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Resum

La malaltia de Parkinson (MP) és una malaltia neurodegenerativa que afecta a milions
de persones i per la que, de moment, no existeix cap tractament que freni I'avang.
Aquesta malaltia es caracteritza per la mort de les neurones dopaminérgiques de la
substantia nigra, cosa que comporta I'aparicio de tremolors, rigidesa i bradicinésia, entre
altres simptomes.

La cinasa LRRK2 sol ser una de les principals causes genétiques d’aquesta malaltia
degut a que pot contenir certes mutacions que donen lloc a una forma de MP hereditaria.
Tot i aixi, s’ha pogut observar com en abséncia d’'aquestes mutacions que incrementen
el risc de patir MP, aquesta cinasa podria estar implicada en I'avang i la propagacié de
la malaltia. Aquest descobriment obre les portes a nous tractaments de la malaltia amb
LRRK2 com a diana. Tant els tractaments farmacoldgics proposats, com les terapies
geniques son molt prometedors, perd encara és molt aviat per assegurar que son
tractaments efectius i segurs. A més, cada tipus de tractament te les seves fortaleses i
els seus defectes, i ara per ara no es pot assegurar un benefici diferencial entre ells.

Finalment, cal entendre que en tractar-se d’'un camp d’estudi molt innovador, la
informacio obtinguda que prové d’estudis in vitro amb cultius cel-lulars i in vivo en models
animals, com el ratoli, s’haura de validar en humans.

Abstract

Parkinson’s disease is a neurodegenerative illness that affects millions of people
worldwide and for which, as of today, there is not a treatment that can stop its
progression. This disease is characterized by the death of dopaminergic neurons from
the substantia nigra, which leads to the appearance of tremors, stiffness, and
bradykinesia, amongst other symptoms.

The LRRK2 kinase is usually one of the main genetic causes for this disease as it can
contain certain mutations that lead to a hereditary form of Parkinson’s disease. In the
same way, it has been observed how in the absence of this high-risk mutations, the
kinase could also be involved in the progression and spread of this disease. This
discovery opens the door for new Parkinson’s disease treatments targeting LRRK2. Both
the pharmacological approach as well as the gene therapy are very promising, but it is
too early to ensure that they are safe and effective treatments. In addition, both
treatments have their own strengths and weaknesses, and as of now, it cannot be
discerned a benefit of one over the other.

Finally, it must be understood that since this is a very innovative field, the information
obtained from in vitro studies on cell cultures and in vivo studies on animals like mice
must be validated in humans.



Integracié d’ambits

L’ambit principal del treball és el de la biologia cel-lular. Aquest es fa evident al llarg de
tot el treball ja que es comenten molts processos cel-lulars que es donen en les cél-lules
(principalment les neurones dopaminérgiques) i com les alteracions d’aquests porten a
la patologia de la MP. Una gran part del treball comprén aquest ambit, fet que és logic ja
que és tracta de 'ambit principal i ha de tenir un paper protagonista durant tot el treball.

El segon ambit que abasta aquest treball i que és menys rellevant que I'anterior és el de
la bioquimica i la biologia molecular. Aquest ambit esta present en el treball ja que es
comenten diferents tractaments que comporten I'alteracié de I'expressié génica de la
proteina d’interés, referent a la biologia molecular; i per la part de la bioquimica esta
present perqué la proteina d’interés és un enzim i es comenta com diverses mutacions
alteren la seva activitat.

Finalment el tercer ambit del treball és el de la farmacologia i terapéutica, present ja que
es comenten terapies i el descobriment de farmacs amb diana a la proteina d'interés.
Tot i que la part de les terapies géniques sembla que formaria part de I'ambit de la
biologia molecular, donat que és tracta també d'una terapia, formaria part d’aquest
ambit.



Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS)

De tots els objectius de desenvolupament sostenible que existeixen hi ha dos que
ressalten especialment en relaci6 amb aquest treball. El primer que estaria molt
relacionat amb el treball és el numero quatre, que és relaciona amb una bona salut. La
seva relacio és evident ja que tracta sobre el descobriment de noves terapies per la MP
que en cas de ser efectives, millorarien la qualitat de vida dels seus pacients. Aquestes
terapies obren la possibilitat d’aturar I'evolucié de la malaltia permetent mantenir la
malaltia en un estadi de laténcia permanent i evitant la neurodegeneracié caracteristica
de la MP.

El segon objectiu que esta relacionat amb el treball és el nUmero nou, que parla sobre
industria, innovacio i infraestructura. Aquest objectiu esta relacionat amb el treball ja que
les possibles terapies que és comenten sén molt noves i comporten un enfoc del
tractament de la malaltia molt innovador. Aix0 es deu al fet que ara per ara no existeix
cap tractament que permeti modificar I'evolucié de la malaltia o fins i tot aturar-la, de
manera que si els tractaments comentats ho aconsegueixen seria un avang molt
important en el cami de curar la MP. D’aquesta manera, s’estaria assolint una innovacio
en el camp de la MP molt important i permetria reduir I'is dels farmacs ja existents per
aquesta malaltia que només serveixen per fer tractaments simptomatics de la malaltia.

Per tant, gracies a aquest treball és podrien assolir aquests dos objectius de
desenvolupament sostenible, com a minim en I'ambit dels pacients amb MP.
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1. Introduccié

1.1. La malaltia de Parkinson

Es tracta d’'una malaltia neurodegenerativa i incurable que es caracteritza per un
deéficit motor progressiu que provoca rigidesa, tremolors i bradicinésia entre altres
simptomes. Es tracta de la segona malaltia neurodegenerativa més prevalent, pero
en els ultims anys esta incrementant la seva prevalenga i mortalitat (1). Aquesta
simptomatologia caracteristica esta provocada per la destruccié de les neurones
dopaminérgiques de la Substantia Nigra. Aquesta pérdua de neurones esta
acompanyada de l'aparicié de Cossos de Lewis a les neurones restants, que son
unes inclusions caracteristiques al citoplasma formades per agregats d’alfa-
sinucleina, ubiquitina, proteina Tau, etc. Aquesta destruccié de les neurones provoca
una disminucié de la dopamina (DA) causa una desregulacié dels circuits dels
ganglis basals i porta als déficits motors mencionats anteriorment.

Actualment el diagnostic de la malaltia de Parkinson (MP) es fa mitjangant la detecci6
d’'aquests simptomes motors mencionats anteriorment. Hi ha dos criteris principals
que permet diferenciar MP d’altres formes de parkinsonisme, l'aparicié dels
simptomes de manera asimétrica i una bona resposta a Levodopa (Principal
tractament de MP) (2).

Fins ara I'inic tractament disponible per la MP era el tractament simptomatic, no hi
ha cap tractament que modifiqui la malaltia. A partir dels 1990s es va veure que hi
havia uns patrons hereditaris de MP i aixo va portar a la identificacié del gen que
codifica per la proteina alfa-sinucleina com a causant de la malaltia (3, 4). A partir
d’aqui, s’han descobert 90 gens que podrien estar relacionats amb la malaltia i
d’aquests només una petita part provoquen MP monogenética (1). D’aquest grup de
gens relacionats amb la malaltia, ens centrarem en aquest estudi en un en concret,
el gen que codifica per la cinasa rica en repeticions de leucina 2 (LRRK2).

1.1.1. Caracteristiques cliniques

Com s’ha comentat abans, les manifestacions cliniques tipiques de la malaltia
consisteixen en una triada de simptomes motors, que sén tremolors, rigidesa i
bradicinésia. Perd també hi ha altres simptomes no motors que es poden manifestar
abans que apareguin les manifestacions motores, fins i tot tan aviat com 12-14 anys
abans del diagnostic (5). Tot i que no es coneixen gaire bé els mecanismes
patologics d’aquests simptomes no motors, es creu que son causats per alteracions
en altres neurotransmissors i és per aixd que no responen bé al tractament
substitutiu de dopamina (6).

Les evidéncies actuals apunten a que la malaltia podria iniciar-se en altres regions
com el sistema nervids autonom periféric i el bulb olfactiu, per més tard propagar-se
cap a la regi6 inferior del tronc encefalic afectant a les seves estructures i finalment
arribant a la substantia nigra (7). Aquesta teoria podria explicar aquesta
simptomatologia no motora, que consisteix en restrenyiment, alteracions de la son,
problemes d’equilibri, fatiga i disfuncid urinaria, que precedeix a les afectacions
motores caracteristiques de la MP. De fet, hi ha un estudi que demostra que gent



que patia aquesta col-leccié de simptomes era més propensa a desenvolupar MP
en els 5 anys posteriors que gent sense la simptomatologia (8).

