos de CI" a través de la membrana i influeixen en el flux
de petites molécules organiques osmoticament actives com la taurina, ATP i
aminoacids excitatoris (Kimelberg et al., 1990). A més a més, estudis in vitro han
mostrat evidéncies d’una interaccié funcional entre AQP4 i VRAC, ja que mitjangant
mMiRNA de AQP4 en que es disminueix I'expressio, s’ha observat que I'activitat VRAC
també es troba disminuida (Benfenati et al., 2007b). En el cas del K existeixen
evidéncies que el flux d'ions K* és important en el procés de RVD, tot i que no s’han
identificat quins canals sén els implicats (Benfenati and Ferroni, 2010). Per exemple, el
canal de K* Kir4.1 és essencial per la regulacié de I'augment de volum cel-lular als
peus astrocitaris terminals en la medul-la espinal, perd encara no existeixen evidéncies

d’aquest mecanisme en altres regions del SNC (Dibaj et al., 2007).

El mecanisme RVI té lloc quan hi ha una disminucié del volum cel-lular associat a

hiperosmolaritat. En aquest mecanisme estan implicats el cotransportador NKKC i els
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intercanviadors Na'/H" i el CI/HCO3". NKCC1 és un transportador que principalment
s’ocupa del manteniment intracel-lular de Na*, K" i CI'. Les seves principals funcions
son la de contribuir en el mecanisme RVI després d’un xoc hipoosmotic i la participacié
en la captacié de K" de I'espai extracel-lular durant els periodes d’activitat neuronal
(MacVicar et al., 2002) perd recentment s’ha descrit que en hipocamp de rata, NKCC1
no contribueix a I'eliminacié de K" extracel-lular durant I'activitat neuronal siné que el
contribuent clau sembla ser la bomba Na'K*ATPasa. Aixi doncs, podria ser que els
mecanismes fossin diferents en funcio de la regié (Larsen et al., 2014). S’ha identificat
també que l'activitat de NKCC1 augmenta després d’un trauma en astrocits en cultiu i
el bloqueig quimic de l'activitat del canal o la silenciacié de I'expressio mitjancant
miRNA provoca l'atenuacié d’aquest augment de volum induit (Jayakumar et al.,
2011). En base a aquests fets, s’ha suggerit que el bloqueig de l'activitat del
transportador NKCC1 podria representar una estratégia terapéutica atil per al

tractament de les primeres fases del dany cerebral traumatic.
3.1.1.1. Activitat VRAC i la seva implicaci6 en el RVD astrocitari.

Els canals de CI" VRAC s’activen parcialment sota condicions isosmotiques, donant
lloc a un fons de conductancia de CI" que contribueix a determinar el potencial de
membrana i la direcci6 de la forca impulsora per altres sistemes de transport.
Depenent del potencial de membrana i d’equilibri de CI, l'activacié de VRAC pot
causar tant despolaritzacié6 com hiperpolaritzacié. Aquests canals es poden activar per
hipotonicitat, hipertonicitat, per una reducci6 de la forca ionica intracel-lular, per
'aplicacié de shear stress i per la GTPyS intracel-lular. Les corrents regulades per
VRAC s6n moderadament outwardly rectifying i presenten una inactivacio a potencials

positius (Nilius and Droogmans, 2003).

El canal VRAC presenta la seglent permeabilitat idonica: SCN>I">NO3>Br>CI>F
>gluconat. A part, VRAC proporciona una sortida d’'osmolits organics com aminoacids
(glutamat, aspartat i glicina) i polialcohols. A part, VRAC també té certa permeabilitat al
lactat i al bicarbonat (Nilius and Droogmans, 2003). Fins al moment, s’havien proposat
diversos candidats per a la modulacié d’aquestes corrents regulades per VRAC, com
per exemple la glicoproteina-P, CIC-2, CIC-3 o Bestrofina-1, els quals posteriorment

s’han descartat.

Tot i les controversies al respecte, s’ha suggerit altres noms per I'activitat VRAC, com
VSOR (volume-sensitive outwardly rectifying anion channel) i VSOAC (volume-

sensitive organic osmolyte anion channel) per la capacitat de mostrar una activacio
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variable a potencials positius i per la capacitat de promoure fluxos d’osmolits organics
com la taurina (Okada, 1997; Okada et al., 2009).

