BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Regulacién negativa de las senales
inducidas por los factores
neurotréficos y sus receptores en
neuronas en desarrollo

Alsina, Fernando Cruz

2015-03-30

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Alsina, Fernando Cruz. (2015-03-30). Regulacién negativa de las sefiales inducidas por los
factores neurotréficos y sus receptores en neuronas en desarrollo. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Alsina, Fernando Cruz. "Regulacion negativa de las sefiales inducidas por los factores
neurotréficos y sus receptores en neuronas en desarrollo". Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2015-03-30.

UBA

Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

“DE* g
i e,
)
FACULTAD ¥

CIENCIAS EXACTAS
y 7 NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Regulacion negativa de las senales inducidas por los factores

neurotroficos y sus receptores en neuronas en desarrollo

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires
en el area CIENCIAS BIOLOGICAS

Fernando Cruz Alsina

Director de tesis: Gustavo Paratcha

Consejero de Estudios: Lidia Szczupak

Lugar de trabajo: Instituto de Biologia Celular y Neurociencias "Prof. E. De Robertis
(IBCN-CONICET), Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires.

Buenos Aires, 2015



iNDICE

RESUMEN / @DSIIACT. ... .. e e e e e e e e e
PUDIICACIONES. ... e
HIPOESIS ¥ ODJELIVOS. ...
Introduccién

Factores neurotréficos: clasificacion, vias de sehalizacion, funciones
biolégicas y regulacion de su sefalizacion................cccueeeeeeeeeeeeeeeeeennnee.

Modelos celulares Utiles para el estudio de factores neurotréficos:
ganglios de la raiz dorsal € hipOCampO.............cceeeeeeeeeeeeeeciieeeeeeeeeeas

Capitulo 1: Sprouty 4 como regulador endogeno de las vias de senalizacion
inducidas por la neurotrofina NGF y su receptor TrkA

[ [a11q0l0 [V[o]0) (o) o FENEUNN R
Rz 101 7= Lo [0 1= TN
DUSCUSION. ..o ettt

Capitulo 2: la familia de proteinas Lrig como reguladora de los receptores para
factores neurotréficos

INETOQUGCCION. ... oottt e e

a) Lrig1 como regulador enddgeno de la actividad neurotrdfica de BDNF y de la
actividad de su receptor TrkB

RESUIAQOS. ...
DUSCUSION. ...ttt
b) Lrig1, Lrig2 y Lrig3 como reguladores de la actividad neurotrofica de GDNF y Ret
Resultados Y QiSCUSION............ccoeeeeeeeieeeeeeee e
c¢) Lrig1 como inhibidor de formas oncogénicas de Ret
Resultados Y AISCUSION...........ccoeeieeeeeeee e
DiISCUSION GENEIAL ...ttt e e e e e e e e e e e e nneeeeans
CONCIUSIONES GENEIAIES. ... ..ttt e e e e e e e e e ennee

MaterialeS Y MEIOTOS. .. ... et

11

17

30
31

52

59

63

88



Glosario..............

Referencias bibliografiCas. ........ ...

Agradecimientos



Regulacion negativa de las senales inducidas por los factores neurotréficos

y sus receptores en neuronas en desarrollo

Los factores neurotréficos son proteinas solubles principalmente conocidas por su
participacion en el mantenimiento, sobrevida, diferenciacion y maduracién sinaptica de
diferentes subpoblaciones neuronales. Distintas familias de factores neurotréficos han
sido identificadas en el sistema nervioso de mamiferos, entre las que se destacan el
grupo de las neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3, NT4) y la familia del factor neurotréfico
derivado de la glia (GDNF, NRTN, ARTN, PSPN). Las senales inducidas por estos
ligandos involucran la activacién de receptores conteniendo una actividad tirosina kinasa
intrinseca, un evento de senalizacion clave para controlar la fisiologia celular y orquestar
el desarrollo del sistema nervioso. Un fuerte control y regulaciéon de la actividad de los
receptores tirosina kinasa (RTK) es crucial para garantizar la homeostasis celular y un
apropiado desarrollo neuronal, ya que tanto alteraciones funcionales de estos receptores
por mutaciones en los correspondientes genes como fallas en los mecanismos que
restringen su activacion, podrian contribuir a la patogénesis de ciertos tipos de cancer y
de enfermedades neurolégicas. De esta manera, para evitar errores de sefalizacién que
finalmente lleven a comportamientos celulares aberrantes y patologias, los mecanismos
celulares han evolucionado para permitir que apropiados niveles de activacion de estos
receptores sean alcanzados y mantenidos por un periodo de tiempo compatible con la
induccion de una respuesta fisioldgica.

El objetivo de la presente tesis consistié en identificar y caracterizar nuevos
mecanismos que restringen la activacion de receptores para factores neurotréficos
en neuronas en desarrollo, como una via para entender la patogénesis de diferentes
enfermedades neurologicas, y asi contribuir al desarrollo de nuevas terapias

regenerativas.



Inicialmente, identificamos y caracterizamos a la proteina Sprouty4 como un
inhibidor endégeno de la sefalizacién y el crecimiento axonal inducidos por NGF y su
receptor TrkA en neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal (DRG).

Por otro lado, nosotros también analizamos el rol de los miembros de la familia de
proteinas Lrig — Lrig1, Lrig2 y Lrig3 — como moduladores endbégenos del estado de
activacion de receptores para factores neurotréficos. Las proteinas Lrig pertenecen a una
emergente superfamilia de proteinas transmembrana enriquecidas en sistema nervioso
que contienen dominios inmunoglobulina (lg) y repeticiones ricas en leucina (LRR -
Leucine-rich repeats). En este sentido, identificamos a Lrig1 como un regulador negativo
de la sefalizacion y los efectos biologicos inducidos por BDNF y su receptor TrkB en
neuronas hipocampales. Notablemente, hemos determinado que los ratones transgénicos
deficientes para Lrig1 poseen una mayor arborizacién dendritica en las neuronas
piramidales del hipocampo que correlaciona con defectos en su comportamiento de
interaccion social, aportando nuevas evidencias de su relevancia fisioldgica.

Por ultimo, realizamos experimentos que demuestran que los tres miembros de la
familia Lrig, cooperarian para inhibir el crecimiento neuritico inducido por GDNF,
controlando el estado de activacion de su receptor tirosina kinasa Ret en células
neuronales.

De esta manera, en este trabajo de tesis doctoral hemos identificado nuevos
determinantes moleculares relevantes para el control de la conectividad y el armado de
los circuitos neuronales, a través de la regulacién de procesos de crecimiento axonal y

dendriticos inducidos por factores neurotréficos en el sistema nervioso central y periférico.

Palabras clave: RTK, factores neurotroficos, Lrig, Sprouty4, NGF, BDNF, GDNF, Ret,

TrkA, TrkB, hipocampo, ganglios de la raiz dorsal (DRG).



Negative regulation of neurotrophic factor receptor signaling in developing

neurons

Neurotrophic factors are soluble proteins mainly known for their roles in the
maintenance, survival, differentiation and synaptic maturation of different neuronal
subpopulations. Different families of neurotrophic factors have been identified in the
mammalian nervous system, including the neurotrophins (NGF, BDNF, NT3, NT4) and the
glial cell-line derived neurotrophic factor family ligands (GDNF, NRTN, ARTN, PSPN).
Signaling induced by these ligands involves the activation of receptors containing a
tyrosine kinase intrinsic activity, a key event to control cell physiology and orchestrate the
development of the nervous system. A tight control and regulation of the activity of
receptor tyrosine kinases (RTK) are crucial to ensure proper cell homeostasis and
neuronal development, as both functional alterations of these receptors by gene mutations
and failures on the mechanisms that restrict their activation may contribute to the
pathogenesis of certain types of cancer and neurological diseases. Therefore, to avoid
signaling errors that could eventually lead to aberrant and pathological cellular behaviors,
the cellular mechanisms have evolved to allow that appropriate signaling thresholds are
reached and maintained for a period of time compatible with the induction of a
physiological response.

The aim of this thesis was to identify and characterize new mechanisms that
restrict the activation of neurotrophic factor receptors in developing neurons, as a
way to understand the pathogenesis of some neurological diseases, thus
contributing to the development of new regenerative therapies.

First, we identified and characterized Sprouty4 protein as an endogenous inhibitor of
TrkA-dependent downstream signaling and NGF-induced axonal growth of primary dorsal

root ganglia (DRG) sensory neurons.



On the other hand, we also analyzed the role of Lrig protein family members — Lrig1,
Lrig2 and Lrig3 — as endogenous modulators of neurotrophic factor receptor activation.
Lrig proteins belong to a novel superfamily of transmembrane proteins enriched in nervous
system containing immunoglobulin-like (Ig) and leucine-rich repeat domains (LRR). Here,
we identified Lrig1 as a negative regulator of TrkB signaling and biological effects induced
by BDNF in hippocampal neurons. Interestingly, we have determined that Lrig7-null
transgenic mice have increased dendrite morphogenesis and dendritic arborization of CA1
and CA3 hippocampal pyramidal neurons, suggesting that Lrig1 could increase the
repertoire of TrkB signaling outputs to allow hippocampal neurons to sculpt distinctive
dendrite patterns. In addition, Lrig7 ablation was also associated with social
motivation/interaction deficits, providing new insights into its physiological importance.

Finally, we conducted a set of experiments showing that the three Lrig family
members cooperate to inhibit GDNF-promoted neurite outgrowth by controlling the
activation state of the tyrosine kinase receptor Ret in neuronal cells.

In conclusion, in this manuscript we have identified novel molecular determinants,
relevant to control connectivity and neural circuits assembly through the regulation of
axonal and dendritic growth induced by neurotrophic factors in peripheral and central

nervous system.

key words: RTK, Neurotrophic factors, Lrig, Sprouty4, NGF, BDNF, GDNF, Ret, TrkA,

TrkB, hippocampus, dorsal root ganglia (DRG).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis que nos propusimos contrastar en este trabajo fue que las proteinas
Sprouty y Lrig controlan la actividad neurotréfica en poblaciones especificas de neuronas
periféricas y centrales en desarrollo, para mantener la homeostasis celular y permitir el
establecimiento de apropiados patrones de conectividad neuronal.

El objetivo central de este trabajo de tesis doctoral consistié en identificar y
caracterizar nuevos mecanismos modulatorios de la activacion de receptores para
factores neurotréficos en neuronas en desarrollo, como una via para entender los
procesos que subyacen y regulan el desarrollo normal del sistema nervioso. A su vez,
esto podria ayudar a comprender la patogénesis de diferentes enfermedades
neurologicas y neurodegenerativas, y asi contribuir al desarrollo de nuevas terapias
regenerativas.

Para alcanzar este objetivo general nos propusimos investigar los objetivos
especificos listados debajo. Para realizar estos estudios, nos basamos en resultados
previos de microarrays de ADN y en los patrones de expresién de las moléculas
analizadas.

Objetivos especificos:

e Evaluar el rol de la proteina Sprouty4 en el control de la actividad tréfica de NGF y
de su receptor TrkA en neuronas sensoriales de ganglios de la raiz dorsal.

e Estudiar el rol de la proteina transmembrana Lrig1 como regulador endégeno de
la actividad biolégica de BDNF y TrkB en neuronas hipocampales en desarrollo.

e Caracterizar el patrén de expresion de las proteinas Lrig durante el desarrollo de
los ganglios de la raiz dorsal (DRG). Examinar el rol de Lrig1, Lrig2 y Lrig3 como
reguladores enddgenos de la actividad biolégica de GDNF y su receptor Ret en

modelos neuronales que responden a este factor neurotrofico.



e Investigar el potencial terapéutico de Lrig1 sobre variantes oncogénicas del
receptor tirosina kinasa c-Ret presentes en tumores tirdideos (Ret

MEN2A/MENZ2B).
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Factores neurotréficos: clasificacion, vias de sefalizacion, funciones bioldgicas y

requlacion de su senalizacion

Los factores neurotréficos comprenden un conjunto de proteinas secretadas por
diversos tejidos que estan involucradas en la sobrevida, diferenciacién, maduracion y
plasticidad neuronal. De acuerdo a su estructura, las vias de sefalizacién involucradas y
los efectos biolégicos inducidos, se los ha clasificado en tres grandes grupos: las
neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3, NT4/5), los ligandos de la familia de GDNF (GDNF,

.2

Neurturina, Artemina, Persefina) y la familia integrada por los ligandos MANF y CDNF.