Degut a que la MP es tracta d’'una malaltia molt heterogénia s’ha intentat classificar-
la en diferents subclasses. Basat en la clinica trobem dos subtipus, un on el tremolor
é€s molt dominant i un altre on no és tant present. El primer no sol patir altres tipus
d’efectes motors i generalment respon correctament al tractament de substitucié de
dopamina, mentre que el segon pateix un sindrome de rigidesa acinética i
inestabilitat postural. L'avang de la malaltia i la seva patogénia és diferent en els dos
subtipus (9).

A mesura que la malaltia avanca els simptomes empitjoren, i tot i que les afectacions
motores solen ser les més caracteristiques de la MP, les alteracions no motores
tenen un impacte significatiu en la qualitat de vida dels pacients (10). Amés, aquests
simptomes solen ser dificils de tractar, la hipotensio ortostatica sol causar problemes
significatius als pacients i apareix deméncia en un 83% dels pacients 20 anys
després del diagnostic de MP (11).

Per tant, tractar la malaltia quan encara no han aparegut els simptomes motors és
crucial per prevenir la degeneraciéo motora, ja que un cop apareix, la pérdua de les
neurones dopaminérgiques és considerable (12). En un futur els esforgos haurien
de ser per trobar algun tractament que modifiqui la malaltia per actuar en aquest
estadi.

1.1.2. Tractaments disponibles

Terapia de reemplagament de dopamina

Es la terapia més utilitzada actualment i consisteix en I'tis de L-Dopa, un precursor
de la dopamina. En un principi és molt efectiva per alleugerar els simptomes inicials
de la MP, a més, és I'tinic tractament farmacologic que millora la qualitat de vida (41).
Perd durant un periode llarg de temps s’ha observat un empitjorament del
simptomes motors tot i mantenir una terapia correcte amb L-Dopa (42), aixi com els
efectes on-off, les fluctuacions al llarg del dia dels efectes del tractament. També
s’ha de tenir en compte que no permet tractar els simptomes no motors ni és capag
d’aturar o retardar 'avang de la MP ni pot revertir els efectes ja establerts.

Agonistes dopaminérgics

Serien farmacs com el pramipexol, rotigotina, bromocriptina, etc. Que a diferéncia
de I' L-Dopa poden retardar la instauracié de la simptomatologia motora (43). Tot i
aixi sdbn menys eficagos que I'L-Dopa i més cars, perd permeten reduir la dosis d’L-
Dopa si es prenen com a terapia combinada i tenen un efecte neuroprotector.

Inhibidors enzimatics

Tenim els inhibidors de la monoamina oxidasa-B (MAO-B), un enzim encarregat de
degradar la dopamina i que la seva inhibicid6 porta a un increment d’aquest
neurotransmissor al cervell. Aquests inhibidors sén la selegilina, safinamida, etc., i



en combinaci6 amb L-Dopa permeten augmentar la seva semivida fet que
incrementa el seu temps d’efecte, redueix les fluctuacions on-off i permet reduir la
seva dosis (44). Utilitzat com a monoterapia permet retardar la necessitat d’ L-Dopa
durant uns mesos i disminueix els simptomes motors (45). Per contra, en formes de
MP resistents a L-Dopa i pels simptomes no motors no te efecte.

Una altre familia d’inhibidors sén els de la Catecol-O-metiltransferasa (COMT), un
altre enzim encarregat de degradar la dopamina, per tant el mecanisme dels
inhibidors és similar al grup anterior. L'unic farmac actualment és I'entocapona, ja
que la tolcapona (el primer descobert) es va deixar d'utilitzar pels efectes
hepatotoxics. Tot i aixi, els estudis demostren que la tolcapona té efecte sinérgic amb
I'L-Dopa fins i tot quan I'entocapona no té efecte, per aixd es recomana el seu us
abans d’intentar tractaments més invasius (46).

Farmacs anticolinérgics

Soén dels medicaments més antics i economics utilitzats per la MP i es solen utilitzar
com a adjuvants al tractament amb L-Dopa. Soén utils per disminuir la
simptomatologia lleu de la malaltia, perod tenen molts efectes adversos com boca
seca, retencié urinaria, visid borrosa, etc. Els més utilitzats sén la benzatropina,
biperidina i prociclidina; que son efectius per tractar els tremolors i el baveig, pero el
seu efecte és limitat en la resta de simptomes.

L'amantadina també s’utilitza molt com a anticolinérgic, i recentment s’ha vist que
pot actuar com a antagonista parcial del receptor N-metil-D-aspartat (NMDA) que
podria explicar el seu efecte contra la discinésia (47).

Procediments quirdargics

Aquesta linia de tractament esta reservada com a ultima opcid, ja que és el
tractament amb majors riscs, el més car i el que requereix personal meés
especialitzat. L'estimulacié del cervell cronica permet alleugerar els tremolors, pero
no redueix l'acinésia ni alenteix l'avan¢g de la malaltia. S’ha considerat el
transplantament de neurones dopaminérgiques fetals i tot i que s’ha provat en
animals i s’han provat técniques similars en humans les implicacions morals aixi com
la gran quantitat de teixit necessari per que sigui efectiu han fet que sigui un
tractament complicat de desenvolupar.

Per tant, la majoria de tractaments actuals es basen en I's de L-Dopa sola o en
combinacié amb altres farmacs, i cap d’ells permet modificar 'avang de la MP.
D’aquesta manera, es reitera la importancia de buscar nous tractaments que
plantegin la possibilitat de frenar la malaltia o inclus curar-la.

1.1.3. Fisiopatologia de la malaltia

L’alfa-sinucleina

Hi ha diversos mecanismes implicats en la patogénia de la MP, perd la formacio
d’agregats d’alfa-sinucleina és la pega central. Aquesta proteina es troba sense una



estructura terciaria al cervell (13) i en dissolucié es troba en forma de tetramers
estables que sén resistents a I'agregacio (14). Quan interacciona amb molécules
amb carrega negativa, com els fosfolipids de les membranes cel-lulars, adquireix
una estructura d’hélix alfa a I'extrem N-terminal (15).

En la MP, l'alfa-sinucleina adopta una estructura rica en fulles beta que és propensa
a l'agregacio, i es troba en forma de filaments de 5-10 nm als Cossos de Lewis.
S’han proposat diversos mecanismes per aquest canvi conformacional que porta a
la seva agregacio, com pot ser la fosforilacid del residu de serina 129, Ila
ubiquitinitzacié i el truncament de I'extrem C-terminal (16, 17). Aquests mecanismes
diferents explicarien les diverses formes en que es pot trobar I'alfa-sinucleina a la
MP, mondmers desplegats, oligobmers solubles i fibres insolubles d’alt pes molecular
(18) (Figura 1).
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Figura 1: Procés d’agregacio i transferéncia de I’alfa-sinucleina. L'alfa-sinucleina de la cél-lula adquireix
una estructura terciaria erronia que forma agregats que van creixent en mida fins a arribar a formar els
Cossos de Lewis. També es poden transmetre entre cel-lules facilitant 'agregacié de 'alfa-sinucleina de la
cel-lula receptora donant una expansio de la patologia (19).

Estudis recents en rosegadors han demostrat que la forma més neurotoxica d’alfa-
sinucleina sén les formes oligomériques i no les fibres madures insolubles (20, 21).
Aixo és degut a que poden actuar com a “llavors” per accelerar i facilitar 'agregacio
d’altres alfa-sinucleines, fet que podria explicar la propagacié de la patologia pel
cervell (22).

Disfuncioé mitocondrial

La disfuncié mitocondrial es considera un altre factor important de patogénesi tant
en la MP hereditaria com en la idiopatica (23). Estudis post-mortem en cervells de
pacients amb MP van demostrar una deficiéncia en el Complex Respiratori
Mitocondrial | (CRM-I), un component vital de la cadena de transport d’electrons, i



aixd va permetre establir una relacio entre la disfuncié mitocondrial i MP (24). De fet,
aquesta deficiencia del CRM-| també es va poder trobar en les cél-lules del muscul
esquelétic i les plaquetes (25, 26).

La substancia MPTP s'utilitza en estudis amb animals per simular 'efecte de la MP
en ratolins, i aixi poder estudiar aquesta malaltia (27). Aixd es deu a que un cop
s’oxida, és captada per les cél-lules dopaminérgiques i inhibeix CRM-I. Per tant, el
fet que I'inhibici6 de CRM-I porti a una simptomatologia similar a la MP reforca la
teoria que en certa part la disfuncié mitocondrial podria estar involucrada en I'avang
de la malaltia.

Finalment, I'alfa-sinucleina té un efecte directe en el funcionament mitocondrial, aixo
es deu a que la proteina es pot acumular a l'interior dels mitocondris provocant la
disfunciéo de CRM-I i incrementant I'estrés oxidatiu (28, 29). Un estudi més recent
demostra que la forma oligomérica de [lalfa-sinucleina interaccionava amb el
receptor mitocondrial TOM20 que causava una disfuncid en la importacié de
proteines al mitocondri, una disminucié de la respiracié oxidativa i 'acumulacio
d’espécies reactives d’oxigen (ROS) (30).