A banda de tenir un paper important en la regulacié del volum, VRAC també esta
implicat en I'exocitosi induida per I'inflament cel-lular, per la regulacié del cicle cel-lular,
en la proliferacio, migracio, apoptosi i en diferents estadis patologics com poden ser la
isquémia, 'edema cerebral i el cancer (Moser et al., 1995; Nilius et al., 1997; Okada et
al., 2006, 2009).

Recentment, s’ha descrit la proteina LRRC8A (també anomenada AGM5 i SWELL1)
com a component essencial per a la modulacio6 de les corrents VRAC (Qiu et al., 2014;
Voss et al., 2014). La familia de les proteines LRCCS8 (leucine-rich repeat containnig 8)
consta de 5 paralegs trobats en diferents cordats els qual s'anomenen LRRC8 A, B, C,
D i E (Abascal and Zardoya, 2012). Aquesta familia de proteines es va descobrir I'any
2003 i fins el moment es desconeixen les seves funcions bioldgiques en exactitud
(Sawada et al., 2003). Estructuralment, consten de 4 segments transmembrana i un
domini ric en leucines (LRR) situat a I'extrem C-terminal. Aquests dominis LRR tenen
una estructura en forma d’arc amb una superficie elevada en relacié al volum relatiu de
les proteines globulars. S’ha suggerit que aquestes proteines podrien estar
involucrades en la interacci6 entre proteines per mitja dels dominis LRR, en processos
d'immunitat innata, en el desenvolupament neuronal i en I'apoptosis (Kobe and Kajava,
2001; Padmanabhan et al., 2009).

S’ha descrit que les proteines LRRC8 podrien haver-se originat a partir de la
combinacié evolutiva entre una pannexina i alguna proteina que contingui el domini
LRR. Les pannexines son un grup de proteines que formen unions gap en vertebrats i
presenten una baixa homologia amb les innexines, proteines encarregades de formar
unions gap en invertebrats. Tot i que les pannexines formin hemicanals com les
connexines i que un dels membres d’aquesta familia, Panx1, mostri propietats similars
a les connexines, s’ha demostrat mitjangant alineacions, que formen part de families
de proteines clarament diferenciades (Bruzzone et al.,, 2003; Iglesias et al., 2009;
Scemes et al.,, 2009). Tot i que s’han identificat moltes insercions i delecions
comparant les sequéncies de LRRC8 i les pannexines, existeixen alguns motius (un
parell de cisteines en els loops extracel-lulars) ben conservats en les regions
transmembrana de les dues families de proteines, principalment en els passos

transmembrana 1i 2 i en els loops (Figura 16) (Abascal and Zardoya, 2012).
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Figura 16. Topologia proposada i modificacions post-traduccionals de les pannexines (A) i de les
LRRCS8 (B). S’observen les diferents modificacions post-traduccionals (fosforilacio, glicosilacio, acetilacio
0 ubiquitinitzacio). Es mostren les cisteines conservades en els loops extracel-lulars (en groc) i el domini
LRR en les proteines LRRC8 (en taronja). Imatge modificada d’(Abascal and Zardoya, 2012).

S’ha suggerit que les proteines LRRC8 podrien estar involucrades en la comunicacio
cel-lular, especialment en el SNC i en el sistema immune. Mitjangant un patro
d’expressid génica en teixits i en diferents tipus cel-lulars s’observa que els gens
LRRC8A i LRRCS8D s’expressen de manera ubiqua perd que LRRC8B seria especific
del SNC i que LRRC8C estaria fortament lligat al sistema immune. L'expressio de
LRRCS8E és limitada perd augmentaria la seva expressié en alguns tumors (Abascal
and Zardoya, 2012). L’'abundant preséncia de les proteines LRRC8 en macrofags i
limfocits podria suggerir el paper d’aquestes proteines en lactivacio de cél-lules

immunes per senyals d’entrada.

Estudis de fluorescéncia per hipotonicitat induida per I'entrada de |I" en cél-lules HEK
va mostrar com una truncacié a I'extrem C-terminal d’LRCC8A provoca que es quedi
retinguda intracel-lularment (Qiu et al., 2014; Voss et al., 2014). Aquesta truncacioé s’ha
observat en un pacient amb agammaglobulinémia (Sawada et al., 2003). A part, s’ha
demostrat que mutacions en LRRC8 causen canvis significatius en les propietats del

porus, especialment en la selectivitat idnica a | respecte CI' (Qiu et al., 2014).