3]
Cada una de las neurotrofinas se une preferencialmente a su receptor de membrana
tirosina kinasa Trk. De esta manera, NGF se une a TrkA, BDNF y NT4 a TrkB y NT3 a

TrkC. A su vez, el complejo de receptores p75N'™"

-sortilina es capaz de unir a las
proneurotrofinas (la versién inmadura no clivada de las neurotrofinas), asocidndose con
sefales negativas de muerte celular (Figura 1A). Sin embargo, cuando TrkA, TrkB o TrkC
y p75""™® se encuentran coexpresados, este Ultimo aumenta la afinidad de la neurotrofina
por su correspondiente receptor Trk, potenciando sus efectos biolégicos. [

Por otro lado, los ligandos de la familia de GDNF poseen un sistema mixto de
receptores. Por un lado, se encuentra el receptor GFRa, el cual esta unido a la membrana
plasmatica a través de un dominio glicosilfosfatidilinositol (GPIl) y es aquel que une a los
ligandos con alta afinidad. Una vez que interactian con GFRa, estos factores
neurotréficos son capaces de unirse y activar a su receptor tirosina kinasa c-Ret (via
canoénica) o a la molécula de adhesion neuronal NCAM (receptor alternativo). Tanto Ret
como NCAM son los responsables de la transduccion de la sefal hacia el interior de la

célula. Mientras que los cuatros ligandos de la familia de GDNF comparten la sefalizacion

a través de c-Ret o NCAM, cada uno tiene un receptor preferencial al que se une con alta

11



afinidad: GFRa1 para GDNF, GFRa2 para Neurturina (NRTN), GFRa3 para Artemina
(ARTN) y GFRa4 para Persefina (PSPN) (Figura 1B). @

Con respecto a los ligandos MANF y CDNF, se han descripto sus potentes efectos
de sobrevida sobre neuronas dopaminérgicas nigroestriatales. Sin embargo, adn no se ha

dilucidado el sistema receptor que sefaliza dichos efectos biolégicos.

NGF BDNF NT4 NT3 proNGF proBDNF proNT4 proNT3
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Figura 1. A) Esquema de las neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3 y NT4) y sus receptores (TrkA, TrkB

y TrkC). En linea continua se indica la afinidad de cada ligando por su receptor, mientras que la
linea entrecortada denota menor afinidad. Los receptores Trk poseen un dominio tirosina kinasa
intracelular capaz de ser autofosforilado luego de la unién al ligando (P = sitios representativos de
fosforilacién), evento que gatilla vias de sefializacion rio abajo como las que se indican. A la
derecha, se muestra la afinidad de las proneurotrofinas - precursores peptidicos de las
neurotrofinas maduras - por el complejo de receptores p75NTR-sortiIina, con la consecuente
sefalizacion intracelular. B) Esquema de los ligandos de la familia de GDNF (GDNF, Neurturina,
Artemina y Persefina) y su sistema mixto de receptores: GFRa1-4 y Ret / NCAM. Se indica la
localizacion subcelular de los receptores GFRa en los microdominios de membrana denominados
balsas lipidicas (lipid rafts). Luego de la unién al ligando, los receptores Ret o NCAM son

reclutados a dichos microdominios. En el caso de Ret este evento produce la dimerizacion y
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transactivacion de sus dominios tirosina kinasa - autofosforilacion -, con la consecuente activacion

de las vias de senalizacion intracelular indicadas.

Los receptores para factores neurotréficos se expresan en distintas subpoblaciones
neuronales ya sea del sistema nervioso central como del sistema nervioso periférico, en
donde colaboran con la sobrevida, crecimiento y guiado axonal, establecimiento de
conexiones neuronales y la determinacion del destino celular de ciertas subpoblaciones
neuronales sensoriales. “® Si bien estas moléculas participan activamente en estos
procesos asi como en la plasticidad estructural y en la innervacion de los tejidos blancos,
ellos requieren en muchos casos de la cooperacion de moléculas de guiado axonal y de
reguladores endogenos de su actividad trofica. Asi, a pesar de que Ret se encuentra
expresado en casi la totalidad de las motoneuronas espinales, son también necesarias
claves de guiado espaciales de axones motores como el sistema EfrinaA-EphA4 y el
regulador endégeno de Ret, Linx, para guiar los axones de un subgrupo de motoneuronas
hacia los musculos dorsales de los miembros inferiores. [ ° Por lo tanto, estos estudios
demuestran la importante funcién que cumplen los moduladores intrinsecos de la
actividad neurotréfica durante el desarrollo del sistema nervioso; los cuales actuando en
determinadas subpoblaciones neuronales generan especificidad durante la formaciéon de
los circuitos neuronales. Notablemente estos mecanismos también permiten explicar
como una misma via de senfalizaciéon inducida por un receptor puede controlar multiples
procesos bioldgicos, aumentando el repertorio de funciones celulares realizadas por un
dado factor neurotréfico.

Como se ha mencionado previamente, los factores neurotréficos son capaces de
ejercer sus diversos efectos bioldgicos a traves de la activacidbn de receptores de

membrana de tipo tirosina quinasa (RTK). % Una vez que el ligando interacta con dicho
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receptor, éstos se dimerizan y sus residuos tirosina citoplasmaticos se autofosforilan
permitiendo que se recluten una variedad de proteinas adaptadoras con dominios de
union a sitios fosfotirosina, las cuales permiten la transduccion de la sefal a través de vias
de senalizacion intracelulares tales como Ras-MAPK, PI3K-Akt, PLCy y Rho GTPasas
(positive signaling). ' """'*1 Recientemente, se ha observado que los RTK gatillan otro tipo
de cascadas moleculares conocidas como sefalizacion negativa (negative signaling), que
restringen la intensidad de las sefales positivas y permiten mantener la homeostasis
celular. A diferencia de las vias de sefalizacibn positivas cuyo conocimiento es
relativamente amplio, los mecanismos moleculares que atendan la senalizacién inducida
por los factores neurotréficos se encuentran actualmente bajo intenso estudio. !'* '
Durante la ultima década, analisis genéticos del desarrollo asi como técnicas bioquimicas
y gendmicas, han permitido identificar y caracterizar una serie de inhibidores especificos.
['8] Estas moléculas modulatorias acttian a diferentes niveles ya sea restringiendo la unién
ligando-receptor, atenuando la activacion del receptor, regulando su degradacion o
controlando las vias de sefalizacion especificas rio abajo. Algunos de estos inhibidores
actian mediante mecanismos de retroalimentacion negativa (negative-feedback loop), por
lo que tienen la particularidad de ser inducidos por las mismas vias de sefnalizacién que
luego reprimen. En este sentido, se han descripto pocos inhibidores de RTK para factores
neurotréficos que sean inducidos por estos ultimos.

Las evidencias permiten inferir que estos mecanismos habrian evolucionado
permitiendo evitar errores de sefalizacién que en Ultima instancia pudieran llevar a
procesos fisioldgicos aberrantes y patolégicos. Por lo tanto, una regulacion adecuada de
la actividad neurotréfica es necesaria para garantizar umbrales de activacion precisos en
tiempo y espacio compatibles con la fisiologia celular ' ' ya que tanto alteraciones
funcionales de estas proteinas por mutaciones en los correspondientes genes como fallas

en los mecanismos que restringen su activacion, podrian contribuir a la patogénesis de
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ciertos tipos de cancer y de enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson,
Alzheimer, Hungtinton y esclerosis lateral amiotréfica. ['2%

En el caso de regeneracion neuronal se ha visto que la axotomia promueve la
secrecién de factores neurotréficos y la sintesis de sus receptores en los sitios de lesion
luego de un dafio de los nervios periféricos, y que ello favorece su regeneracion. & 242¢]
Sin embargo, a pesar de numerosos esfuerzos invertidos, las terapias con factores
neurotroficos sélo han tenido efectos limitados en promover la regeneracion de ciertos
tipos de neuronas del sistema nervioso central adulto. ®® Asimismo, cada vez més
evidencias sostienen la existencia de barreras neuronales intrinsecas que previenen la
regeneracion axonal en neuronas del sistema nervioso central. ¥”) Estudios recientes
indican que la delecién dirigida de reguladores negativos para vias de sefalizacion
inducidas por receptores de factores neurotréficos, ha permitido que las neuronas ganen
potencial regenerativo luego de una lesién neuronal. #®%! Por lo tanto, estrategias que
combinen la administracion de factores neurotréficos y la eliminacion de la actividad de
sus inhibidores enddgenos, podrian representar una estrategia prometedora para

potenciar la actividad tréfica sobre procesos de sobrevida neuronal, regeneracion axonal y

recuperacion funcional luego de una lesién neuronal.
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Modelos celulares dtiles para el estudio de factores neurotroficos: ganglios de la raiz
dorsal e hipocampo

Ganglios de la raiz dorsal (DRG = dorsal root ganglia)

Los ganglios de la raiz dorsal - también llamados ganglios espinales o ganglios
raquideos - son estructuras del sistema nervioso periférico ubicadas entre las vértebras a
lo largo de la médula espinal, laterales y adyacentes a la misma. Estan involucrados en la
percepcion de  estimulos  dolorosos  (nocicepcién), estimulos  mecanicos
(mecanorrecepcién) y la posicion de los musculos (propiocepcion). (Figura2) Se
componen de distintos tipos celulares, entre los que se destacan neuronas
pseudomonopolares, células de la glia tales como células de Schwann y células satélite, y
células del teijdo conectivo. Cada neurona emite una proyeccion que se bifurca
contactando y conectando el 6rgano blanco que inerva - a través de los nervios raquideos
(que incluyen las raices ventrales de las motoneuronas) - con la médula espinal - a través

de las raices dorsales sensoriales).
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Neuronas nociceptivas (TrkA y Ret)
Epidermis,

Visceras
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Figura 2. Esquema de la médula espinal y los ganglios de la raiz dorsal (DRG) ubicados en sus
laterales (vista frontal y corte coronal). Por cuestiones de simplicidad, no se esquematizaron las
vértebras ni las raices ventrales (motoras) provenientes del asta anterior (ventral) de la médula
espinal. Se indican las principales poblaciones neuronales segun su funcién: nociceptivas (rojas),
mecanorreceptivas (amarillas) y propioceptivas (verdes). Notar el tamafo celular y el namero
relativo de cada una de ellas: las nociceptivas se hayan presentes en gran nimero y poseen un
soma neuronal pequefio y pequefio-mediano; las mecanorreceptivas poseen un soma grande,
aunque se hayan en menor namero; y las propioceptivas, si bien poseen un soma grande, se
hayan presentes aun en menor proporcién que las anteriores. A su vez, se indica los receptores
para factores neurotroficos que expresa cada subpoblacion neuronal (ver recuadro negro). A la

derecha se enumeran las estructuras blanco que son innervadas por cada poblacion neuronal. [31]
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Estan formados por un grupo heterogéneo de subpoblaciones neuronales que se
diferencian entre si por su tamafo, funcion y por los marcadores moleculares que
expresan. Se originan a partir de células de la cresta neural que, durante el desarrollo
embrionario temprano (entre E8.5 y E11 en raton), delaminan del tubo neural dorsal y
migran ventralmente, coalesciendo a intervalos regulares adyacentes al mismo, en la
mitad anterior de cada somito.*"! Durante esta Ultima etapa, comienza una especificacion
de destino celular dependiente del programa genético liderado por la expresion de
determinados factores de transcripcion - por ejemplo, neurogenina 1y 2 -, y de receptores
para factores de crecimiento especificos, los cuales se expresan en distintos tejidos y
momentos del desarrollo ' 32, De esta forma, la identidad neuronal posicional y temporal
resulta de la combinatoria de factores intrinsecos y extrinsecos. Sin embargo, para
adquirir tipos neuronales Unicos es importante, ademas de los factores de transcripcion
gue se expresan tempranamente junto a los receptores mencionados, la represion de las