Sistema Ubiquitina-Proteosoma

En estudis post-mortem en cervells de pacients amb MP s’han trobat una disminucio
drastica de l'activitat catalitica d’aquest sistema (31). En un estudi on van injectar
MPTP, que ha quedat demostrat que provoca efectes similars a MP, en titis, es va
trobar una disminucié de l'activitat d’aquest sistema (32). Finalment, en un altre
estudi amb ratolins transgénics amb defectes en aquest sistema van trobar una
degeneraci6 de les neurones dopaminérgiques i unes inclusions similars a Cossos
de Lewis al cervell, tot i que no esta clar si contenien agregats d’alfa-sinucleina (33).

Sistema d’autofagia lisosomal

Des d’el 1997 ja es va descriure 'acumulacié de vacuols d’autofagia en analisis post-
mortem del cervell de pacients amb MP (34). A més, en ratolins deficients en
I'expressio d’Atg5 i Atg7 (Gens essencials per I'autofagia) es va demostrar la rapida
neurodegeneracio i inclusié de cossos al citoplasma (35, 36).

En neurones de la substantia nigra de pacients amb MP es van trobar incrementats
els nivells d’LC3-Il (marcador d’autofagosoma), fet que suggeriria 'acumulacié de
vacuols d’autofagia (37, 38). Per contra, proteines vitals de la membrana lisosomal i
diverses chaperones es van trobar disminuits (39, 40). Per tant, aix0 apunta a una
saturacié d’aquest sistema derivada de I'acumulacié d’agregats d’alfa-sinucleina, en
que s’acumulen els autofagosomes per falta de lisosomes que els eliminin.

1.2. La cinasarica en repeticions de leucina 2 (LRRK2)

Tot i que és més coneguda amb les sigles LRRK2, també es coneix com a PARKS8 o
dardarina. El seu gen es troba a la part central del cromosoma 12 i es tracta d’'una
proteina gran i complexa amb diversos dominis. Consisteix en una cadena de 2527



aminoacids d’ uns 286 kDa. El centre catalitic consisteix en un domini ROC, que
pertany a la familia de les Ras GTPasa, seguit d’'un domini COR, ja que aquests dos
dominis sempre van en tandem, i un domini cinasa (MAPKKK).

Al'extrem N-terminal tenim dos dominis que permeten interaccions de tipus proteina-
proteina, que son I'Armadillo (ARM) i anquirina (ANK). Entre aquests dominis i el
centre actiu tenim la regié amb les repeticions de leucina. Aquest domini pot tenir
diverses funcions, regulacio de l'expressio dels gens, adhesié cel-lular, trafic
cel-lular, desenvolupament neuronal, etc. Finalment, a I'extrem C-terminal tenim
WD40 que també interacciona amb altres proteines (Figura 2).
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Figura 2: Estructura i dominis de la proteina LRRK2. Representacié dels diferents dominis de la
proteina i com es troben ubicats dins d’aquesta i quina mida tenen (48).

La seva localitzacié a I'organisme és diversa, tot i que es troba predominantment al
cervell, també es pot trobar al cor, pulmons, ronyons, leucocits, etc. Dins del cervell
la podem trobar al cortex, nucli estriat, tubercle olfactori talem, hipocamp, nucli septal
i substantia nigra (Sent aquest ultim d’'importancia per la MP) (49).

A nivell cel-lular es troba majoritariament al citoplasma, pero una part esta associada
a les membranes de certs organuls com els mitocondris, aparell de golgi, membrana
plasmatica, reticle endoplasmatic, vesicles de transport i microtubuls.

1.2.1. Activitat d’LRRK2

Els diferents dominis de la proteina li permeten tenir activitats diferents. Per un costat
tenim l'activitat cinasa del domini MAPKKK que permet fosforilar certs residus
d’aminoacids d’algunes proteines i d’aquesta manera regula I'activitat cel-lular. Per
altra banda, tenim I'activitat GTPasa propia del tandem de dominis ROC-COR, que
permet regular la forma de la proteina.

Activitat cinasa

Estudis in vitro han demostrat que certes mutacions (G2019S) que provoquen un
augment de l'activitat cinasa porten a una forma autosdomica de MP (50). Altres
estudis associen l'increment de l'activitat cinasa amb una desregulacio del transport
vesicular (51, 52) i amb alteracions del creixement neuronal (53).




Activitat GTPasa

Aquesta activitat esta lligada a la uni6 de GTP al centre actiu del domini. En
condicions de repds LRRK2 esta unida a GDP i esta en estat inactiu. Quan es dona
el canvi per GTP la proteina passa a I'estat actiu. Tot i que no es coneixen be, es
creu que aquests intercanvis estan mediats per l'intercanviador del nucleotid de
guanina (GEF), que elimina el GDP i permet la unié del GTP, i la proteina activant
de GTPasa (GAP) que catalitza la hidrolisi del GTP unit pel GDP lliure. Les mutacions
properes a aquest domini com R1441C redueixen I'hidrolisis de GTP de manera que
aquest esta unit a la proteina més temps i aixd porta a un augment de l'activitat
cinasa (54). Aixd explicaria que I'unié de GTP al domini GTPasa porta a una major
activitat del domini MAPKKK (55).

1.2.2. Funcions cel-lulars d’LRRK2

Transduccioé de senyals

S’ha considerat que LRRK2 podria regular la via de la MAPK, que s’encarrega de
regular la proliferacié cel-lular, la inflamacié i I'apoptosi. Quan es sobreexpressa
LRRK2 es pot observar un increment de l'activitat ’'ERK1/2 i ERK5 (cinases
d’aquesta via) (56, 57).

Una altre via que pot estar afectada per LRRK2 és la via de senyalitzacio WNT.
Mutacions en els dominis ROC-COR alteren l'interaccié amb les proteines DVL
d’aquesta via (58). La glicogen sintasa cinasa 3 (GSK-3), un component clau
d’'aquesta via també interacciona amb LRRK2. La mutaci6 G2019S, mencionada
anteriorment, presenta una major afinitat amb GSK-3 que la forma wild type de la
proteina (59). Aquestes evidéncies apunten que, en les neurones, LRRK2 podria
alterar aquesta via encarregada del control de la sinapsis neuronal. Aixd0 queda
evident en el fet que formes mutades d’'LRRK2 causen una reducci6 de la longitud
de les neurones i de les seves ramificacions, mentre que la deficiéncia causa una
extensio robusta de la xarxa neuronal (60).

Via de I’endolisosoma i autofagosoma

Com s’ha comentat anteriorment, LRRK2 es localitza tant al citosol de les cél-lules
com en les membranes de diferents organuls, perd curiosament la fraccié que es
troba a les membranes té una major activitat cinasa que la que es troba lliure al
citosol (61). També es demostra que LRRK2 es transloca als lisosomes en procés
de degradacid, fet que exemplifica la seva importancia en 'homeodstasi d’aquest
procés (62).



Diversos estudis apunten a que una de les proteines substrat de 'lLRRK2 son les
diferents proteines de la familia RAB (63, 64). Aquestes proteines son les
encarregades de regular el trafic de vesicules a la cél-lula, de manera que els efectes
de LRRK2 podrien modificar el transport de vesicules bloquejant la fusié dels
endosomes amb el lisosoma i afavorint I'exocitosi del seu contingut (Figura 3). Aixo
es fa evident en el model de ratolins knock out pel gen d’LRRK2, que demostren un
increment de marcadors lisosomals a les cél-lules (65). Amés, amb el temps, es pot
observar un increment de lisosomes secundaris amb lipofuscina, un producte derivat
de la peroxidacié dels lipids de membrana, que demostraria que LRRK2 facilita
I'eliminaci6 als lisosomes (62).
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Figura 3: Paper d’LRRK2 en el transport vesicular d’agregats d’alfa-sinucleina. Mitjangant la
fosforilacio de Rab35 es bloqueja la fusié de 'endosoma amb el lisosoma i s’afavoreix I'excrecié d’alfa-
sinucleina a les neurones veines promovent I'expansio de la malaltia (66).

1.2.3. Quina relacié hi ha entre LRRK2 i MP

Com s’ha comentat anteriorment, certes mutacions en LRRK2 porten a un increment
de l'activitat cinasa que desencadenaria una forma de MP hereditaria. Aixd permetria
relacionar LRRK2 amb les formes de parkinsonisme genétiques, perd és possible
que també pugui provocar MP esporadica.

Una de les formes d’eliminar l'alfa-sinucleina de les cél-lules es mitjangant els
lisosomes, per tant, si hi ha alguna alteracié d’aquesta via podria portar a la seva
acumulacié i agregacio, sent possible arribar a desenvolupar MP. Amb el
coneixement que LRRK2 regula aquesta via, és possible predir que la seva activitat
pot estar relacionada amb l'inici i evolucié de la MP.