Tot i que un dels estudis conclou que LRRCB8A és el component essencial de VRAC
(Qiu et al., 2014), un altre estudi explica que LRRC8A hauria d’agafar una conformacio
hexamerica amb minimament alguna de les altres proteines LRRC8 per donar lloc a
I'activitat VRAC (Voss et al., 2014). En aquest treball també es suggereix que I'activitat
VRAC de LRRCS8 és la mateixa que l'activitat VSOAC. Altres estudis mostren com el
model knock-down de LRRC8A provoca l'eliminacid completa de [lalliberament

d’aspartat i taurina induit per ATP, indicant 'important involucrament de VRAC en
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l'alliberament d’EAA i d’altres glicotransmissors citosodlics induit per agonistes en
cel-lules glials (Hyzinski-Garcia et al., 2014). Aquests resultats obren una porta per a
estudiar la contribucio relativa de LRRC8A i altres membres de la mateixa familia en la

comunicacio bidireccional entre 'astrocit i la neurona mitjancant 'us de miRNA.
3.2. TAMPONAMENT DEL K* EXTRACEL-LULAR.

L'activitat neuronal genera un augment de la concentracié extracel-lular de K* i per
tant, la regulacié d’aquest augment és vital per al correcte funcionament neuronal. Si
no es realitza una correcta regulaci6 del K* extracel-lular, aquest pot alterar
I'excitabilitat neuronal, I'alliberacié de neurotransmissors, el metabolisme de la glucosa
i el reg sanguini cerebral (Theodosis et al., 2008). El cervell esta preparat per resistir
concentracions de K' de 2-3 mM (Moghaddam and Adams, 1987) perd poden
augmentar fins a 10-12 mM després de l'estimulacié eléctrica fins a 80 mM en

condicions patologiques

Existeixen principalment dos mecanisme de tamponament de potassi en astrocits: el
tamponament espacial de potassi (potassium siphoning), que depen de la xarxa
astrocitaria i I'absorcié de potassi extracel-lular (Benarroch, 2005; Kofuji and Newman,
2004).

3.2.1. Tamponament espacial de K* o potassium siphoning.

Aquest mecanisme depén de l'alta permeabilitat dels astrocits als ions K" i a la
preséncia de la xarxa astrocitaria gracies a la formacié d’unions gap. El K és captat
per diversos canals i transportat llargues distancies, a través de la xarxa astrocitaria,
per finalment ser alliberat des dels peus astrocitaris fins als capil-lars sanguinis
juntament amb [laigua (Rash, 2010). Els peus astrocitaris mostren una alta
conductancia especifica pels ions K* i particularment es van registrar grans fluxos de
K" en aquesta regi6 posterior a un periode d’activitat neuronal (Newman; Orkand et al.,
1966). S’ha descrit que els peus astrocitaris son el punt fisic on es manifesta el punt i

final del potassium siphoning.

Els astrocits expressen multiples canals de K* d’entre els quals destaca particularment
el canal inward rectifying Kir4.1 ja que s’ha demostrat que en aquest canal es detecta
la majoria de la conductancia astrocitica (Butt and Kalsi, 2006; Olsen et al., 2006).
Aquest canal s’expressa en astrocits, oligodendrocits, en la glia de Bergmann i en la
glia de Miuller (Kalsi et al., 2004). A nivell cel-lular, s’expressa tant a nivell de les
sinapsis com als peus astrocitaris rodejant els capil-lars i degut a la débil rectificacio

que presenta, permet el moviment bidireccional de K* en funcié del gradient de K*
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transmembrana. Gracies a aquest canal, entre d’altres, els astrocits transfereixen el K*
des d’'on es troba acumulat fins a les regions amb una menor concentracié per
finalment abocar-lo als vasos sanguinis. Aquest procés es realitza per mitja d’un flux
de corrent a través de la xarxa glial, el qual pot ser reversible. Kir4.1 presenta un motiu
PDZ en el seu extrem C-terminal amb el qual pot formar interaccions entre proteines
que també presentin aquest motiu. Per exemple, Kir4.1 colocalitza en els peus
astrocitaris per mitja d’aquest motiu amb sintrofina, proteina associada al complex

glicoproteic associat a distrofina (DGC) (Benfenati and Ferroni, 2010).