sefiales inducidas por ellos. "33

Los genes que mas tempranamente permiten identificar subpoblaciones neuronales
parcialmente distintas son los receptores TrkA, TrkB, TrkC y Ret. ¥ De esta forma, se ha
propuesto que en E10.5 - E11.5 de ratén se pueden identificar al menos 5 tipos distintos
de subpoblaciones neuronales. Siguiendo la expresién de estos marcadores desde el
desarrollo temprano, es posible confeccionar una organizacién jerarquica de las distintas

subpoblaciones de neuronas sensoriales (Figura 3).
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Figura 3. Diversificacién neuronal de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) de ratén durante el
desarrollo. Se representan los principales linajes neuronales centrado en la expresién de los
receptores para factores de crecimiento (Ret, TrkA, TrkB y TrC) desde el desarrollo embrionario
temprano (E10.5 - E11.5) hasta la especificacion final del destino celular (P14 - P21). E = dia

embrionario; P = dia postnatal; *proporciones relativas aproximadas en los DRG adultos. *°!
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Las neuronas Ret tempranas poseen funciones mecanosensoriales; inervan los
corpusculos de Meissner y Paccini y los foliculos pilosos, participando en el sentido del
tacto. Son células mielinizadas de gran diametro, positivas para el marcador
neurofilamento 200 (NF200) y coexpresan el receptor GFRa2. % Por otro lado, las células
TrkB y TrkC son también de gran tamaro, mielinizadas y NF200+. Mientras que las TrkC
poseen funciones propioceptivas - inervando los musculos y los érganos de Golgi en los
tendones -, las TrkB poseen funciones mecanorreceptivas - inervando las células de
Merkel y formando terminales nerviosos libres y terminales nerviosos circulares en el
foliculo piloso. En contraposicion, se conoce poco acerca de las neuronas TrkA
tempranas, las cuales formarian terminales nerviosos libres y terminales nerviosos

circulares en el foliculo piloso. **!

A diferencia de los 3 linajes anteriormente descriptos, las neuronas TrkA tardias y
Ret tardias son neuronas no mielinizadas de didametro pequefio y pequefio-mediano,
respectivamente; son positivas para periferina - proteina asociada a neurofilamento. Se
desconocen en gran medida las caracteristicas de las neuronas TrkA+/Ret+
(pertenecientes al linaje TrkA tardio). En cuanto a las neuronas TrkA+/Met+, poseen
funcién de nocicepcion respondiendo al dolor provocado por temperatura o estimulos
mecanicos. Inervan el estrato espinoso de la epidermis de la piel gruesa a través de
terminales nerviosos libres, los foliculos pilosos a través de terminales nerviosos
circulares y las visceras. A su vez, la pérdida de expresién del factor de transcripcion
Runx1 durante el desarrollo embrionario (alrededor de E16.5) da lugar al perfil
peptidérgico de estas neuronas - que comienzan a secretar CGRP (calcitonin gene-
related peptide) y sustancia P. ¥ Por Gltimo, las neuronas Ret tardias poseen una funcién
nociceptiva y pruriceptiva. Inervan a través de terminales nerviosos libres el estrato

granuloso de la epidermis de la piel gruesa - es decir, una capa mas superficial de la
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epidermis que las TrkA tardias. Tienen un perfil no peptidérgico 1B4+ - debido a la
expresion de Runx1 - y, a partir del primer dia postnatal, comienzan a extinguir la

expresién de TrkA - culminando entre la segunda y tercer semana postnatal. *°!

Una cuestién central en la especificacion de los subtipos neuronales no mielinizados
involucrados en la nocicepcién, es la dinamica de transicion de expresion del receptor
TrkA a Ret en el linaje de neuronas Ret tardias - que llegan a representar el 60% de
neuronas de los DRG adultos, y el 90% de neuronas Ret+. ®° Como se mencioné
anteriormente, en el desarrollo embrionario temprano un grupo de neuronas TrkA+ da
origen a los linajes TrkA tardias y Ret tardias (Fig.1). Estas ultimas inician un proceso
gradual de expresiéon de Ret - y de los correceptores GFRa1, GFRa2 y GFRa3 -,
responsable de la extincion de TrkA; inicia alrededor de E16 y culmina en las primeras 2 6

3 semanas de vida postnatal en el raton. !

La segregacion de las células TrkA+ y Ret+ es liderada en gran medida por NGF.
Los primeros terminales nerviosos que invervan la piel (E14.5) encuentran distintos
niveles de esta neurotrofina de acuerdo a la capa en la que terminan. Las capas
superficiales poseerian niveles mas altos de NGF, mientras que las inferiores tendrian
niveles mas bajos. De esta forma, niveles elevados de NGF regularian retrégradamente, a
través de su receptor TrkA y la induccion del factor de transcripcion Runx1, la expresion
de Ret - y los correceptores GFRa1 y GFRa2 - cuya via de sefnalizacion, a su vez, es
critica para adquirir el fenotipo no peptidérgico de estas neuronas: extincion postnatal de
TrkA (en la mayoria de las neuronas), mayor tamano celular, expresién de genes
especificos Trp y Mgr (parcialmente independiente de la sefalizacion de Ret) e
innervacion de la epidermis. ' Aunque algunos ensayos in vitro mostraron una fuerte
dependencia de los ligandos de la familia de GDNF para la sobrevida de estas neuronas

36 estudios in vivo mas recientes aportaron evidencias a favor de que la via de
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sefializacion de Ret inducida por estos ligandos no seria necesaria para dicho proceso. ®
De las neuronas Ret+ alrededor del 60% expresan GFRa2, 18% GFRa1y 13% GFRa3 a
P14, mientras que ninguna expresa GFRa4. Las neuronas GFRa2 son aquellas que
coexpresan niveles mas altos de Ret y cuya expresion se induce mas fuertemente en los

primeros dias postnatales. ©

Finalmente, cabe destacar que la sefalizacion inducida por los factores
neurotroficos asi como la expresién de sus receptores, forman una red regulatoria génica
que involucra procesos de retroalimentaciéon positiva y procesos de represiéon cruzada.
Teniendo en cuenta todas las evidencias mencionadas, los DRG conforman un modelo
adecuado para comprender no sélo la diversificacion neuronal y la especificacion de
subtipos neuronales caracteristicos, sino también la regulacion de las vias de sefalizacion

inducidas por factores neurotréficos y sus receptores.
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Hipocampo

El hipocampo es una estructura del sistema nervioso central de mamiferos con una
forma caracteristica de banana. En roedores estd ubicado desde la linea media del
cerebro préximo al ndcleo septal - zona rostrodorsal -, por encima y detras del talamo,
hasta el lébulo temporal - zona caudoventral (Figura 4A). Si bien se encuentran
diferencias sustanciales entre el hipocampo de distintas especies, su arquitectura basica
se ha mantenido evolutivamente, como lo indican estudios anatomicos e histol6gicos
realizados en rata, mono y humano. Es un area cerebral que se distingue por su
organizacién celular laminar y, al ser una estructura con limites bien definidos, se ha

convertido en un excelente modelo para realizar estudios morfolégicos y funcionales. 7]

La formacién hipocampal esta compuesta de 4 regiones: el hipocampo propiamente
dicho - que comprende las areas CA1, CA2 y CA3 -, el giro dentado, el area subicular -
subiculum, presubiculum y parasubiculum - y la corteza entorrinal. A diferencia de la
neocorteza, en donde abundan las conexiones reciprocas entre regiones, la formacién
hipocampal forma una via unidireccional excitatoria. De esta forma, la corteza entorrinal
proyecta hacia el giro dentado y CA3 (via perforante), el giro dentado se conecta con CA3
a través de las fibras musgosas (mossy fibers), CA3 con CA1 a través de los colaterales
de Schaffer, CA1 con el subiculum y, por ultimo, ambas areas proyectan hacia la corteza

entorrinal (Figura 4A). #7]
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Figura 4. A. Derecha: vista dorsal y lateral de cerebro de raton en donde se muestra la anatomia
general y localizacion de ambos hipocampos (azul). La linea punteada indica un plano de corte
coronal, a partir del cual puede evidenciarse las zona CA1, CA2, CA3 y giro dentado. lzquierda:
Fotomicrografia de corte coronal de hipocampo de ratén de dia postnatal 40 (P40) tefiido con la
técnica de Golgi. La linea punteada azul indica la fisura hipocampal (limite entre CA1 y giro
dentado) Barra de escala: 500 um. Debajo se muestra un dibujo esquematico de las distintas
subregiones del hipocampo CA1, CA2 y CAS, y giro dentado, junto con las principales conexiones
axonales entre ellas. Flecha roja: via perforante; flecha azul: fibras musgosas; flecha amarilla:
colaterales de Schaffer; flecha verde: conexion CA1-subiculum y CA1-corteza entorrinal. B.
Fotomicrografia de neuronas CA1 y CA3 de ratén P40 tefidas con la técnica de Golgi. Se indica el
dominio dendritico basal y el dominio dendritico apical. Notar el menor tamafio del soma de las

neuronas de CA1, asi como su mayor homogeneidad morfolégica. Barra de escala: 30 um.

Las neuronas del hipocampo y del giro dentado son principalmente glutamatérgicas
y sus cuerpos celulares se ubican formando una Unica capa de somas. Cabe destacar
que, aunque en menor numero, también se haya presente un grupo heterogéneos de
interneuronas GABAérgicas. Desde el punto de vista celular, las regiones CA1, CA2 y
CAS3 estan compuestas en su mayoria por neuronas de tipo piramidal. Poseen un cuerpo
celular triangular y un arbol dendritico que se puede subdividir en una zona basal (mas
alejada de la fisura hipocampal) y una zona apical (préxima a la fisura hipocampal). Las
neuronas de CA2 y CA3 poseen un tamano mayor que las de CA1 y, a su vez, son mas
heterogéneas desde el punto de vista de su arbol dendritico (Figura 4B). Por otro lado, las
neuronas CAS, a diferencia de las CA2, poseen racimos de espinas sinapticas -conocidas
como excrecencias espinosas (thorny excrescences) - en su porcion apical proximal del

arbol dendritico. " Por su parte, el giro dentado est4d compuesto principalmente por
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neuronas granulares que, en roedores, presentan solo dendritas apicales. Es una regién

del cerebro caracterizada por presentar neurogénesis adulta. *®

Embriol6gicamente el hipocampo se origina entre E10 y E18 en raton y entre E16 y
E21 en rata y continiia madurando hasta adquirir su citoarquitectura final en el adulto. 7]
La neurogénesis tiene lugar en los ultimos dias del desarrollo embrionario v,
posteriormente, durante las primeras dos semanas postnatales ocurre la mayor
proporcion de dendritogénesis y crecimiento dendritico (Figura 5). Sin embargo, el
desarrollo global del hipocampo resulta de una sumatoria de procesos que transcurren en
paralelo a distintos tiempos. En particular, la neurogénesis de las interneuronas

GABAérgicas finaliza en el dia embrionario 15 9

mientras que la produccién de
neuronas piramidales termina en el dia embrionario 18 del hipocampo de raton. A su vez,
los axones de la corteza entorrinal medial y lateral, la principal aferencia excitatoria,
arriban a la capa molecular del giro dentado recién a mediados de la primera semana de
desarrollo postnatal %, Sin embargo, la capa de neuronas granulares del giro dentado se
desarrolla en un 80 % durante las primeras semanas postnatales y continia generando

neuronas durante toda la vida del individuo, si bien la tasa de neurogénesis disminuye

drasticamente con el envejecimiento.
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Figura 5. Esquema que muestra la escala temporal de los principales procesos del desarrollo
neuronal en el hipocampo de rata. Adaptado de Yehezkel Ben-Ari et al (2007). Physiol Rev 87:

1215-1284. 1“1

El hipocampo desempefia un rol importante - y ampliamente estudiado - en los
procesos de aprendizaje y memoria, aunque tendria otras funciones como por ejemplo la
modulacién de la respuesta al estrés (conexién inhibitoria con hipotalamo). F7
Recientemente, se ha identificado un rol preferencial de la regién CA2 en la formacién de

memorias sociales, emocionales y temporales, en contraposicion al clasico rol de CA1 y

CA3 en la formacién de memorias espaciales. % 4!