2. Objectius

Un dels objectius principals del treball és la necessitat d’establir una relacio clara i
inequivoca entre LRRK2 i la MP. Segons el que es pot entendre de la Introduccio del
treball i de la bibliografia associada sembla clara una relacié possible entre els dos,
pero cal aprofundir més en aquesta relacio.



Un altre objectiu a avaluar en aquest estudi és 'existéncia de certes mutacions en
LRRK2 que incrementin el risc de patir MP. Pel que s’ha comentat a la Introduccio
sembla clara I'existéncia de mutacions que no només incrementen el risc de patir
MP sin6é que donen peu a una forma de MP hereditaria. Per tant, I'objectiu sera
aprofundir en aquestes mutacions, descobrir quines son i quin és el mecanisme pel
que incrementen el risc de patir MP.

Un tercer objectiu parteix de la pregunta: només les mutacions en LRRK2 causen
un increment de risc de MP o també hi ha altres causes? Per tant, aquest objectiu
es centra en descobrir si en persones sense les mutacions que incrementen el risc
de MP es pot establir una relacié de causalitat entre LRRK2 i la MP, i quines causes
o situacions poden provocar-ho.

Finalment, un cop s’ha avaluat i establert una relacié clara entre LRRK2 i la MP es
pot parlar sobre la importancia d’aquesta relacié. Per tant, aquest ultim objectiu
tracta sobre descobrir noves possibles linies de tractament amb I'esperanca de
poder trobar algun possible tractament prometedor que pugui modificar la malaltia o
fins i tot aturar-la.

3. Materials i métodes

Degut a que es tracta d’un treball completament bibliografic els materials necessaris
per aquest son escassos. Només caldria un ordinador per efectuar les recerques
bibliografiques necessaries i puntualment en cas de ser necessari algun llibre en
format paper. Una gran part de les fonts bibliografiques parteixen de la recerca a
bases de dades d’estudis, perdo també es poden consultar revistes cientifiques.
Aquestes poden ser de caire més general com per exemple la revista Science,
Nature o Medical Science; o poden ser més especifiques pel tema del treball. En
aquest cas, com es tracta d’'un treball sobre la MP, una malaltia neurologica, les
revistes que seran d’utilitat son les relacionades amb la neurobiologia. Aquestes
revistes seran, per exemple, Lancet Neurology, Neurological Sciences,
Neurochemical Research o fins i tot tan especifiques com per exemple Movement
Disorders, que només publica sobre diferents trastorns del moviment, caracteristica
principal de la MP.

Els métodes per fer el treball sén molt similars independentment del tipus de font
bibliografica consultada. Com majoritariament seran fonts electroniques ens
centrarem en aquest cas per descriure els métodes. Per iniciar la recerca
bibliografica cal accedir a alguna base de dades fiable. Aquesta base de dades pot
ser, per exemple, PubMed, que forma part de la web de l'institut nacional de salut
(NIH en anglés). Un cop s’ha accedit a la base de dades cal decidir I'idea inicial de
la que es vol partir, pot ser algun tema general relacionat amb el treball, com per
exemple la MP. Un cop s’ha decidit aquesta idea cal anar acotant la recerca per
refinar els resultats de manera que siguin el més rellevant possibles pel treball. Un
cop s’aconsegueix aixo es pot comencgar a llegir els estudis per anar obtenint la
informaciod necessaria per complimentar el treball. Aquesta recerca no només permet
adquirir els coneixements necessaris per detallar els mecanismes d’interaccié entre
LRRK2 i la MP, sind que qualsevol teoria que pugui formular-se durant I'elaboracio



del treball pot ser que ja hagi sigut avaluada amb un estudi i es pot utilitzar per donar
major fiabilitat a aquesta.

Una altre manera molt efectiva per trobar molts estudis amb gran relacié6 amb el
treball és buscar en bases de dades revisions d’estudis relacionats amb aquest. De
manera que amb una unica revisio es poden trobar desenes d’estudis d’alta
rellevancia pel treball.

4. Resultats i Discussio

4.1. Mecanisme patologic d’LRRK2 i risc de patir MP

Tota la literatura actual apunta a I'alteracio de I'alfa-sinucleina com a causant de la
MP mitjancant la formacio d’agregats coneguts com a Cossos de Lewis, per tant,
primer cal entendre quins mecanismes afavoreixen la malaltia, que en aquest cas
seran les alteracions ens els processos relacionats amb aquesta alfa-sinucleina
patologica.

4.1.1. Mecanismes patologics de I’alfa-sinucleina

Hi ha estudis que han demostrat que l'alfa-sinucleina s’acumula a les terminals dels
axons, molt abans de que es formin els Cossos de Lewis, i aguesta acumulacio esta
relacionada amb la pérdua de cognicioé (67). A més, pacients amb estadis primerencs
de la MP presenten un dany axonal extens, aixi com la pérdua de la connectivitat de
la via nigroestriada (68). Aixo podria demostrar que la patologia de I'alfa-sinucleina

podria estar relacionada amb els terminals presinaptics dels axons (Figura 4).
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Figura 4: Procés de dany axonal per acumulacié d’agregats d’alfa-sinucleina. A mesura que es
van acumulant els oligdmers d’alfa-sinucleina es va reduint la longitud dels terminals axonals i es van
perdent les connexions neuronals (69).
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En condicions fisioldgiques, I'alfa-sinucleina s’encarrega de regular, juntament amb
altres proteines, I'exocitosi de neurotransmissors a l'espai sinaptic (70). En
condicions patologiques, l'acumulacié d’oligdbmers d’alfa-sinucleina en [I'espai
presinaptic provoca una desregulacid de les proteines encarregades d’aquest
procés (69). Aquesta alteracié es dona de manera progressiva i selectiva per les
neurones dopaminérgiques, com a minim en models animals (71). Finalment, acaba
portant a la mort de les neurones dopaminérgiques.

Hi ha diverses teories sobre per que els efectes dels agregats d’alfa-sinucleina es
fan més evidents en les neurones dopaminérgiques. Una d’aquestes teories es basa
en que les neurones dopaminergiques tenen menys mielinitzacio als seus axons de
manera que necessiten una major energia per transmetre els potencials d’accié (72).
Aquest requeriment energétic major les fa més vulnerables a qualsevol alteracié en
la produccié d’energia com per exemple la disfuncié mitocondrial, que s’ha demostrat
que té un paper important en la MP (73).

Una altre teoria apunta a que l'alfa-sinucleina regula 'homedstasi de la dopamina a
diferents nivells. Per un costat, 'enzim limitant de la sintesi de dopamina, la tirosina
hidroxilasa (TH), esta negativament regulat per la concentracié d’alfa-sinucleina (74).
Per altre banda, els agregats d’alfa-sinucleina redueixen el transport de dopamina a
les vesicules sinaptiques per part d’'VMAT2 (el transportador vesicular de
monoamines 2) i la recaptacié de dopamina de I'espai sinaptic al citoplasma per part
del DAT (el transportador actiu de dopamina) (70).

Per tant, els efectes de I'alfa-sinucleina es donen per la seva acumulacio, fet que
porta a pensar que possiblement una disminucié de la seva eliminacio sigui la causa
de la formacio dels agregats i de la patologia. Per tal d’entendre com es podria reduir
la seva eliminacio primer cal saber quins mecanismes segueix aquesta.

4.1.2. Mecanismes d’eliminacié de I’alfa-sinucleina

Un mecanisme per I'eliminacio d’alfa-sinucleina és mitjangant el proteosoma, ja que
la inhibicié d’aquest porta a una acumulacié de I'alfa-sinucleina (75). A més, s’ha vist
com els nivells de les diferents subunitats del proteosoma estan reduits en pacients
amb MP (76). Aquesta via es basa en l'ubiquitinitzacié de I'alfa-sinucleina per tal que
es pugui degradar al proteosoma amb gast d’ATP (Figura 5A). Aquesta necessitat
d’ATP fa aquesta via susceptible a qualsevol alteracio en I'obtencié d’aquest per part
de la cél-lula.

Un altre mecanisme seria mitjangant la via d’autofagia lisosomal ja que l'us d’un
inhibidor lisosomal com el clorur d’amoni porta a 'acumulacié d’alfa-sinucleina (77).
Aquesta via es pot dividir en 3 vies diferents que convergeixen en el lisosoma, la
microautofagia, macroautofagia i 'autofagia mediada per chaperones (CMA de les
sigles en anglés). Tot i que encara no s’ha pogut relacionar I'eliminacié d’alfa-
sinucleina mitjangant la via de microautofagia, les altres dos si que sén mecanismes
coneguts de la seva eliminacié. En la macroautofagia l'alfa-sinucleina queda
envoltada per I'autofagosoma (un organul de doble membrana) per després fusionar-
se amb el lisosoma. En la CMA l'alfa-sinucleina s’uneix a les chaperones (hsc70 en
aquest cas) ja que conté una sequéencia d’aminoacids que reconeixen (KFERQ
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segons el codi d'1 lletra dels aminoacids) i aquesta entra al lisosoma gracies a
LAMP2A, una proteina de la membrana del lisosoma (Figura 5B).