En els peus astrocitaris, Kir4.1 es troba coexpressat amb AQP4. S’havia suggerit que
AQP4 podria estar facilitant el moviment d’aigua a través de la membrana, cooperant
amb Kir4.1 amb el moviment de K* (Nagelhus et al., 2004). A banda, també s’ha
suggerit que AQP4 regula la dinamica del volum de I'espai extracel-lular en el cervell
(Haj-Yasein et al., 2012). L’AQP4 també colocalitza amb les proteines formadores del
DGC. Per a que 'AQP4 pugui realitzar la seva funcié necessita estar anclada a la
sintrofina ja que el model knock-out de sintrofina mostra la pérdua de la proteina AQP4
en la membrana perivascular dels peus astrocitaris i els animals presenten un retard
en el tamponament de K* extracel-lular, fet que provoca una activitat neuronal
sostinguda. Agquest animal deficient en sintrofina mostra inalterada la proteina Kir4.1 i
les seves propietats funcionals, de la mateixa manera que s’observa en el knock-out
d’AQP4. Aquests resultats, a diferéencia del que es suposava fins al moment,
implicarien que Kir4.1 i AQP4 no presenten una interaccié funcional (Zhang and
Verkman, 2008). Una possible explicacié per a aquest fet podria ser que aquestes
dues proteines no pertanyin al mateix microdomini de la membrana plasmatica. Donat
que els astrocits poden ser considerats com una unitat multifuncional, s’ha hipotetitzat
gue el canal Kird.1 podria presentar diverses funcions depenent de la regié on
s’expressi, per exemple podria realitzar una funcié caracteristica al localitzar-se en els
peus astrocitaris rodejant els vasos sanguinis mentre que realitzaria una funcio diferent
quan es localitzés prop de les sinapsis (Benfenati and Ferroni, 2010). S’ha mostrat que
tot i no presentar un paper predominant en I'absorcio de K*, Kir4.1 si que és essencial

per a un eficient tamponament d’aquest (Chever et al., 2010).

La correcta formacié de les xarxes glials mitjancant les unions gap s6n essencials per
al potassium siphoning ja que gracies a aquestes connexions hi pot tenir lloc el
transport d’ions. Els astrocits expressen principalment la Cx43, perd també expressen
Cx30 i Cx26 (Nagy et al., 2004). La implicaci6 de les unions gap en la modulaci6 del
potassium siphoning es va mostrar primerament en un treball realitzat en un doble
knock-out de Cx30 i Cx43 (Wallraff et al., 2006). S’ha observat també que 'augment
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de la concentraci6 de K extracel-lular a causa d'una alta activitat neuronal, per
exemple durant una isquémia, provoca un augment dels nivells d’expressio tant
d’AQP4 com de Cx43 (Ribeiro et al., 2006). Una altra prova directe de la relacié entre
AQP4 i Cx43 s’ha obtingut en astrocits de ratoli, on disminuint I'expressio d’AQP4
mitjancant miRNA s’observa una disminucié de I'expressiéo de Cx43 juntament amb
una disminucié de la capacitat d’acoblament cel-lula-cél-lula (Nicchia et al., 2005). Per
altra banda, s’ha mostrat que les connexines oligodendrocitiques, Cx32 i Cx47, i el
canal Kir4.1 actuen en la mateixa via de regulacié del potassium siphoning durant
I'activitat axonal. Els estudis efectuats en dobles knock-out de Cx32 i Cx47 mostren
vacuolitzacio de les zones mielinitzades igual que succeeix en el ratoli knock-out de
Kir4.1 (Menichella et al., 2006).

3.2.2. Absorci6 de K™,

Fins al moment, s’ha descrit que I'absorcié de K™ en les cél-lules glials es realitza a
través de la bomba Na'K*ATPasa i del cotransportador N*/K*/2CI" (NKCC1). Aquesta
absorcié genera un desequilibri de carregues que s’ha de contrarestar principalment
amb I'entrada paral-lela d’ions CI'. Aquesta entrada de CI" pot venir a través de canals
especifics de CI', o a través de la seva recaptacié conjunta amb el K" mitjancant el
cotransportador NKCC.