Por dltimo, desde el punto de vista de los factores neurotroficos, BDNF es la

neurotrofina - junto con su receptor TrkB - que se encuentra mas altamente enriquecida
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en areas cerebrales involucradas en aprendizaje y memoria, y en regiones que presentan
alta excitabilidad y plasticidad neuronal, tales como el hipocampo y la corteza. Esta
neurotrofina controla el desarrollo de la conectividad hipocampal, regulando Ila
diferenciacién morfolégica, la arborizacién dendritica, la sinaptogénesis y la plasticidad
neuronal. " *“*° Notablemente, cambios modestos en los niveles de BDNF o la expresion
de la variante polimorfica Val66Met del gen de bdnf, correlacionan con alteraciones
neuroanatémicas y cambios conductuales relacionados con la estructura hipocampal
como por ejemplo déficits cognitivos, ansiedad, depresién y alteraciones en el
comportamiento social. ®>** A su vez, la sobreexpresién de BDNF en hipocampo y
corteza entorrinal causan problemas de aprendizaje y aumento en la excitabilidad

neuronal.

Estos importantes efectos estructurales, conductuales y cognitivos sugieren que la
actividad de esta neurotrofina y de su receptor deben estar precisamente regulados en
tiempo y espacio de manera de permitir el mantenimiento de la homeostasis neuronal.
Debido a estas evidencias, nosotros utilizamos la estructura hipocampal para investigar
nuevos mecanismos regulatorios de la actividad de BDNF y de su receptor TrkB, de forma
tal de dilucidar la relevancia de los mismos para el desarrollo, funcién y plasticidad

hipocampal.
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CAPITULO 1: Sprouty 4 como requlador endégeno de las vias de
senalizacion inducidas por la neurotrofina NGF y su receptor TrkA

Introduccion

Durante los ultimos afnos, las proteinas de la familia Sprouty (Spry 1, 2, 3 y 4) han
emergido como reguladores negativos de diversos factores tréficos ® *1. Sprouty fue
inicialmente descripto como un inhibidor de la bifurcacién traqueal estimulada por el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF) durante el desarrollo de Drosophila. °®*® Estudios
posteriores revelaron que el genoma de mamiferos contiene 4 genes Sprouty que
codifican para proteinas de 32-34 KDa. A su vez, se ha reportado que los factores tréficos
son capaces de regular la actividad de las proteinas Spry induciendo su expresion y
promoviendo su fosforilacion en residuos tirosina criticos para su funcién. 169

Los resultados obtenidos a partir del estudio de las proteinas Sprouty, indican que
dichas moléculas inhiben especificamente la via Ras-MAPK de una variedad de factores
tréficos incluyendo FGF P57 BDNF "  GDNF 2 PDGF ®¥y VEGF [ | aunque no
afecta la via de MAPK activada por EGF ®> ®! El mecanismo molecular por el cual
Sprouty antagoniza dicha sefalizacién es aun desconocido, y dependeria del contexto
celular o del RTK involucrado. Notablemente, se ha reportado que Sprouty2 potencia los
efectos biolégicos inducidos por EGF, inhibiendo la ubiquitinacion y degradacion de su
receptor EGFR 7%, Esto sugiere que el rol de las proteinas Spry en la sefializacion
gatillada por los RTKs es aun controversial ya que podrian modularlos en forma tanto
positiva como negativa.

A pesar de la importancia biol6gica de NGF para el desarrollo y funcién del sistema
nervioso, los mecanismos moleculares que controlan su sefalizacion, a través de su

receptor TrkA, no estan completamente comprendidos. Evidencias previas han
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demostrado que la expresion de Sprouty 4, pero no de Sprouty 1 y 2, podia ser inducida
luego del tratamiento con NGF de células PC12 (linea celular de feocromocitoma de rata
ampliamente utilizada para ensayos de diferenciacién neuronal) % €% € Sin embargo, la
contribucién funcional de esta proteina para la senalizacion y efectos biolégicos inducidos
por NGF no ha sido aun explorada. Por lo tanto, debido a estas evidencias y basados en
ensayos previos de microarrays sobre células estimuladas con NGF, decidimos investigar
si Sprouty 4 podria cumplir un rol importante en el control de la actividad neurotréfica de
este ligando.

En este estudio determinamos que Sprouty 4 es una proteina cuya expresion es
inducida por TrkA, y que restringe la activacion de las vias de MAPK y Racl1 y la
diferenciacién neuronal (de células PC12 y cultivos primarios de DRG) inducidas por NGF.
A nivel molecular, identificamos que la tirosina 53 (Tyr-53) de Spry4 es esencial para su

funcion inhibitoria.

Resultados

Estudios recientes que analizaron los mecanismos que restrigen las vias de
sefalizacién inducidas por receptores tirosina kinasa, revelaron la importancia de dicho
control a través de mecanismos de retroalimentacién negativa, de forma tal de alcanzar
umbrales de activacion compatibles con respuestas fisiol6gicas. Basados en este
concepto, analizamos si Sprouty4 (Spry4) era capaz de ser inducido en células
neuronales tratadas con NGF. A través de ensayos de RT-PCR en tiempo real (RT-PCR
cuantitativa / qRT-PCR), observamos un aumento significativo de la expresiéon del ARN
mensajero (ARNm) de Spry4 en células PC12 estimuladas con NGF (Figura 6A, panel
izquierdo). Sin embargo, los ARNm de los otros dos miembros de la familia, Sprouty1 y 2,

no fueron detectados en células PC12 en presencia o ausencia de NGF (Figura 6A,
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panel derecho). La induccidén de la proteina Spry4 fue confirmada a través de western
blot de lisados celulares de PC12 estimulados con NGF (Figura 6B).
Estudios previos muestran que la activacion de la via de Erk/MAPK inducida por

65  Para examinar esta

bFGF promueve la expresion de Spry4 en cultivos celulares
posibilidad, previo a la estimulacion con NGF se incubaron células PC12 en ausencia o
presencia de PD98059, un inhibidor especifico de MEK (molécula directamente
involucrada en la via de Erk/MAPK). Los niveles del ARNm de Spry4 fueron evaluados por
RT-PCR. Como se observa en la Figura 6C (panel izquierdo), el pretratamiento
farmacoldgico con PD98059 inhibié la induccién de Spry4 por NGF, indicando que la via
de MAPK es necesaria para dicho fendmeno. Asimismo, se control6 la actividad inhibitoria
del farmaco por western blot, analizando la activacion de MAPK (P-MAPK) en células
PC12 tratadas con NGF (Figura 6C, panel derecho).

Los ganglios de la raiz dorsal (DRG) son estructuras del sistema nervioso periférico
ubicados adyacentes a la columna vertebral, cuyas neuronas son altamente dependientes
de NGF para su sobrevida y diferenciacion durante el desarrollo embrionario . Por lo
tanto, para investigar un posible rol fisiolégico de Spry4 en la senalizacion inducida por
NGF, analizamos si Spry4 y el receptor TrkA se encontraban coexpresados en las
neuronas de esos ganglios. De esta forma, neuronas primarias obtenidas de DRG de rata
de E14.5 (dia embrionario 14.5) fueron cultivadas y tenidas por inmunofluorescencia con
anticuerpos anti-Spry4 y anti-TrkA. Dicha tincién revelé una fuerte colocalizacion entre
ambas moléculas (Figura 6D).

Usando RT-PCR en tiempo real analizamos el patron de expresion de los ARNm de
Spry1, Spry2 'y Spry4 en células primarias de DRGs estimuladas con NGF. En estos
experimentos, sélo detectamos un aumento significativo en la expresién del ARNm de
Spry4 en respuesta a NGF, no asi en la de Spry1 ni Spry2 (Figura 6E). Por lo tanto, esta

induccion especifica indicaria que Spry4 podria desempefiar un rol fisiolégico en el
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desarrollo y funcién de las neuronas de los DRG mediado por el sistema NGF-TrkA. Cabe

destacar que el ARNm de Spry3 no se analiz6 debido a que un trabajo previo indica la

ausencia de su expresién en los DRG. ")
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Figura 6: NGF induce la expresion de Sprouty4 en células neuronales.

A) Panel izquierdo: andlisis cuantitativo de la expresién del ARNm de Sprouty4 (Spry4) por PCR en
tiempo real en células PC12 tratadas con NGF (50 ng/ml) durante los tiempos indicados. Los
niveles del ARNm de Spry4 fueron normalizados utilizando la expresién del gen constitutivo Thp
(TATA binding protein). Se muestra el promedio * desvio estandar de determinaciones por
triplicado. *p<0,001 contra el grupo control, 0 hs NGF (ANOVA de una via seguida del test de
Dunnett). Panel derecho: expresién de los ARNm de Spry? y Spry2 evaluada por RT-PCR (35
ciclos) en células PC12 estimuladas con NGF (50 ng/ml) durante los tiempos indicados. Como
control positivo de expresion se muestra el ARNm de células disociadas ganglios de la raiz dorsal
(DRG) de embriones de rata (E14.5), en presencia y ausencia de retrotranscriptasa (RT). Se
muestra la expresién del gen constitutivo Tbp como control de carga. El experimento se repitié dos
veces con resultados similares.

B) Western blot de la expresion de Spry4 en células PC12 tratadas con NGF (50 ng/ml). Se indica
el grado de cambio de la proteina Spry4 con respecto al control de carga (niveles de BllI-tubulina).
C) Panel izquierdo: expresién del ARNm de Spry4 examinado por RT-PCR (27 ciclos) en células
PC12 tratadas con el inhibidor especifico de MEK PD98059 (50uM) y estimuladas con NGF (50
ng/ml). Se muestra como control de carga la expresion de Tbp. Panel derecho: se muestra un
experimento control realizado en paralelo para verificar la actividad inhibitoria de PD98059 (50 uM)
sobre la via de MAPK a través de un inmunoblot (IB) para P-MAPK de células PC12 estimuladas
por 10 minutos con NGF (50 ng/ml). Se reprobd con anticuerpo anti BllI-tubulina como control de
carga.

D) Colocalizacion de Spry4 y TrkA por inmunofluorescencia en neuronas disociadas de DRG
obtenidas de embriones de rata (E14.5). Barra de escala: 10 pm.

E) Analisis cuantitativo de la expresién del ARNm de Spry1, Spry2y Spry4 por PCR en tiempo real
de neuronas de DRG tratadas con NGF (50 ng/ml) durante los tiempos indicados. Los niveles de
los ARNm de Spry fueron normalizados utilizando la expresion de Tbp. Se indican promedios *
desvio estandar de determinaciones por triplicado. *p<0.01 contra el grupo control, 0 hs NGF

(ANOVA de una via seguido del test de Dunnett).
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Para establecer si Spry4 podia modular la senalizacion activada por NGF-TrkA,
investigamos su rol en diferentes vias de sefnalizacién inducidas por este sistema ligando-
receptor. Como se ha mencionado previamente, TrkA, asi como otros RTK, activa una
serie de vias de senalizacion candnicas intracelulares entre las que se encuentran la de
Ras-MAPK, PI3K-Akt, PLCy y GTPasas de la familia Rho como RhoA, cdc42 y Rac1. Por
lo tanto, en primer lugar decidimos analizar si Spry4 podia regular una de las vias mas
estudiadas como es la de Erk/MAPK. Para ello, transfectamos transientemente células
PC12 con un plasmido de Erk2 etiquetado con el epitope hemaglutinina HA (Erk2-HA)
junto con un vector control o Spry4 etiquetado con Myc (Spry4-Myc). Luego de 36 horas,
las células fueron hambreadas (con medio sin suero) y estimuladas con NGF durante 10
minutos. Los niveles de activacién de Erk2 (Erk2 fosforilado / P-Erk2) fueron evaluados
luego de una inmunoprecipitacién con anticuerpos anti HA seguida de inmunblot con un
anticuerpo anti-P-MAPK (que reconoce las formas fosforiladas y activadas de Erk1 vy
Erk2). Las células PC12 transfectadas con Spry4-Myc mostraron una reduccién
significativa en la activacion de Erk2 en comparacion con las células control (Figura 7A 'y
7B). Se obtuvieron resultados similares al comparar la activacion endégena de MAPK
dependiente de NGF en extractos celulares obtenidos a partir de células PC12 parentales
y clones que sobreexpresan Spry4 en forma estable (PC12-Spry4) (Figura 7C). Por el
contrario, Spry4 no redujo la activacién de Akt inducida por NGF en los mismos clones
(Figura 7D), revelando a la via de Ras-MAPK como un blanco especifico de Sprouty4.