Per tant, qualsevol alteracié en algun d’aquests mecanismes directament, o algun
mecanisme indirecte (com la disfuncié mitocondrial que provocaria una falta d’ATP
pel proteosoma) podria provocar I'acumulacié d’alfa-sinucleina i en ultima instancia
la MP.

| Misfolded a-synuclein (ma-SYN) |

B
Ubiquitin MacroAd l CMA MicroA®
w Chaperones
ma-SYN |

PolyUBQ- ma-SYN

CmQ'SYN KFERQ

l LAMP-2
P

Autophagosome\
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Lysosomal degradation

The ubiquitin-proteasome pathway The autophagy-lysosomal pathway

Figura 5: Diferents mecanismes d’eliminacioé de I'alfa-sinucleina. A 'esquerra hi ha I'eliminacié via
proteosoma (A) i a la dreta per la via lisosomal, a la que es pot accedir mitjangant la microautofagia, la
macroautofagia i via CMA (B) (78).

Un cop s’han esbrinats quines vies segueix I'eliminacié de I'alfa-sinucleina cal saber
quin és el paper de 'LRRK2 en aquest procés i per que és important en la MP.

4.1.3. Mecanismes de la MP associats a LRRK2

En referéncia al proteosoma, la sobreexpressié d’LRRK2, tant la forma wild type com
la mutacio G2019S, provoca una reduccio de I'activitat del proteosoma sense alterar
els nivells d’expressid de les seves subunitats (79). Tot i que no es coneix el
mecanisme pel que LRRK2 inhibeix la degradacid de proteines per part del
proteosoma, aquest descobriment permetria explicar 'acumulacié d’alfa-sinucleina
ubiquitinitzada. A més, per tal que hi hagi aquesta inhibicid, és necessaria una
sobreexpressio de LRRK2, fet que apuntaria a que és necessaria alguna alteracio
en ’homeostasi de la proteina per tal que es doni aquesta activitat que comporta el
risc de patir MP.

Donat que l'alfa-sinucleina es pot eliminar tant per la via del proteosoma com per la
via lisosomal, és possible que I'alteracio o mal funcionament d’un d’aquests sistemes
pugui ser coberta per l'altre. Per tant, possiblement sigui necessaria una alteracio
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dels dos sistemes per tal que es produeixi una acumulacié d’alfa-sinucleina que
pugui causar MP.

En la via lisosomal, com s’ha comentat anteriorment, hi ha diversos mecanismes per
I'eliminaci6 de l'alfa-sinucleina. Pel que fa a la via de la macroautofagia, tant la forma
wild type com la mutaci6 G2019S d'LRRK2 inhibeixen la formacié de
'autofagosoma. Les dos mutacions representades (Figura 6) inhibeixen la fusio de
I'autofagosoma amb el lisosoma i la mutacio G2019S a més, disminueix I'eliminacio
d’alfa-sinucleina i promou l'aparicié de grans vacuols d’autofagia disfuncionals.
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Figura 6: Diferents punts d’accié d’LRRK2 en la via de la macroautofagia. L'LRRK2 inhibeix la
formaci6 de l'autofagosoma i la seva fusié amb el lisosoma. A més, les mutacions com G2019S i
R1441C poden afectar a aquesta via en altres punts diferents (80).

Aquesta inhibicié de la formacié de I'autofagosoma i la seva posterior fusié amb el
lisosoma es creu que pot ser degut a que LRRK2 regula la proteina Rab7, proteina
encarregada del transport i la fusid dels autofagosomes i endosomes amb el
lisosoma. L'efecte d’LRRK2 disminueix l'activitat de Rab7 tant en els models amb
sobreexpressio de wild type LRRK2 com els models amb les formes mutades.
Aquesta disminucié de l'activitat de Rab7 causa una disminucié del trafic dels
autofagosomes i una disminucio de la fusio d’aquests amb els lisosomes mentre que
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'augment de I'activitat de Rab7 incrementa I'eliminacio de 'alfa-sinucleina (Figura 7)
(81, 66). Per tant, la sobreexpressi6 d’LRRK2 i certes mutacions d’aquest
provocarien una disminucioé de I'eliminacié d’alfa-sinucleina.

En la via de CMA, I'efecte d’LRRK2 és més directe. Anteriorment s’ha comentat que
I'alfa-sinucleina conté una sequéncia que la chaperona hsc70 reconeix i permet la
seva eliminacio per aquesta via, LRRK2 també conté aquesta sequiéncia i en cas
d’estar sobreexpressat o tenir alguna mutacié, es dona una inhibicié competitiva
perqué tant l'alfa-sinucleina com LRRK2 competirien per unir-se a LAMP2A. Es
aquesta competicio la que disminuiria I'entrada de I'alfa-sinucleina als lisosomes fent
que s’acumulés a les neurones (66).

Finalment, I'eliminacié de mitocondris danyats per via lisosomal també es veu
afectada pels efectes d’LRRK2. En condicions normals, els mitocondris es troben
units a la proteina Miro que actua com un ancoratge als microtubuls, quan els
mitocondris van patint danys aquesta proteina es va separant d’aquests de manera
que es facilita la mitofagia (inclusié dels mitocondris als lisosomes per la seva
destruccié). En els casos que LRRK2 es troba mutada o sobreexpressada la
proteina Miro es reté enganxada als mitocondris durant més temps allargant la vida
dels mitocondris danyats (82). De la mateixa manera, la disminuci6 de I'activitat de
Rab7 causada per LRRK2 també disminueix la mitofagia.
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Figura 7: Vies d’actuacié d’LRRK2 en I’eliminacié de I’alfa-sinucleina per via lisosomal. L'LRRK2
redueix el trafic de la via de 'autofagosoma lisosomal, disminueix I'eliminacié d’alfa-sinucleina per la via
CMA i també redueix la mitofagia (66).

Pel que es pot observar a la figura 2, LRRK2 també pot incrementar I'exocitosi d’alfa-
sinucleina a I'exterior de la cel-lula mitjancant la inhibicié del pas d’endosomes al
lisosoma. Aquesta inhibicioé es dona a partir de la fosforilacié de Rab35 que evita la
fusio dels endosomes, que contenen alfa-sinucleina a I'interior, amb els lisosomes i
que a la seva vegada, facilita que aquests endosomes siguin transportats cap a la
membrana cel-lular i s’alliberi I'alfa-sinucleina a I'exterior (66). Aix0 és de vital
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importancia ja que explicaria un dels mecanismes que facilitarien el transport dels
agregats cap a cél-lules veines i com la malaltia es va propagant. Aquests agregats
d’alfa-sinucleina que es transfereixen entre cél-lules faciliten 'agregacio de I'alfa-
sinucleina de la cél-lula receptora actuant com a llavors per a aquesta agregacié
(66).

Ara que s’ha establert una relacio entre la MP i LRRK2, i es sap que la seva activitat
podria contribuir a la patologia d’aquesta i es coneix I'existéncia de certes mutacions
que incrementen el risc, cal esbrinar quines sén aquestes mutacions i com afecten
a l'activitat ’LRRK2 per incrementar el risc de patir MP.

4.2. Mutacions d’LRRK2 i risc de patir MP

Tot i que ja s’han comentat algunes mutacions que podrien causar un increment de
risc de patir MP, no soén les uniques que s’han trobat. Les diferents mutacions que
s’associen a la MP es basen en el tipus SNP (Single nucleotide polimorphism), que
consisteixen en el canvi d’'un aminoacid per un altre.

LRRK2 conté molts possibles SNPs, perd com es vol esbrinar les mutacions que
podrien causar un major risc de patir MP ens centrarem només en les mutacions que
siguin estrictament patologiques. D’aquestes en trobem deu, que es troben
representades a la figura 8 (83).

R1628P G2385R
R1441C 12012T
R1441G G201958
R1441H 120207
N-terminus MN1437H Y1699C C-terminus
ARM J ANK LRR | ROC COR | Kinase | WDa0
protein-protein protein-protein protein-protein catalytic core protein-protein
interaction interaction interaction interaction

Figura 8: Localitzacio de les diferents mutacions d’LRRK2 que causen MP. L’esquema mostra 10
mutacions en total i la majoria d’aquestes es concentren en els tres dominis del centre catalitic d’LRRK2
(83).