S’ha descrit I'implicacié de la bomba Na*K*ATPasa en I'eliminacio de I'excés de K en
'espai extracel-lular com a conseqiéncia d’activitat neuronal (D’Ambrosio et al., 2002;
Ransom et al., 2000). S’ha demostrat I'habilitat de la Na*K*ATPasa en la regulaci6 de
la concentraci6 extracel-lular de K*, on senyals de Ca®* estimulen la bomba disminuint
aixi la concentracio extracel-lular de K* (Wang et al., 2012). Recentment, s’ha descrit
que la Na'K*ATPasa és el principal mecanisme molecular de I'eliminacié del K*
extracel-lular induit per estimuls. També s’ha demostrat el rol de les isoformes a2/a3
en la recuperacio de la concentracié de K* extracel-lular posterior a un estimul. En els
experiments realitzats, s’ha mostrat que la inhibicié de les tres isoformes a de la
Na'K*ATPasa compromet la viabilitat de les llesques d’hipocamp (Larsen et al., 2014).
A part, aquests experiments mostren que el cotransportador NKCC1 no contribueix a
I'eliminaci6 del K" extracel-lular després d'un periode d’activitat neuronal en
'hipocamp. Aquest cotransportador es troba altament expressat en astrocits en cultiu
(Larsen et al., 2014; Su et al., 2002a, 2002b) pero la proteina es troba absent en teixit
de rata (Clayton et al., 1998; Plotkin et al., 1997). Podria ser que en condicions

patologiques com I'epilepsia, edema o infart cerebral, NKCC1 estigués sobre-regulat i
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per tant tingués una contribucié en I'homeostasi de l'aigua i del K* (Larsen et al.,
2014).

Tots els mecanismes de tamponament del potassi extracel-lular, ja sigui per difusio,
potassium siphoning i/o per I'entrada de K* en associacié amb el CI" a través dels
canals de CI' o de NKCC, tenen l'avantatge que no requereixen una despesa
energética per a les cel-lules glials i que sbn mecanismes reversibles quan la
concentracié extracel-lular de K* es redueix degut a la reabsorci6 neuronal. El
potassium siphoning és el mecanisme principal durant I'activitat fisiolbgica normal, en
canvi, sota condicions patologiques la reabsorcié del K* és el mecanisme que té una
major contribucio. No obstant, I'absorcié de K* juntament amb CI té la contrapartida de
causar l'inflament cel-lular, i aquest pot derivar en la formacié d’'un edema, on seria

clau I'activitat de la bomba Na*K*ATPasa.
3.3. FORMACIO DE XARXES GLIALS.

Les cel-lules glials s’'uneixen les unes amb les altres per constituir una xarxa que
primerament va ser anomenada “sinciti panglial” (Nagy et al., 2004). Els components
principals d’aquesta xarxa glial sén els astrocits i els oligodendrocits. Aquestes
cél-lules estan interconnectades a través d’unions gap (Fischer and Kettenmann, 1985;
Nedergaard et al., 2003). Aquest tipus de xarxes, especialment la que es troba
formada per astrocits i oligodendrocits, s’estén radialment des del canal espinal i els
ventricles cerebrals fins la glia que envolta I'epiteli vascular, passant per regions de la
substancia blanca i gris (Rash, 2010; Rash et al., 1997). S’ha suggerit que entre els
astrocits i les neurones es pot establir una comunicacié directe per mitja de canals
intracel-lulars, a partir de la qual podrien proporcionar algun altre mecanisme per a la
regulacié glial durant I'activitat neuronal (Alvarez-Maubecin et al., 2000; Nedergaard,
1994).

Aquesta xarxa glial juga un paper molt important en la regulacié de ’homeostasi, el pH
extracel-lular i els nivells de K* i glutamat, i també indirectament en la pressié vascular,
la sinapsi neuronal i el trafic de glucosa des dels vasos a les neurones. A partir
d’aquestes funcions de comunicacio, les unions gap també tenen un paper important

en la morfologia cel-lular i en I'organitzacio del citoesquelet (Yamane et al., 2002).

Els astrocits expressen tres tipus de connexines, la Cx43, que és la més abundant, la
Cx30 i la Cx26 (Nagy et al., 2004). Aquests tres tipus de connexines mostren diferents
patrons d’expressié (Altevogt and Paul, 2004) i colocalitzen en les unions gap

astrocitaries. Les unions gap entre astrocits solen ser homodimeériques, compostes per
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Cx43/Cx43, les quals es solen localitzar tant en la substancia gris com en la blanca, i
la Cx30/Cx30 les quals predominen en la substancia gris (Altevogt and Paul, 2004,
Rash et al., 2001).