De forma tal de explorar a qué nivel Spry4 podria restringir la activacion de MAPK,
coexpresamos una version constitutivamente activa de Ras (Ras-V12) junto con Spry4-
Myc en células PC12. En este experimento, Spry4 fue capaz de reducir la activacién de
MAPK independiente de ligando debido al Ras-V12, indicando que la inhibicion de Spry4

sobre MAPK ocurre rio abajo de Ras (Figura 7E).
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Figura 7: Sprouty4 restringe la activacion de Erk/MAPK en respuesta a NGF.

A) Se evalué la actividad de Erk2/MAPK (fosfo-Erk2/MAPK) transfectando transientemente células
PC12 con el plasmido de Erk2 etiquetado con HA, junto con un plasmido control o un vector de
Spry4 etiquetado con Myc. Luego de 36 hs las células fueron mantenidas en medio sin suero y
estimuladas con o sin NGF (50 ng/ml) por 10 minutos. El nivel de activacion de Erk2 (P-Erk2) fue
evaluado por inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpo anti HA seguido de inmunoblot (IB) con
anticuerpo anti P-Erk/MAPK. El mismo blot fue testeado con anticuerpo anti HA y anti Myc para
evaluar los niveles totales de Erk2-HA y Spry4-Myc, respectivamente.

B) Grafico que muestra la cuantificacién de la activacién de Erk2/MAPK. El resultado representa
promedio + desvio estandar de tres experimentos independientes. *p<0.05 (test de Student).

C) Activacion endégena de Erk/MAPK (P-MAPK) por inmunoblot (IB) de lisados celulares de PC12
parentales y clon de PC12 sobreexpresando en forma estable Spry4-Myc (clon S2), tratados con
NGF (50 ng/ml). EI mismo blot fue testeado con anticuerpo anti Blll tubulina (como control de
carga) y anti Myc (para evaluar los niveles totales de Spry4-Myc).

D) Activacion de Akt (P-Akt) por inmunoblot (IB) de lisados celulares de PC12 parentales y PC12
transfectadas establemente con Spry4-Myc (clon S2), tratadas con NGF (50 ng/ml). EI mismo blot
fue testeado con anticuerpo anti Blll tubulina (como control de carga) y anti Myc (para evaluar los
niveles totales de Spry4-Myc).

E) La activacion de Erk/MAPK (P-MAPK) independiente de ligando, fue evaluada transfectando
células PC12 en forma transiente con un pldsmido de Ras-V12 (Ras constitutivamente activo)
etiquetado con HA, junto con un vector control o Spry4-Myc. Luego de 36 hs las células fueron
mantenidas en medio sin suero y los niveles de activacion de Erk/MAPK (P-MAPK) fueron
evaluados por inmunoblot (IB). EI mismo blot fue testeado con anticuerpo anti HA, anti Myc y anti
BlII tubulina. Se indica el nivel de P-MAPK normalizado al control de carga (niveles de BllI-tubulina)

y Ras-V12.
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Las GTPasas de tipo Rho, que incluyen a RhoA, Rac1 y Cdc42 son proteinas
criticas en la transduccién de las senales de las neurotrofinas al citoesqueleto de actina
[7'] En particular, ha sido descripto que el crecimiento neuritico inducido por NGF-TrkA es
mediado por la activacién de Rac1 > 7. Teniendo en cuenta que previamente ha sido
reportado que Spry2 regula la migracién de células epiteliales del intestino de rata,
inhibiendo especificamente la activacién de Rac1 y no asi la de GTPasas Cdc42 ",
evaluamos si Spry4 era capaz de regular la activacion de Rac1 inducida por NGF. Para
ello utilizamos células PC12 parentales y células PC12 que sobreexpresan establemente
Spry4-Myc, y medimos el nivel de Rac1 activado (Rac1-GTP) utilizando un ensayo de
precipitacién por afinidad (pull-down assay) con el dominio de unién a Rac1-GTP de la
proteina Pak, etiquetado con GST. Como se ha descripto previamente, Rac1 se activd
luego de la estimulacién por 10 minutos con NGF en células PC12. Sin embargo, la
activacién de Rac1 fue reducida significativamente en las células PC12-Spry4, indicando
que Spry4 regula negativamente la activacion de Rac1 inducida por NGF (Figura 8A, 8B
y 8C). Méas aun, esta interacciébn funcional se ve reforzada por ensayos de
coinmunoprecipitacién donde observamos la interaccion especifica de Spry4 y Raci, lo

cual indicaria que ambas moléculas se asocian directamente (Figura 8D).

A B

PC12 PC12
Parental Spryd-htyc *
—— == 95
NGF(min) 0 10 0 10 CE o |
=8
il - 77 [y S I—— =% 15
GST-Pak 25
25 17
T m = |
Racitotal —» | —— < 0.5 i
Lisado 0 -
celular NGF (10min): - + - +
B Mye —» === P
PC12 PC12

Parental Spryd-Myc

38



Sprouty4-Myc: - -

Ract-Myc:  + + +
C D P Myc
NGF (10 min): = + + —t—
kDa
Pull down Lo Spry4-Myc: - +
Pak-GST | Ract activo — ——
IB:Myc IB:Myc —»| mm
17
_ IB:Racl— -
Lisado 5
celular RACTIO1a] — | — e s _
IB:Myc Lisado celular
17 (input)
—
Lisado Y
celular Sprouty4 —* — R
IB:Myc

Figura 8: Sprouty4 restringe la activacion de Rac1 en respuesta a NGF.

A) Activacion de Rac1 (Rac1-GTP) en lisados celulares de células PC12 parentales y clon PC12
que sobreexpresa Spry4 (células PC12-Spry4), estimuladas con NGF (50 ng/ml) por 10 minutos. La
activacion de Rac1 se evalué con un ensayo de precipitacion por afinidad (pull-down) GST-aPak-
GBD, seguido de IB con anticuerpo anti Rac1. Los paneles debajo muestran la expresion de Rac1
total (Rac1-Myc) y Spry4-Myc en el lisado celular.

B) Gréafico que muestra la cuantificacion de la activacion de Raci1. El resultado representa
promedio * error estandar de tres experimentos independientes. *p<0.05 (test de Student).

C) Activacion de Rac1 evaluada por transfeccion transiente de células PC12 con un plasmido de
Rac1 etiquetado con Myc (Rac1-Myc), junto con un vector vacio (control) o un plasmido que
expresa Spry4-Myc. Luego de 36 hs las células fueron mantenidas en medio sin suero y
estimuladas con o sin NGF (50 ng/ml) por 10 minutos. La activacion de Rac1 se evalué con un
ensayo de precipitacién por afinidad (pull-down) GST-aPak-GBD, seguido de IB con anticuerpo
anti-myc para detectar a Rac1. Los paneles debajo muestran la expresion de Rac1 total (Rac1-

Myc) y Spry4-Myc en el lisado celular.
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D) Coinmunoprecipitacién entre Rac1 endégeno y Spry4-Myc transfectado transientemente en
células PC12. El panel inferior muestra cantidades similares de Blll-tubulina del material de partida

de ambas muestras (input).

Las rutas de senalizacién activadas por TrkA contribuyen tanto a la sobrevida como
a la diferenciacién mediada por NGF de varias poblaciones neuronales. " Por lo tanto, a
continuacién decidimos investigar si Spry4 podia modular la diferenciacién de células
PC12 estimuladas con NGF. Para ello, células PC12 fueron transfectadas con un
plasmido control o Spry4-Myc, junto con un vector que contiene la secuencia codificante
para la proteina verde fluorescente (GFP = green fluorescence protein). Luego de 48 hs
de expresion, las células se estimularon con NGF y se mantuvieron durante 72 hs.
Notablemente, la sobreexpresion de Spry4 inhibi6é significativamente la proporcién de
células PC12 diferenciadas con NGF (Figura 9A y 9B). Para confirmar que todas las
células GFP positivas también expresaban Spry4-Myc se realiz6 una inmunofluorescencia
con anticuerpo anti-Myc (Figura 9A). Asimismo, para excluir la posibilidad de que los
efectos observados se debieran a apoptosis - si bien la familia de proteinas Sprouty no
esta involucrada en esa via de sefalizacion -, se observé la morfologia de los nucleos
utilizando tinciéon con DAPI. Estos resultados demuestran que Spry4 es capaz de restringir

la diferenciacion morfolégica de células PC12 mediada por NGF.
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Figura 9: Sprouty4 inhibe la diferenciacion morfolégica de células PC12 en respuesta a NGF.
A) Fotomicrografias de células PC12 transfectadas transientemente con plasmido control
(pCDNAS3) o con plasmido Spry4-Myc, junto con un vector de expresién para la proteina verde
fluorescente (GFP). Luego de 72 hs del tratamiento con NGF (50 ng/ml), las células fueron fijadas y
tenidas con anticuerpo anti Myc. Las cabezas de flecha indican los cuerpos celulares y las flechas

indican el extremo de la prolongaciones celulares. Barra de escala: 10 ym. CF = contraste de fase.
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B) Grafico que muestra la cuantificacién del numero relativo de células PC12 GFP positivas que
poseen neuritas con una longitud mayor o igual a 1,5 veces del didmetro del cuerpo celular, luego
de 72 horas de tratamiento con NGF. El resultado esta presentado como el promedio + desvio
estandar de un experimento representativo realizado en triplicado. *p<0.001 (ANOVA de una via

seguido del test Newman Keuls). El experimento se repitié tres veces con resultados similares.

De forma tal de reforzar la evidencia presentada anteriormente sobre la funcion
inhibitoria de Spry4 en la actividad de Rac1 (Figura 8), exploramos si la expresion
ectopica de un dominante negativo de Rac1 (Rac1-DN) era capaz de imitar la accién de
Spry4. Efectivamente, la mutante Rac1-DN atenué la diferenciacion morfoldgica de
células PC12 inducida por NGF (Figura 10A y 10B), en el mismo sentido en que lo hizo la

sobreexpresion de Sprouty4.
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Figura 10: Una molécula de Rac1 que funciona dominante negativo (Rac1-DN) imita los
efectos de Spry4 sobre la diferenciacion morfolégica de PC12 inducida por NGF.
A) Fotomicrografias de células PC12 transfectadas transientemente con plasmido control

(pCDNAB) o con plasmido de un dominante negativo para Rac1 (Rac1-DN), junto con un vector de
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expresion para la proteina verde fluorescente (GFP). Luego de 72 hs del tratamiento con NGF (50
ng/ml), las células fueron fijadas y tefiidas con faloidina conjugada con rodamina (para teir el
citoesqueleto). La faloidina es un compuesto quimico que tifie la actina polimerizada del
citoesqueleto celular. Las cabezas de flecha indican los cuerpos celulares y las flechas indican el
extremo de la prolongaciones celulares. Barra de escala: 10 um.