Pel que es pot observar a la figura 8, la majoria de mutacions es troben al centre
catalitic de la proteina, sent la mutacié G2385R I'Unica que es troba fora d’aquest.
Tot i que aquesta mutacio i R1628P estan representades a la figura 8, tenen un color
diferent perqué només es troben en la poblacié asiatica (83). Aixd podria indicar que
les diferents mutacions que provoquen un increment de risc de patir MP estan
relacionades amb alteracions en el centre catalitic de la proteina i no tant amb
alteracions de la interaccié amb altres proteines. La classificacié de les mutacions
segons el domini on es troben seria:

-Domini tandem ROC-COR: N1437H, R1441C/G/H i Y1699C.
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-Domini cinasa: 12012T, G2019S i 12020T.
-Domini WD40: G2385R.

Segons el que s’ha establert fins ara, els efectes patologics d’LRRK2 es relacionen
amb un increment de la seva activitat cinasa. Tenint en compte que el domini tandem
ROC-COR s’associa amb GTP per activar la proteina i s’encarrega d’hidrolitzar-lo
mitjancant la seva activitat GTPasa per desactivar-la, les mutacions en aquest
domini haurien de provocar una disminucié de I'activitat GTPasa per tal de mantenir
la proteina en estat actiu més temps. Per contra, les mutacions en el domini cinasa
han de provocar un increment de la seva activitat. Finalment, s’ha trobat que la
formacié d’homodimers és una part important de l'activitat GTPasa (84), per tant,
aquesta dimeritzacié també podria suposar que les mutacions que alterin aquest
procés podrien alterar I'activitat de la proteina.

4.2.1. Mutacions al domini ROC-COR

En aquest domini trobem agrupades sis de les mutacions amb un increment del risc
de patir MP. Tres d’aquestes corresponen a mutacions en un mateix aminoacid, fet
que podria indicar que I'aminoacid d’aquesta posicié és de vital importancia per
I'activitat GTPasa i canvis en aquest provocarien una disminucié d’aquesta funcio.

Les mutacions R1441C/G/H disminueixen la velocitat d’hidrolisis del GTP de manera
que aixd comporta que el GTP es troba associat a LRRK2 durant més temps, de
manera que manté l'activitat cinasa activa durant més temps (83). A més, la mutacio
T1348N provoca que LRRK2 sigui deficient en unir-se a GTP i aquesta variant té
una marcada reduccié de I'activitat cinasa (83). Aixd confirma que una reducci6 de
l'activitat GTPasa, o en general, un increment de I'afinitat per GTP comporta un
increment de l'activitat cinasa i aixo pot generar els efectes relacionats amb la MP.

La mutacid N1437H tot i trobar-se en una regid molt propera a les mutacions
anteriors, t& un mecanisme diferent. De fet, la seva afinitat per GTP és inferior a la
de les mutacions anteriors o la forma wild type (85). Es considera que aquesta
mutacio bloqueja LRRK2 en la conformaci6 dimeérica i disminueix I'intercanvi del GTP
unit al dimer per GDP, de manera que la manté activa durant més temps tot i tenir
una afinitat menor per GTP (85) i estar en forma de dimer.

La mutacié Y1699C es troba en la regio COR del tandem i el seu efecte en 'activitat
d’LRRK2 és diferent a les mutacions anteriors. En aquest cas, s’ha trobat que
aquesta mutacié promou les interaccions intramoleculars del domini ROC-COR i
disminueix les interaccions intermoleculars, de manera que es disminueix la
capacitat de dimeritzaci6 i per tant I'activitat GTPasa (86).

Finalment, tenim la mutacié R1628P en que el seu mecanisme es diferent a totes les
mutacions anteriors. Aquesta mutacié és la unica que no causa una alteracié en
lactivitat d'LRRK2, per tant el mecanisme pel que desenvolupa la toxicitat
caracteristica de la MP és indirecte (87). S’ha trobat en estudis in vitro que la cinasa
Cdk5 podria fosforilar la serina de la posicié 1627 (I'aminoacid contigu al de la
mutacid) amb major facilitat que en la forma wild type i aixd incrementa l'activitat
cinasa d’LRRK2 (87).
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Per tant, s’ha comprovat que els mecanismes pels quals les diferents mutacions en
aquest domini provoquen l'increment de risc de patir MP sén molt diversos, pero tots
convergeixen en un augment indirecte de I'activitat cinasa.

4.2.2. Mutacions al domini cinasa

Les mutacions d’aquest domini son tres i totes elles es troben en posicions molt
properes, cosa que fa pensar que aquella regié és important per 'activitat cinasa de
la proteina. Com s’ha comentat anteriorment, les mutacions que incrementen el risc
de patir MP soén les que acaben causant un increment de l'activitat cinasa, per tant
les mutacions que es troben en aquest domini probablement incrementaran
directament la seva activitat.

La mutacio 12012T i la seva relacio amb un increment del risc de patir MP es troba
en debat, ja que aquesta forma mutada d’LRRK2 te una activitat cinasa inferior a la
forma wild type (88). A més, llevat de I'estudi inicial que la va proposar com a mutacio
de risc, no s’ha pogut replicar en altres estudis la seva patogenicitat en la MP (88).
Tot aix0 apunta a que aquesta mutacié no hauria de formar part del grup de
mutacions de risc per la MP.

La mutaciéo G2019S és la més comentada durant el treball, aixd és degut a que és
la mutaci6 més comuna, representant un 1% de MP esporadica i un 4% de MP
familiar (89). Aquesta mutacio presenta una activitat cinasa més elevada degut a que
permet formar un enllag de pont d’hidrogen més que la forma wild type, estabilitzant
I'estat actiu de la cinasa (90).

Finalment, la mutacié 12020T presenta un increment de I'activitat cinasa per un
mecanisme diferent a I'anterior. En aquest cas, 'augment d’activitat cinasa ve donat
per un major ratio d’autofosforilacio, fins a un 40% més que la forma wild type (91).

4.2.3. Mutacioé al domini WD40

L’altima mutacié que queda és I'linica que es troba fora del centre catalitic, es tracta
de la mutacié G2385R ubicada al domini WD40 de I'extrem C-terminal i que és un
domini d’associacié amb proteines. Les evidencies apunten a que aquest domini és
d’'importancia per la dimeritzacié d’LRRK2 ja que aquesta mutacié provoca una
inhibicié d’aquest procés (92). Per tant, com ja s’ha comentat, una disminucio de la
capacitat de dimeritzacié porta a una disminucié de I'activitat GTPasa i un increment
de l'activitat cinasa.

Per tant, totes aquestes mutacions porten a un increment de manera directe o
indirecte de l'activitat cinasa, que és la causant de la toxicitat associada a la MP. Tot
i aixi, cada mutacio ho fa per un mecanisme diferent. Aquests mecanismes es poden
resumir en incrementar I'afinitat per GTP, disminuir I'activitat GTPasa, desestabilitzar
la formacié del dimer, incrementar l'autofosforilacid o incrementar directament
I’activitat cinasa.

Ara que s’han caracteritzat les mutacions que donen un major risc de patir MP i s’ha
esbrinat com funcionen, sorgeix una pregunta. S6n aquestes mutacions I'inica
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manera de provocar un increment del risc de MP associada a LRRK2, o hi ha algun
mecanisme per el que en abséncia d’aquestes mutacions LRRK2 pugui associar-se
amb un major risc de patir MP?

4.3. Alteracions no geneétiques d’LRRK2 i I’associacié amb la MP

Fins ara s’ha parlat sobre els efectes d'LRRK2 en la patologia de la MP, de manera
que s’ha pogut establir una relacio clara entre I'increment de I'activitat cinasa produit
per les diferents mutacions i la neurotoxicitat de la MP. Tot hi aixi, hi ha una altre
opcié poc comentada de moment perd que podria ser de vital importancia per
possibles nous tractaments. En persones amb abséncia de mutacions que
incrementin el risc de patir MP, es podria donar la mateixa toxicitat si la proteina esta
sobreexpressada.

Aquesta sobreexpresido com a causant de la toxicitat en la MP és un dels
mecanismes pel que es pot disminuir I'eliminacié d’alfa-sinucleina per la via CMA
(66). Per tant, aquesta via d’eliminacié es podria bloquejar amb la sobreexpresio
d’LRRK2 i aixd contribuiria a la patologia de la malaltia.

En un estudi es va poder comprovar en un model animal com un augment dels nivells
de TARNm d’LRRK2 afectava negativament a l'autofagia (93). Aixd es troba en
consonancia amb els descobriments anteriors ja que es sap que les mutacions amb
major activitat cinasa provoquen una desregulacié d’aquesta via. Per tant, en el cas
de l'autofagia, la sobreexpressié d’'LRRK2 tindria els mateixos efectes que les
mutacions de risc per MP.