En els oligodendrocits s’hi expressen les connexines Cx47, Cx32 i Cx29. Tot i que
poden formar unions gap entre oligodendrocits en la regié del cos callés entre
Cx32/Cx47 (Maglione et al., 2010; Wasseff and Scherer, 2011), aquestes connexines
formen unions principalment entre oligodendrocits i astrocits. Les unions heterotipiques
que es formen sbén la Cx43/Cx47 i Cx30/Cx32 (Abrams and Scherer, 2012;
Sargiannidou et al., 2010). Les unions gap heterologues en oligodendrocits es donen
en la superficie externa de la mielina, en els loops paranodals invertits, en els somes
oligodendrocitics i en els processos d’aquests oligodendrocits que s’enllacen amb la
mielina (Rash, 2010). La Cx32 s’expressa principalment en les fibres mielinitzades de
la substancia blanca, justament als paranodes que envolten els noduls de Ranvier,
formant unions gap a linterior de la beina de mielina. La Cx47 s’expressa
principalment en els oligodendrocits, principalment al voltant del cos cel-lular (Altevogt
and Paul, 2004).

La importancia funcional de les connexines es demostra amb els diferents models
animals. El ratoli knock-out de Cx43/Cx30 és letal en estadis embrionaris i el doble
knock-out Cx32/C47 i Cx47 mostren un fenotip vacuolitzant a nivells de la mielina,
principalment en el doble knock-out ja que la vacuolitzacié s’observa a partir del dia
postnatal 13 (Menichella et al.,, 2003; Odermatt et al., 2003). S’han identificat
mutacions en els gens que codifiquen per diferents connexines que també resulten en
diferents malalties com per exemple el cas de la malaltia Charcot-Marie-Tooth lligada
al cromosoma X en qué es troba mutada la Cx32 (Yum et al., 2002). S’ha descrit
també que mutacions en el gen que codifica per la Cx43 astrocitaria dona lloc a
displasia oculodentodigital, on els pacients mostren desmielinitzacié (Sargiannidou et
al., 2010).
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Figura 17. Resum dels mecanismes astroglials implicats en I’homeostasi extracel-lular. La
morfologia astrocitaria en el cervell es caracteritza per un cos cel-lular irregular que genera diferents
processos. Aquest processos poden ser contactar amb el soma neuronal (a), envoltar les sinapsis (b) o
envoltar els vasos sanguinis (c). Per la seva part, els astrocits estan connectats entre si per unions gap
(d) que permeten la sincronitzacié de les respostes a les cél-lules distals del sinciti astroglial. Aquesta
arquitectura és fonamental per al manteniment de I'homeostasi extracel-lular. (1) Com a resultat de
I'activacidé d’un potencial d’accid s’alliberen neurotransmissors i ions a I'espai extracel-lular de la zona
perineuronal. (2) Els astrocits recapten el potassi i el glutamat extracel-lular acumulat. (3) El glutamat és
recaptat a través dels cotransportadors GLT-1 i GLAST, mentre que el potassi pot ser recaptat per
diferents canals on el més important en la zona perineuronal és el canal Kir4.1. (4) L’excés de potassi
intracel-lular és redistribuit espacialment via unions gap per tot el sinciti astrocitari fins que és abocat al
corrent sanguini via Kir4.1 juntament amb I'activacié d’altres canals com BKCa o Kv (5). Durant el procés
de potassium siphoning es crea un gradient osmotic que és contrarestat per un flux d’aigua. Aquest
moviment osmotic es realitza a través del canal AQP4 que s’expressa a les regions astrocitaries que
envolten les sinapsis i als peus astrocitaris al voltant dels vasos sanguinis. La concentracié de CI°
intracel-lular és clau per la regulacié d’aquests processos on la contribucié dels canals CLC en aquest
procés encara no esta clara. Per altra banda, les proteines LRRC8 modulen 'activitat VRAC contribuint en
el manteniment del volum cel-lular. Finalment, no es coneix clarament la funcio del canal TRPV4 pero es
proposa que pot funcionar com a osmosensor de les condicions extracel-lulars del medi i activar els
processos de control del volum cel-lular. Les bombes i transportadors que contribueixen als moviments
transmembrana dels ions no han estat inclosos. S’han incorporat la localitzacié de les proteines MLC1 i
GlialICAM al costat del canal de ClI” en el cas dels peus astrocitaris que es troben situats al voltant dels
vasos sanguinis i formant unions entre astrocits. Imatge modificada de (Benfenati and Ferroni, 2010).