B) Grafico que muestra la cuantificacién del numero relativo de células PC12 GFP positivas que
poseen neuritas con una longitud mayor o igual a 1 vez el didmetro del cuerpo celular, luego de 72
horas de tratamiento con NGF. El resultado esta presentado como el promedio *+ desvio estandar
de un experimento representativo realizado en triplicado. *p<0.001 (ANOVA de una via seguido del

test Newman Keuls). El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

A continuaciéon, examinamos el rol de Spry4 en el crecimiento axonal de neuronas
primarias de DRG, inducido por NGF. Para ello, neuronas disociadas de DRG de
embriones de rata de E14.5 fueron transfectadas con plasmido control o Spry4-Myc junto
con un vector que expresa GFP. Al igual que los resultados obtenidos para células PC12,
el crecimiento axonal estimulado por NGF fue significativamente reducido en aquellas
neuronas transfectadas con Spry4-Myc (Figura 11A, 11B panel izquierdo y 11C). No se
observaron diferencias en la sobrevida neuronal promovida por NGF entre ambos grupos
(Figura 11B panel derecho). Estos resultados indican que la inhibicion de la sefalizacién
de TrkA por Spry4 restringe especificamente la diferenciacién neuronal sin afectar la

sobrevida neuronal.
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Figura 11: Sprouty4 inhibe el crecimiento neuritico de neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) en respuesta a NGF.

A) Se cultivaron neuronas disociadas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) en presencia de NGF (50
ng/ml) y se transfectaron con un plasmido control o Spry4-Myc, junto con GFP. Luego de 36 hs en
cultivo, las neuronas fueron fijadas y tefidas con anticuerpo anti Blll-tubulina (Tuj1). Barra de
escala: 20 um. Las flechas indican el cuerpo neuronal y las cabezas de flecha indican el extremo

de la neurita.
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B) Panel izquierdo: grafico que muestra la inhibicion del crecimiento neuritico en neuronas de DRG
por la expresion exdgena de Spry4. El resultado esta presentado como el promedio + error
estandar de un experimento representativo realizado en seis wells por grupo experimental. *p<0.05
(test de Student). El experimento se repitié tres veces con resultados similares. Panel derecho:
grafico que muestra la supervivencia de las neuronas de DRG por la expresion del vector control o
del vector Spry4. La supervivencia neuronal fue evaluada usando la tincion nuclear con DAPI. Se
clasificaron como células apoptéticas aquellas neuronas GFP positivas con tincién nuclear
fragmentada o condensada. El resultado refleja la proporcion de células GFP positivas con ndcleo
de morfologia normal sobre el total de células transfectadas, y esta presentado como el promedio +
error estandar de un experimento representativo realizado por triplicado.

C) Histograma que muestra la distribucion de neuronas conteniendo neuritas en distintas
categorias de longitud luego de transfectarlas en forma transiente con pldsmido control o Spry4-
Myc, junto con GFP. Se evaluaron un total de 43 neuronas control y 40 neuronas transfectadas con
Spry4-Myc de un experimento representativo. Notar el notable corrimiento hacia la izquierda
(neuronas con neurita mas corta) en la distribucién de las células que recibieron el plasmido de

Spry4-Myc.

Para comprender mejor el mecanismo por el cual Spry4 inhibe los efectos de NGF,
generamos una linea celular de PC12 que expresa una versidbn mutada de Spry4 en
donde la tirosina 53 (Y53) ha sido sustituida por una alanina (PC12-Spry4-Y53A). Esta
tirosina se encuentra conservada en los 4 miembros de la familia Sprouty (Figura 12A) y
se ha reportado que tiene un efecto dominante negativo, favoreciendo la activacién de
Erk/MAPK dependiente de factor tréfico . El rol de esta mutacién puntual se evalud
analizando la activacién de Erk/MAPK en células PC12 parentales y células PC12-Spry4-
Y53A estimuladas con NGF durante 10 y 120 minutos (de forma tal de tomar el punto
maximo de activacion y un tiempo mayor, respectivamente). Las células que expresaban

Spry4-Y53A mostraron un incremento sustancial en la fosforilacion de Erk/MAPK, en
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comparacion con las PC12 parentales, indicando que la sustitucion Y53A genera una
proteina Spry4 mutante que pierde la habilidad de bloquear dicha via activada por NGF

(Figura 12B). Mas aun, esta mutacién potencié los efectos inducidos por NGF.

Luego, investigamos el efecto de la proteina mutante Spry4-Y53A en la
diferenciacién morfoldgica de células PC12 mediada por NGF. Para ello, transfectamos en
forma transiente células PC12 con un plasmido control o Spry4-Y53A-Myc, junto con GFP.
Las células se mantuvieron en presencia de NGF durante 72 hs y luego de fijarlas, se
tineron con un anticuerpo anti-Myc para confirmar que las células GFP positivas
expresaban también la versibn mutada de Spry4. La sobreexpresién de Spry4-Y53A no
s6lo no pudo inhibir la diferenciacion morfoldgica inducida por NGF, sino que levemente la
potenci6 (Figuras 12C y 12D), lo cual concuerda con el resultado de activacién de MAPK
observado en la Figura 7B. Se obtuvo un resultado similar analizando la diferenciacion

morfologica de un clon que expresa establemente Spry4-Y53A (Figuras 12E y 12F).

Dado que la fosforilacidon de algunos miembros de la familia Sprouty, inducida por
factores neurotréficos, es importante para cumplir su funcién . decidimos investigar si la
fosforilacion en tirosina 53 de Sprouty 4 era un evento clave para su rol inhibitorio. Para
ello, transfectamos en forma transiente células PC12 con el plasmido de Spry4-Myc y
estimulamos con NGF a distintos tiempos. Luego inmunoprecipitamos Spry4-Myc y
evaluamos los niveles de fosforilacion por inmunoblot utilizando un anticuerpo anti-
fosfotirosina (P-tyr). Notablemente, no observamos fosforilacion de Spry4 luego del
tratamiento con concentraciones saturantes de NGF. La falta de deteccién de Spry4
fosforilada en tirosina se ensayd sobre los mismos extractos celulares en los cuales el
tratamiento con NGF indujo un aumento en la fosforilacion en tirosina y activacién de su
receptor TrkA (Figura 12G), demostrando que la falta de fosforilacion de Spry4 no se

debi6 a cuestiones experimentales (fallas en la estimulacién, preservacién de las
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muestras, deteccion de los niveles de fosfotirosina por western blot). En su conjunto, los
resultados obtenidos a partir de los ensayos mostrados en la figura 7 demuestran que la
tirosina 53 (Y53) en si misma es un residuo esencial, requerido para preservar la funcién
biolégica de Spry4. Nuestros resultados estan de acuerdo con datos previos de la
bibliografia que muestran que Spry4 no es fosforilado en tirosina luego del tratamiento con

suero y con diferentes factores de crecimientos como por ejemplo EGF, PDGF y FGF "%,

A B PC12- PC12

Parental Spry4 (Y53A)-Myc

e

mSprouty! 4674 | R G S N E|Y|TE G P S in):
NGF o0 10 120 0 10 120
msSprouty?2 484 | R NT NE|Y TEGPT ()
mSprouty3 205 TH A S ND|YVERPP —_—— wm—
mSprouty4 4T SH V E N D|Y|[I DN P S IB: P-MAPK — =
Lisado
T celular| 1B: BlI-Tubuling —» | =
mSproutyd  NH2 i — s cOoH B:Myc - -
dominios ricos
en cisteina
| pconaz | Sprouty4 (Y53A)-Myc |
# D %
| creck || sreck ] Myc | 70

Control
Células con neuritas
(%)
PSS

10

0

NGF (50 ng/ml): - + - +
Sprouty4 (Y53A): - - + +

47



Control

MNGF

Myc/DAPI

Mye/DARI

Farental

Spryd wt

Spryd Y53A

n

*k

- 80
2
o 60
-
C @ Fdk
ST 4
©
>
m 20
O
U ]
NGF (50 ng/ml): - +
Parental
G IP: Myc
Spryd-Myc: - + + +
MGF (min): - 0 15 120
IB:P-Tyr
IB: Myc e ——i

s "

Spryd wi Spryd Y53A

IP-TrikA

f‘—)“—'\
NGF (min). 0 15 120

IB:P-Tyr [ e —

Relativo al control: 10 26 18

IB:TrkA ‘E 18

48



Figura 12: La tirosina 53 (Y53) es importante para la funcion inhibitoria de Spry4.

A) Representacion esquematica de los dominios estructurales de los miembros de la familia
Sprouty en mamiferos. La figura muestra un alineamiento aminoacidico de un motivo conservado
ubicado en la mitad del extremo N-terminal de la molécula. Alli se indica en rojo un residuo tirosina
(Y) conservado. También se muestra el dominio rico en cisteina en la porcion C-terminal.

B) Activacion endogena de Erk/MAPK (P-MAPK) por inmunoblot (IB) de lisados celulares de PC12
parentales y PC12 sobreexpresando en forma estable el plasmido para una proteina mutante de
Spry4, Spry4-Y53A-Myc (clon S-Y53A-17), tratados con NGF (50 ng/ml). EI mismo blot fue
testeado con anticuerpo anti Blll tubulina (como control de carga) y anti Myc (para evaluar los
niveles totales de Spry4-Y53A-Myc). El experimento se repitié 2 veces con resultados similares.

C) Fotomicrografias de células PC12 transfectadas transientemente con plasmido control
(pCDNAB) o con plasmido Spry4-Y53A-Myc, junto con un vector de expresién de GFP. Luego de
72 hs del tratamiento con NGF (50 ng/ml), las células fueron fijadas y tefiidas con anticuerpo anti
Myc. Las cabezas de flecha indican los cuerpos celulares y las flechas indican el extremo de la
prolongaciones celulares. Barra de escala: 10 ym. CF = contraste de fase.

D) Grafico que muestra la cuantificacién del nimero relativo de células PC12 GFP positivas que
poseen neuritas con una longitud mayor o igual a 1,5 veces del diametro del cuerpo celular, luego
de 72 horas de tratamiento con NGF. El resultado esta presentado como el promedio + desvio
estandar de un experimento representativo realizado en triplicado. *p<0.05 (ANOVA de una via
seguido del test Newman Keuls). El experimento se repiti6 tres veces con resultados similares.

E) Fotomicrografias de células PC12 parentales, clon de PC12 sobreexpresando en forma estable
Spry4-Myc (clon S2), y clon de PC12 sobreexpresando en forma estable Spry4-Y53A-Myc (clon S-
Y53A-17). Luego de 72 hs del tratamiento con NGF (50 ng/ml), las células fueron fijadas y tefidas
con anticuerpo anti Myc y con el colorante nuclear DAPI. Las cabezas de flecha indican los
cuerpos celulares y las flechas indican el extremo de la prolongaciones celulares. Barra de escala:
10 ym.

F) Grafico que muestra la cuantificacién del nimero relativo de células PC12 que poseen neuritas

con una longitud mayor o igual a 1,5 veces del diametro del cuerpo celular, luego de 72 horas de
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tratamiento con NGF. El resultado estd presentado como el promedio t+ desvio estandar de un
experimento representativo realizado en ftriplicado. *p<0.05, **p<0.001 (ANOVA de una via
seguido del test Newman Keuls). El experimento se repitié dos veces con resultados similares.

G) Panel izquierdo: células PC12 transfectadas con Spry4-Myc fueron tratadas con NGF (50 ng/ml)
durante los tiempos indicados, luego fueron lisadas y los extractos celulares fueron
inmunoprecipitados (IP) con anticuerpo anti Myc seguido de inmunoblot (IB) con anticuerpo anti-
fosfotirosina (P-Tyr). El mismo blot fue testeado con anticuerpo anti Myc. El experimento se repitié
tres veces con resultados idénticos. Panel derecho: los mismos extractos celulares utilizados para
ver la fosforilacion de Spry4, fueron re-precipitados utilizando un anticuerpo anti TrkA segudio de IB
con anticuerpo anti P-Tyr como un control positivo de la estimulacién de NGF y la deteccion de

fosfotirosina.