A més, s’ha comprovat mitjangant estudis in vitro com el micro RNA miRNA-599 pot
regular el nivell d’expressié d'LRRK2. La sobreexpressio d’aquest micro RNA porta
a una disminucié dels nivells d’LRRK2 i per contra, mitjangant knockdown d’aquest
micro RNA s’aconsegueix una sobreexpressio d’LRRK2 (94). Aixd obre les portes a
una possible via de tractament mitjangant el control dels nivells d’expressio.

Per contra, hi ha altres estudis que apunten a un increment de I'activitat cinasa no
associat a cap mutacio de risc com al causant de la MP en les formes idiopatiques
(no associades a causes genétiques) (95). Els mecanismes per els que es dona
aquest augment de l'activitat encara sén desconeguts, perd donat que es tracta
d’'una proteina amb una regulacié complexa (associacié amb GTP, autofosforilacio i
formacié de dimers), alteracions ens aquests processos reguladors de I'activitat
podrien ser els causants.

De fet, en un estudi es va mesurar el nivell de fosforilacié d’un dels substrats (Rab10)
i d’autofosforilacié de pacients amb MP idiopatica i es va trobar un increment de la
fosforilaci6 de 4 vegades més per Rab10 i 6 vegades més per I'autofosforilacio
respecte el control (96). Aixd apunta a que les causes de la MP associada a 'activitat
d’LRRK2 sén per un increment de l'activitat cinasa i no tant per una sobreexpresié
de la proteina. Tot i aixi, no s’ha de descartar aquesta possibilitat.

Per tant, amb aquestes evidéncies s’ha establert una relacio entre LRRK2 i la MP no
només amb les mutacions de risc d'LRRK2, siné també en abséncia d’aquestes.
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Aix0 és de vital importancia per poder plantejar possibles nous tractaments, ja que
poden ser beneficiosos per una gran part dels pacients que pateixen MP i no només
dels pacients amb formes de MP familiar associades al gen d’LRRK2.

4.4. Possibles nous tractaments a futur

Abans de discutir sobre quins podrien ser els tractaments a futur cal comentar certs
aspectes importants. Primerament, hi ha un problema important i és que la proteina
LRRK2 s’ha descobert fa relativament poc temps i encara no s’ha caracteritzat
completament la seva activitat. Fins al 2021 no es va poder obtenir un model d’alta
resolucio d’'LRRK2 (97) i aix0 és vital per poder esbrinar I'estructura de les possibles
molécules que puguin ser susceptibles de ser tractaments efectius. Per tant, ens
trobem just a linici del descobriment de nous possibles tractaments amb LRRK2
com a diana terapéutica.

Un segon problema és el fet que per ser una malaltia neurologica, obliga a que els
tractaments desenvolupats han d’actuar al cervell i cal que travessin la barrera
hematoencefalica o que s’administrin directament al sistema nerviés central, amb els
riscs que comporten.

Finalment, com es tracta d’'una malaltia neurodegenerativa de molt llarga evolucio,
és dificil avaluar I'efectivitat de la prevencio del desenvolupament de la malaltia, aixi
com detectar els pacients abans que es presentin els simptomes motors (moment
en que la neurodegeneracio ja esta forca avancada).

Per tant, és un gran repte el desenvolupament i avaluaci6 d’aquests nous
tractaments. Tot i aixi, ja s’han fet alguns assajos clinics de diferents terapies.
Aquests tractaments en desenvolupament actuals es poden classificar en dos grups:
el primer que consisteix en farmacs que inhibeixen directament I'activitat ’LRRK2 i
el segon que consisteix en terapies de silenciament de I'expressié génica d’LRRK2
(siRNA, oligonucleotids antisentit, etc.). Cada tipus de terapia te els seus beneficis,
inconvenients i reptes.

4.4.1. Inhibidors directes d’LRRK2

Aquest grup es basa en el desenvolupament de diferents molécules que puguin
inhibir I'activitat d’LRRK2. Dins d’aquest grup es troben dos formes d’inhibicié de
I'activitat, inhibint directament I'activitat del domini cinasa, o bé alterant la interaccio
amb GTP del domini GTPasa. Ja s’han desenvolupat diverses molécules dels dos
grups, perd de moment només s’estan fent assajos clinics dels inhibidors directes
de l'activitat cinasa.

Inhibidors de I’activitat cinasa

Degut a que totes les alteracions d'LRRK2 que causen MP porten a un increment de
l'activitat cinasa, crear compostos que l'inhibeixen és el tractament més obvi i
raonable. Totes les molécules descobertes fins ara d’aquest tipus es basen en la
competicio amb el lloc d’unié de I'ATP (98). Aquesta inhibicié de l'activitat cinasa
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presenta una marcada neuroproteccid (99), fet que fa aquestes molécules un
tractament molt atractiu.

Tot i aixi, aquestes molécules no son perfectes. Les molécules inicialment
descobertes, com MLi-2, GNE-7915 o PFE-360, van demostrar certs problemes
pulmonars en els estudis en animals (100). Aquests efectes es podrien explicar per
el fet que la inhibicié bloqueja LRRK2 en una conformacio tancada i aixd porta a la
seva acumulacié als microtubuls i bloqueja el trafic de les vesicules (101).

Un altre dels problemes d’aquesta inhibicio directa del domini cinasa és el fet que la
mutacié G2019S, la més comuna de totes, sol ser resistent als inhibidors dissenyats
per la forma no mutada (102). Per tant, aquest fet dificulta molt el disseny de noves
molécules actives ja que requereix la creacid d’inhibidors selectius per aquesta
mutacié que potser no son tan potents per la forma no mutada. Una possible solucio
per aquest problema seria el disseny de molécules que inhibeixin I'activitat cinasa
d’LRRK2 en algun centre al-lostéric, perd per el moment no s’ha trobat cap molécula
amb aquestes caracteristiques.

Moduladors de ’activitat GTPasa

Ara per ara no és el tractament millor conegut, ja que s’ha estudiat menys que
I'inhibicié directa del domini cinasa, pero tot i aixi hi ha algunes molécules que s’han
provat en estudis in vivo com per exemple FX2149. Aquest enfoc pel tractament de
la MP pot no ser el més evident a simple vista pero te els seus beneficis. Totes les
molécules estudiades es basen en la unié competitiva en el lloc del GTP, de manera
que si no s’uneix el GTP el domini cinasa no es pot activar.

Un dels problemes d’aquestes molécules estudiades és el fet que en els estudis que
es va comprovar la seva unié a LRRK2 no es va estudiar la seva especificitat i és
esperable certa reactivitat creuada per la similaritat del lloc d’'unié a GTP d’altres
proteines (103).

Un dels punts a favor d’aquest tipus d’inhibicio és el fet que en actuar en un domini
diferent al domini cinasa, la mutacié G2019S que és la més habitual no és resistent
a aquest tractament (103). Aixd permetria, en teoria, tractar la MP causada per
mutacions i la no causada per aquestes de la mateixa manera, unificant el
tractament.

Per tant, aquest enfoc te uns punts molt positius com la possibilitat d’unificar el
tractament, perd cal descartar la possible reactivitat creuada per poder establir la
seguretat d’aquest tipus de tractament.

4.4.2. Alteracions en els nivells d’expressiéo d’LRRK2

Els anteriors tractaments es basen en el “métode classic” de desenvolupament de
terapies (desenvolupament de molécules actives), mentre que aquests tractaments
es basen en la medicina genética (us de material genétic com a tractament). Des
d’un punt de vista teoric son els més prometedors, ja que les possibilitats d’efectes
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adversos son inferiors als anteriors. Tot i aixi, es tracta d’'una tecnologia molt
innovadora que encara no es coneix completament.

Un dels primers intents de silenciament d’LRRK2 és va fer amb shRNA (ARN en llag
petit) que van ser dissenyats especificament per les mutacions R1441G i R1441C
(104). Aquest tractament permetia reduir I'expressio d'LRRK2 amb aquestes
mutacions selectivament, mantenint nivells normals de la forma no mutada. Aixo és
molt util en persones heterozigots amb la mutacié en només un dels al-lels.

Una terapia més recent i que esta actualment sent provada en assajos clinics és I'is
d’oligonucleodtids antisentit. Aquest tractament permet reduir 'expressié d’'LRRK2
mitjancant I'eliminacié de 'mRNA abans que sigui traduit a la proteina. Tot i que
aquesta terapia sembla ser molt efectiva, aixd dona pas a una pregunta, la reduccié
dels nivells d’expressié d'LRRK2 comporta algun efecte nociu?