Por altimo, se realizaron ensayos de pérdida de funcion para corroborar la funcion
de Spry4 observada en los experimentos de sobreexpresién (ganancia de funcion). Para
ello, se utilizé un plasmido que expresa un shRNA dirigido contra el ARNm de Spry4 de
rata. Previamente, se testearon 4 shRNA, utilizando en ultima instancia aquel que cumpia
su objetivo (datos no mostrados). Este vector shRNA fue capaz de reducir
significativamente los niveles endégenos del ARNm de Spry4 (Figura 13A) y anul6
completamente la expresién ectépica de la proteina en células COS-7 transfectadas con
el plasmido de Spry4-Myc (Figura 13B). De acuerdo con el rol de Spry4 en el control
negativo de la sefalizacién rio abajo de TrkA, la pérdida de funcién de dicha molécula
resulté en un incremento sustancial de la activacion de MAPK en respuesta a NGF
(Figura 13C). Del mismo modo, se observé una potenciacién significativa de la
diferenciacién de células PC12 transfectadas con el vector de expresion para el shRNA

Spry4 y estimuladas con NGF durante 24 hs (Figura 13D y 13E). Notablemente, el nivel
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de diferenciacion alcanzado a las 24 hs es el que se obtiene

PC12 control recién a las 48-72 hs del tratamiento con NGF.
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Figura 13: La pérdida de funcion de Sprouty4 potencia la activacion de MAPK y la

diferenciacion de células PC12 en respuesta a NGF.

A) Se analizaron los niveles del ARNm de Spry4 por PCR en tiempo real de células PC12

transfectadas con plasmido codificante para un shRNA dirigido contra una secuencia aleatoria

(control, Ctrl) o para un shRNA dirigido contra el ARNm de Spry4 de rata. El nimero de células

transfectadas fue enriquecido por tratamiento con puromicina de forma tal de aumentar la

poblacion de células que expresan dichos plasmidos. El resultado esta presentado como el

promedio * desvio estandar de un experimento representativo realizado por triplicado. Los niveles
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del ARNm de Spry4 se normalizaron usando la expresion del gen constitutivo Tbp. *p<0,001 (test
de Student).

B) Se analizaron los niveles de la proteina Spry4 por inmunoblot (IB) en células COS-7
transfectadas con shRNA contra Spry4 o un vector control, juntos con Spry4-Myc. Se muestran los
niveles de actina como control de carga.

C) Se analizé la activacién de Erk2/MAPK frente a la pérdida de funcion de Spry4 en células PC12
tratadas con NGF (50 ng/ml) por 10 minutos. Dicha activacion fue evaluada por transfeccién
transiente con el plasmido de Erk2 etiquetado con HA junto con un plasmido control o con el
plasmido de shRNA contra Spry4 en células PC12. Luego se realiz6 la inmunoprecipitaciéon (IP)
contra HA seguida de IB contra un anticuerpo especifico que reconoce las formas fosforiladas de
Erk/MAPK. Se muestra el mismo blot reprobado con anticuerpo anti HA. Los nimeros debajo de
las calles estan normalizados a los niveles totales de Erk2-HA.

D) Diferenciacion morfologica de células PC12 transfectadas con un shRNA contra secuencia
aleatoria (control) o shRNA contra Spry4 clonados en el vector retroviral pGFP-V-RS, y tratadas
con NGF (50 ng/ml) por 24 hs.

E) El grafico muestra la cuantificacién del nimero relativo de células GFP positivas que poseen
neuritas mayores a 1 0 2 cuerpos celulares (CB = cell body) de diametro, en las diferentes
condiciones experimentales. El resultado esta presentado como el promedio + desvio estandar de

un experimento representativo realizado por cuadriplicado. *p<0,001 (test de Student).

Discusion

En este estudio identificamos a Sprouty4 (Spry4) como un gen regulado por NGF
que restringe algunas vias de sefalizacion inducidas por dicha neurotrofina como son la
via de Erk/MAPK y la de Rac1, pero sin modificar la via de PI3k-Akt. A nivel molecular,
identificamos a la Tyr-53 de Spry4 como un determinante esencial para esta actividad

inhibitoria. Asimismo, describimos que Spry4 regula negativamente la diferenciacién
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morfolégica inducida por NGF de células PC12 y de neuronas primarias sensoriales del
ganglio de la raiz dorsal. Por lo tanto, proponemos que Spry4 actla rio abajo de TrkA a
través de un mecanismo de retroalimentacién negativa para regular la diferenciacion

neuronal, inhibiendo la via de senalizacién Erk/MAPK'y la activacion de Rac1 (Figura 14).

els
|
§ TrkA
I
citoplasma
p P
‘ o Activacidn
Alkt Rac1 . MAPK
Sprbﬁty4‘—
Sobrevida Diferenciacién neuronal

Figura 14: modelo que describe el rol de Sprouty4 en la la sehalizacion del receptor TrkA
inducida por NGF y sus efectos biologicos. La sefalizacion NGF-TrkA induce la expresién de
Sprouty4 a través de la via de MAPK. Luego, Sprouty 4 actuando a través de un mecanismo de
retroalimentacidon negativa inhibe especificamente a la via de MAPK y la activacién de Ract
restringiendo, por lo tanto, la diferenciacion de células PC12 y de neuronas del ganglio de la raiz

dorsal (DRG).

Las células PC12 y las neuronas sensoriales han probado ser buenos modelos para

investigar el crecimiento neuritico inducido por NGF y FGF. Mientras que en el presente
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trabajo nosotros demostramos que Spry4 es un antagonista enddgeno de la diferenciacion
neuronal inducida por NGF, estudios previos han propuesto a Spry2 y Spry4 como los
reguladores criticos de la activacion de Erk/MAPK relacionada a la diferenciacién neuronal

en el contexto de FGF [65 78],

Los receptores de alta afinidad de TrkA (para NGF), TrkB (para BDNF y NT4) y TrkC
(para NT3) se expresan en distintas poblaciones neuronales de los ganglios de la raiz
dorsal (DRG) donde controlan el desarrollo axonal, la innervacién a los tejidos blanco y la
sobrevida neuronal mediada por neurotrofinas. En particular, TrkA se encuentra
expresado en un 80% de las neuronas de los DRG durante la tercera semana de
desarrollo embrionario en roedores, y su proporcién cae a un 40% postnatalmente [’
Dado que nuestros resultados indican que Spry4 esta involucrado en la diferenciacion de
la subpoblacién neuronal TrkA positiva, queda abierta la pregunta de si otros miembros de
la familia Spry podrian estar modulando la diferenciacion de otras neuronas de los DRG
que expresan TrkB o TrkC. El hecho de que Spry2 y Spry3 han sido reportados como
moléculas que controlan la sefalizacién inducida por BDNF en el sistema nervioso
central, sugiere que ellos también podrian tener una funcién andloga modulando la

diferenciacion de otras poblaciones neuronales de los DRG por dicho ligando ¢* 78,

Como se ha mencionado, las proteinas Spry han mostrado atenuar la activacion de
Erk/MAPK inducida por una variedad de factores tréficos incluyendo a FGF, HGF, VEGF,
BDNF y GDNF. Sin embargo, todavia son controversiales los puntos moleculares en los
cuales las proteinas Spry "desconectan" la sefializacién inducida por los RTK . Por
consiguiente, aun cuando muchos reportes concluyeron que Spry funcionaria rio abajo de
los RTK pero rio arriba de Ras %882 otros estudios mostraron que Spry podria inhibir la

sefalizacion de los RTK al nivel de Raf1 8384,
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En particular, Spry4 en ratdén inhibe la activacion de Erk/MAPK independiente de
Ras inducida por VEGF, al nivel de Raf1 84 En nuestro estudio, utilizamos un plasmido
que expresa un Ras constitutivamente activo (V12 Ras) y encontramos que Spry4 fue
capaz de bloquear la activacion de Erk/MAPK dependiente de Ras, indicando que en

nuestro sistema Spry4 estaria actuando rio abajo de Ras, probablemente al nivel de Raf1.

Como ha sido observado anteriormente con la sefalizaciéon inducida por FGF vy
GDNF 2 8% |3 sobreexpresion del dominante negativo de Spry4 (Spry4-Y53A) aumento la
activacion de Erk/MAPK vy la diferenciacion celular en respuesta a NGF (Figura 12). Esto
sugiere que el mutante de Spry4 podria estar inhibiendo otras proteinas Sprouty,
formando homo y/o heterodimeros con ellas. Notablemente, se han visto diferencias
claras en la fosforilacion de tirosinas de las proteinas Spry por determinados factores de
crecimiento. Es asi como Spry1 es fosforilado en tirosina por FGF y PDGF, y Spry2 por
FGF y EGF. Sin embargo, Spry4 no es fosforilado en tirosina en respuesta a ninguno de
estos factores 1"°.. Consistentemente con estos resultados, no fuimos capaces de detectar
fosforilacion en tirosina de Spry4 en respuesta a NGF. Por lo tanto, nuestros resultados
muestran que la Tyr-53 en si misma, pero no su fosforilacién, es requerida para la

actividad inhibitoria de Spry4 en la sefalizacién de NGF.

Las moléculas regulatorias que controlan el crecimiento neuritico y las sefales que
determinan cuando y donde los axones y dendritas deben crecer estan aun poco
comprendidas. En este sentido, Gross et al (2001) reportaron que la sobreexpresion de
Spry1 y Spry2 en células PC12 bloqued el crecimiento neuritico y puntos de bifurcacion
inducidos por NGF . Sin embargo, estos autores fallaron en detectar la expresién de
Spry1 y Spry2 en estas células, aun después del tratamiento con NGF. Esto sugeriria que
Spry1 y Spry2 no estarian fisiologicamente involucrados en la diferenciacion morfologica

de células PC12, y que la expresién de otros miembros de la familia Spry estaria inducida
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por NGF para controlar el crecimiento neuritico. Aqui, caracterizamos a Spry4 como un
inhibidor fisiol6gico de la elongacién neuritica de células PC12 y neuronas primarias de
DRG inducida por NGF. La expresion enddgena de Spry4 fue rapida y fuertemente
inducida en células PC12 y neuronas de DRG luego del tratamiento con NGF (Figura 6).
En contraste, no pudimos detectar la inducciéon de los ARNm de Spry1 y Spry2 luego de

dicha estimulacion.

En nuestro trabajo, demostramos que Spry4 restringe el crecimiento neuritico
inducido por NGF sin afectar la sobrevida. De acuerdo con esto, Spry4 fue capaz de
bloguear las vias de Erk/MAPK y Rac1 pero no la de Akt, en respuesta a NGF. Varios
reportes confirmaron el rol de otros Spry en el control del crecimiento neuritico y los
puntos de bifurcacién inducido por factores neurotréficos tales como FGF, BDNF y GDNF
[61.62. 6578 'En estos estudios, los autores también han relacionado los efectos inhibitorios
de Spry2 con la via de Erk/MAPK. Sin embargo, Gross et al ha reportado que en
neuronas diferenciadas del sistema nervioso central, la sobreexpresion de Spry2 favorecio
la apoptosis neuronal, mientras que su pérdida de funcién tuvo un efecto neuroprotector
61 Esto sugiere que la muerte celular por apoptosis podria darse por la inhibicién de la
via PI3K-Akt, involucrada en la sobrevida neuronal. Edwin et al reportaron que Spry2
requiere la fosfatasa supresora de tumores, PTEN, para inhibir la activacién de Akt
inducida por EGF. Sin embargo, este fendbmeno esta relacionado con efectos anti-
proliferativos y no apoptoéticos. Por lo tanto, no ha sido ain demostrada una relacion clara
entre la apoptosis y la inhibiciobn de Akt por Spry2. El hecho de que esta molécula
antagoniza la activacion de Akt y la proliferacion celular en respuesta a EGF, es
consistente con el incremento observado en el nimero de neuronas producido por la
pérdida de Spry en Drosophila . Mas recientemente, Panagiotaki et al (2010)

encontraron que Spry3 también inhibe la morfogénesis axonal in vivo y previene la
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formacion de filopodios en neuronas de la meédula espinal, inhibiendo la via de

sefalizaciéon por Ca®** activada por BDNF "8,

Notablemente, Spry3 actia como un
inhibidor muy débil de la via Erk/MAPK activada por la sefalizacion BDNF-TrkB. Por lo
tanto, las proteinas Spry parecen comportarse como moduladores especificos de

diferentes cascadas de RTK y no como inhibidores generales de la via de MAPK inducida

por estos receptores.