Aquest efecte de la reduccid dels nivells d'LRRK2 esta actualment en debat.
Inicialment els estudis apuntaven a que la seva reduccid o eliminacid no es
relacionava amb cap patologia (105). Perd més endavant van sortir altres estudis
que relacionaven la reduccié dels nivells d’LRRK2 a les cél-lules del pulmé amb un
augment de l'adenocarcinoma (106). Tot i aixi, és va veure que els ratolins que
desenvolupaven el carcinoma eren majoritariament els exposats a un cancerigen del
tabac, fet que apunta a que la falta d’LRRK2 no és suficient per desenvolupar cancer
de pulmé per si sola (106). Aixd demostraria certa seguretat del tractament de la MP
mitjancant la reduccio dels nivells d’LRRK2 en persones no fumadores.

Tornant a la tecnologia d’oligonucledtids antisentit, s’han desenvolupat dos
oligonucleodtids amb capacitat de disminuir 'expressié d’'LRRK2, un d’ells és el que
esta actualment en assaig clinic. En I'estudi es va demostrar que només és reduia
I'expressio d’LRRK2 al cervell, perd aixd és perqué s’utilitzava una administracié
mitjangant injeccid intratecal i els oligonucleodtids antisentit no creuen la barrera
hematoencefalica (107). Aquest fet permetria evitar el possible risc de cancer de
pulmdé comentat anteriorment, perd aquest tipus d’administracid comporta certs
riscs.

Una possible solucié per aquest tipus d’administracié seria I'encapsulament dels
oligonucledtids en petits cossos apoptotics (sABs de les sigles en angles). Aquests
sABs son petites encapsulacions de restes dels continguts cel-lulars en restes de la
membrana plasmatica. Si abans de provocar I'apoptosi de la cél-lula aquesta es
transfecta amb els oligonucledtids d’interés, aquests sABs els contindran a l'interior
i es poden utilitzar per vehicular-los. Un estudi va utilitzar sABs de ceél-lules tumorals
amb una alta capacitat de metastasi al cervell per incrementar el tropisme dels sABs
a aquest teixit (108). Aixo va permetre transportar els sABs amb els oligonucledtids
antisentit a l'interior a través de la barrera hematoencefalica mitjangant transcitosi
dels sABs a través de les cél-lules epitel-lials de la barrera hematoencefalica (108).

L'Us dels sABs per transportar els oligonucleotids antisentit comentats anteriorment
obre la possibilitat a la seva administracié via intravenosa i d’aquesta manera evitar
la via intratecal, que comporta més risc i és menys comode per els pacients. Tot i
aixi cal estudiar amb més detall els efectes sistémics de la reduccié dels nivells
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d’'LRRK2 per assegurar que no hi ha risc de cancer de pulmdé en persones no
fumadores.

Amb tota aquesta informacidé, un possible pla de tractament utilitzant els
oligonucledtids antisentit podria ser I's de sABs via intravenosa en persones no
fumadores (si es confirma I'abséncia de risc de cancer de pulmo i altres patologies),
i 'is de la via intratecal per administrar els oligonucleotids antisentit en persones
fumadores (ja que aquests no creuen la barrera hematoencefalica i la reduccié dels
nivells ’LRRK2 quedaria restringida al cervell).

Per tant, tot i que hi ha tractaments molt prometedors, alguns dels quals ja es troben
en proves en humans, encara falten molts estudis al respecte per avaluar la seva
seguretat, efectivitat i eficacia a llarg termini.

5. Conclusions

A linici del treball es van plantejar diversos objectius a assolir, pero la novetat del
camp d’estudi i la complexitat de la MP dificulta valorar correctament el seu
assoliment.

Primerament s’havia d’establir una relacio clara entre LRRK2 i la MP, fet que sembla
molt probable. Tot i que la malaltia es basa en la disfuncié de I'alfa-sinucleina i per
tant, és aquesta proteina la causa directa de la malaltia, LRRK2 contribueix a
aquesta patologia. De manera que si bé, no es tracta d’'una causa directa de la
malaltia, podria considerar-se un important factor de risc per la seva progressio. Les
causes per les quals 'LRRK2 pot afavorir 'aparicié6 de la MP comprenen
principalment la disfuncié del transport vesicular, inhibicié directa de la
destruccio de I'alfa-sinucleina i alteracié de ’homeostasi dels mitocondris.

El segon objectiu d’aquest treball es tractava de descobrir quines mutacions de risc
existeixen per LRRK2 que poden propiciar I'aparicid de la MP. Al treball s’han
comentat deu mutacions, tot i que finalment sembla que per el moment sén nou les
que incrementen el risc de patir MP (la mutacio 12012T encara esta en debat la seva
associacié amb la MP). Si bé totes les mutacions d’LRRK2 comentades acaben
provocant un augment de I’activitat cinasa, cada mutacié ho fa per un mecanisme
diferent i unic. Un problema a tenir en compte és el fet que la proteina s’ha
caracteritzat fa poc i encara avui no és coneix ben bé la seva activitat i molts
mecanismes associats a aquesta. Per tant, aixo obre la possibilitat a I'existencia de
més mutacions encara no conegudes que provoquin un increment del risc de patir
MP.

El tercer objectiu es basa en I'associacié de LRRK2 amb la MP en abséncia de les
mutacions de risc. Aixd és de vital importancia per la viabilitat dels possibles
tractaments de la MP amb LRRK2 com a diana ja que si en abséncia d’'aquestes
mutacions no hi ha una relacio clara, la gran majoria dels pacients amb MP no es
podrien beneficiar d’aquests tractaments. Tot i que inicialment es va plantejar una
sobreexpressio d’LRRK2 com a possible causant de la MP, finalment tot apunta a
que es tractaria per un increment de 'activitat cinasa espontani, encara que aquesta
sobreexpressié podria contribuir igualment a la patologia. Perd el més important és
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el fet que s’ha pogut establir una relacié entre I’activitat ’LRRK2 i la MP. Per
tant, com a minim amb els estudis preliminars existents ja s’ha pogut comprovar que
I'LRRK2 com a diana terapéutica per tractar, o prevenir, la MP és una opcié
viable.

Finalment I'dltim objectiu aprofita tota la informacié obtinguda durant el treball per
valorar possibles nous tractaments a futur de la MP amb LRRK2 com a diana.
S’han trobat dos enfocs diferents pel descobriment de tractaments, un primer basat
en el disseny de molécules amb activitat per inhibir el domini cinasa (ja sigui per unié
amb aquest o al domini GTPasa), i un segon basat en la terapia génica.

Pel que fa a la inhibicié de I'activitat cinasa, és possiblement I'enfoc més intuitiu i
facil. Moltes de les molécules que ja s’han descobert tenen una bona poténcia i sén
actives per via oral, fet que facilita molt 'administracié del farmac. Pero per contra,
hi ha certes mutacions com la G2019S que son resistents a aquest tipus de
tractament. Un altre problema d’aquest enfoc és el fet de la possible reactivitat
creuada per la gran similitud de les altres proteines amb llocs d’unié per ATP i GTP
(ja que els farmacs actuen competint per aquest espai amb les molécules
endogenes). Per tant, és una via d’'investigacio molt prometedora pero cal fer moltes
proves en humans per caracteritzar el perfil de seguretat i efectivitat.

En el cas de la terapia génica, hi ha dos possibles linies de tractament. Per un costat,
en pacients heterozigots en que un dels al-lels contingui una de les mutacions de
risc, es podrien utilitzar shRNA, miRNA o qualsevol altre tecnologia de silenciament
genetic per tal d’evitar 'expressio de 'al-lel mutat i deixar només I'expressié de I'al-lel
wild type. Per altra banda, en pacients sense cap mutacio de risc pero que presenti
simptomes compatibles amb MP es podria utilitzar oligonucleotids antisentit com
s’ha comentat en I'apartat corresponent. Un dels problemes principals és el fet de
'administracié directa al sistema nervids central, fet que es podria solucionar amb
I'is dels sABs comentats ja que facilitaria una administracié amb menors riscs. Tot i
aixi, la controvérsia dels efectes sistémics per disminucié de I'expressié d'LRRK2
fan que una administracio directa al sistema nerviés central pugui ser la solucié per
evitar aquests efectes adversos.

Finalment, cal adrecar diverses limitacions en aquest treball. Primerament, el fet que
aquest sigui un camp molt innovador fa que molta informacié obtinguda sigui
susceptible a canviar a mesura que es va descobrint més d’aquest camp, i el fet que
sigui un tema molt complex no ajuda a aquest fet. Una altre limitacié a comentar és
el fet que ara per ara, cal esperar a I'aparicié dels simptomes motors per
diagnosticar la MP, i com bé s’ha comentat a la introduccié, un cop s’arriba a
aquest estadi la degeneracié de les neurones dopaminérgiques ja és molt
extensa.

Per tant, tot i que aquests possibles tractaments podrien frenar 'avang de la malaltia,
els esforgos a futur haurien de ser enfocats a trobar métodes de diagnostic de la
malaltia abans de l'aparicié d’aquests simptomes motors. D’aquesta manera es
podria evitar fins i tot I'aparicié de la malaltia.
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