El crecimiento neuritico es una marca establecida de la diferenciaciéon neuronal que
requiere la accién coordinada de diferentes vias de sefnalizacion. Consistentemente con
esto, se ha reportado que el crecimiento neuritico inducido por NGF requiere una
activacién sostenida de MAPK asi como una activacion de Rac1, la cual juega un rol clave
regulando los cambios de citoesqueleto. Nosotros observamos que la inhibicion de la
sefalizacién de TrkA por Spry4 también induce una reducciéon concomitante de la
activacion de Rac1. En su conjunto nuestros resultados proveen un marco adecuado para
la comprension del modo de accién de Spry en la senalizacion y los efectos biolégicos
inducidos por neurotrofinas. Los trabajos de los ultimos afos han revelado que los
blancos de Spry son més diversos de lo asumido originalmente [64 74 788586 'Rg|acionado
a esto, la presente inhibicion de Racl por Spry4 también contribuye a destacar la
versatilidad de los miembros de la familia Spry para regular diversas vias de senalizacién

inducidas por factores tréficos.

Por ultimo, nuestros hallazgos indican que modulando la funcion de Spry4, el
sistema NGF-TrkA puede regular las vias de sefalizacion de Racl y Erk/MAPK
necesarias para el crecimiento neuritico. La regulacion precisa de la sefalizacion inducida
por las neurotrofinas es crucial para el desarrollo normal del sistema nervioso en donde el
crecimiento neuritico es un proceso esencial que subyace a la formacion de patrones de

conectividad neuronal altamente especificos. Se ha especulado que las anormalidades en
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la formacién y extension de las neuritas podrian causar la desorganizacién de la red
neuronal y eventualmente llevar a desérdenes neuronales. Por consiguiente, la expresién
anormal de las proteinas Spry en diferentes tipos neuronales, bloqueando la sefalizacion
inducida por los factores neurotréficos, podria estar asociado a enfermedades
neurolégicas ®”). Notablemente, mutaciones en el gen Spred?, que codifica para una
proteina estructural y funcionalmente relacionada a Sprouty, ha sido identificada en

| 88 89 Una caracterizacién

patologias caracterizadas por macroencefalia y retraso menta
mas detallada de los mecanismos por los cuales las proteinas Sprouty son reguladas en
las neuronas podria contribuir al entendimiento de las causas que subyacen a muchas

enfermedades neurodegenerativas y sindromes neuroldgicos.
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CAPITULO 2: la familia de proteinas Lrig como requladora de los receptores para
factores neurotroficos

Introduccion

Los receptores de neurotrofinas Trk poseen en su porcidn extracelular 3 dominios
con repeticiones ricas en leucina (LRR=leucine-rich repeat) y 2 dominios tipo
inmunoglobulina (lg). Ambos, son tipicos dominios de interaccion proteina-proteina
encontrados en proteinas con diversa estructura y funcién . Debido a las diversas
funciones en las que estan involucrados los receptores Trk y su importancia en el
desarrollo, se ha realizado una busqueda estructural de proteinas transmembrana con
dominios LRR e Ig en su porcién extracelular, y se las ha agrupado en una superfamilia
denominada LIG o LRRIG (LRR and Ig domain-containing proteins) que incluye a Lrig1-3,
Lingo 1-4, Amigo1-3, ISLR1-2, Slitrk1-6, NGL1-3, SALM1-5, NLRR1-3, entre otros °'.
Estas proteinas, junto con otras que también tienen dominios LRR como la familia
LRRTM, se encuentran enriquecidas en sistema nervioso y algunas de ellas son capaces
de interaccionar fisicamente con receptores para factores neurotréficos y regular su
actividad en diferentes tipos celulares ' °. La evidencia acumulada hasta el momento
indicaria que los miembros de la familia LIG pueden potenciar o atenuar la actividad de
los RTK en forma temporo-espacial, permitiendo un control preciso de las vias de
sefalizacidén del crecimiento axonal y de la conectividad neuronal inducida por factores

9, 62, 93]

neurotroéficos Mas auln, estudios recientes han mostrado que proteinas

conteniendo dominios LRR son capaces de regular el guiado axonal, el crecimiento

dendritico, la formacién de sinapsis y la plasticidad neuronal ¥,

En particular, la proteina Lrig1 (leucine-rich repeats and Immunoglobulin-like

domains 1), miembro de esta superfamilia de proteinas LIG, contiene 15 dominios LRR y
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3 dominios tipo inmunoglobulina en su regién extracelular. ®”! En un trabajo publicado por
Suzuki et al se observd que el ratdon transgénico deficiente para dicha proteina
desarrollaba afecciones en la piel de la cola y la region facial muy similares a la psoriasis.
98] Notablemente, se ha visto que los miembros del sistema EGF-ErbB estan involucrados
en esta enfermedad. Este hecho sumado a la similitud estructural entre Lrig1 y kekkon1,
un inhibidor del EGFR descripto en Drosophila melanogaster %! |levé a la prediccion
de que Lrig1 podria cumplir un rol similar en mamiferos " %", Posteriormente, dos grupos
de investigadores reportaron que dicha proteina efectivamente puede actuar como
regulador negativo de los receptores de ErbB/EGF "% 1% A pesar de que tanto kekkonf
como Lrig1 son capaces de interactuar e inhibir al EGFR, su mecanismo de accion difiere
sustancialmente. Mientras que la interaccion de kekkon1 con EGFR interfiere con la union
al ligando y su posterior activacion ** ' |rig1 promueve el reclutamiento de Cbl, una
proteina ubiquitina-ligasa E3 que promueve la ubiquitinacion y degradacién del complejo
EGFR-Lrig1 ['® "% De esta forma, Lrigl se ha postulado como un gen supresor de

tumores para muchos tipos de cancer humano ['%"7,

Por otro lado, se ha observado que Lrig1 también es capaz de interactuar y
desestabilizar al RTK Met (receptor del HGF), en un mecanismo independiente de Cbl, sin
importar el estado de activacién del receptor "%, Mas recientemente, nuestro laboratorio
reportd que Lrig1 es capaz de interactuar con el RTK Ret, inhibir la activacion inducida por
su ligando GDNF, evitar su reclutamiento a los dominios de membrana conocidos como
lipid rafts y regular negativamente el crecimiento neuritico de células neuronales ', Por
lo tanto, todas estas evidencias indican que Lrig1 funciona como un inhibidor general de

RTK.

Con respecto a los otros dos miembros de la familia Lrig, Lrig2 y Lrig3, también se

g [110-112]

los ha asociado al desarrollo de procesos tumorales en humano , aunque su
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funcién y mecanismo de accién son menos conocidos. Lrig2 pareceria tener funciones
opuestas a Lrig1 en cuanto a su funcion supresora de tumores. La pérdida de funcién de
Lrig2 en células de glioma produce la pérdida de EGFR mediada por EGF, una menor
activacion de la sefializacion rio abajo y una disminucién en la proliferacién celular ',
Asimismo, la expresion citoplasmatica de Lrig2 seria un factor de prognosis de menor

sobrevida en pacientes con oligodendroglioma .

Por su parte, Lrig3 estaria involucrado en la formacién de la cresta neural en
Xenopus, a través de un mecanismo inhibitorio de la sefalizacion inducida por FGF pero
favoreciendo la sefalizacion por Wnt 1", En mamiferos, se ha visto que Lrig3 participa en
el desarrollo del oido interno a través de un mecanismo co-represivo mutuo entre dicha
proteina y netrinal "', Si bien Lrig3 es capaz de interaccionar con receptores de ErbB in
vitro, esta interaccién no pareceria cumplir un rol en la morfogénesis del oido interno
dependiente de Lrig3 """ Sin embargo, estudios posteriores in vitro indican que Lrig1 y
Lrig3 pueden interaccionar y tendrian funciones opuestas, favoreciendo o inhibiendo la

estabilizacién del receptor de ErbB '8,

En base a estas evidencias, las proteinas de la familia Lrig parecerian ser moléculas
muy versatiles capaces de inhibir o potenciar distintos RTK y vias de sefalizacién, a
través de diversos mecanismos de accién. Andlisis in vivo de estos genes en el oido
interno indican que estas proteinas pueden estar coexpresadas en el mismo tejido y que

cumplirian funciones tanto redundantes como independientes unas de otras [''9.

A pesar de las importantes funciones biolégicas que cumplen una gran cantidad de
proteinas con dominios ricos en leucina (LRR) durante el establecimiento de la
conectividad neuronal, la contribucién de las proteinas Lrig para el desarrollo y funcion del

sistema nervioso aun no ha sido investigada.
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Los RTK participan activamente durante el armado de la conectividad neuronal ",

En este sentido, las proteinas Lrig han sido descriptas como proteinas transmembrana

capaces de asociarse con diversos RTK para modular su funcion tréfica durante el

desarrollo neuronal. Teniendo en cuenta todas estas evidencias, nos propusimos estudiar

posibles funciones de las proteinas Lrig1, Lrig2 y Lrig3 en el control de la actividad

neurotroficas y de los procesos neuronales que subyacen al establecimiento de los

circuitos neuronales.

Por lo tanto, en este capitulo evaluamos:

(1)

(I

Un posible rol de Lrig1 como un antagonista de la funcion de BDNF y de
la actividad de su receptor TrkB. Esto se basa en los patrones temporales de
expresion de Lrig1 durante el desarrollo hipocampal, al momento en que ocurre
el desarrollo dendritico de esta estructura cerebral.

Trabajos previos de nuestro grupo determinaron que Lrigl es un inhibidor
endégeno del RTK Ret y de las funciones biolégicas de su ligando GDNF %9,
Basado ademas en la prominente expresion de Lrig1, Lrig2 y Lrig3 durante el
desarrollo embrionario y postnatal temprano del los ganglios de la raiz dorsal
(DRG), nosotros decidimos estudiar el rol de las proteinas Lrig1, Lrig2 y
Lrig3 sobre la activacion del receptor Ret inducida por GDNF y la
contribucién de estas proteinas para el desarrollo y funcion de esta estructura
del sistema nervioso periférico.

Adicionalmente exploramos el potencial terapéutico de Lrigl como un
inhibidor de variantes oncogénicas del receptor tirosina kinasa Ret

presentes en tumores tirdideos (Ret MEN2A y Ret MEN2B).
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a) Lrig1 como requlador endégeno de la actividad neurotréfica de BDNF y de la actividad

de su receptor TrkB

Resultados

En primer lugar, comenzamos analizando por RT-PCR en tiempo real la expresion
del ARNm de Lrig1 en tejido hipocampal de rata a distintos estadios del desarrollo (Figura
15A). En estos ensayos, detectamos un aumento significativo de su expresion en la
primera y segunda semana postnatal, el principal periodo de desarrollo de la arborizacién
dendritica hipocampal y sinaptogénesis en roedores. En particular, el pico de expresion
fue a dia postnatal 10 (P10).

Para determinar los tipos celulares que expresan Lrigl analizamos por
inmunofluorescencia la localizaciéon de esta proteina en secciones coronales de cerebro
de rata de dia postnatal 15 (P15). Esta tincion reveldé que Lrigl se expresa
especificamente en neuronas granulares del giro dentado y en neuronas piramidales de
las areas CA1 y CA3 del hipocampo. También observamos expresion en las neuronas
piramidales de la corteza (Figura 15B). Notablemente, Lrigl pareceria estar
principalmente localizado en el soma neuronal y en la porcion proximal de la dendrita
apical de las neuronas piramidales de CA1, CA3 y corticales (Figura 15C-E). En neuronas
primarias hipocampales maduras la localizacién de Lrig1 se hall6 tanto en el soma como
en la primera porcion de las dendritas primarias, corroborado por el marcador neuronal
especifico de dendritas MAP-2 (Figura 15F). A su vez, se observd expresiéon de Lrig1 en
dendritas de menor calibre (secundarias, terciarias, etc) en neuronas hipocampales
cultivadas durante 18 dias in vitro (DIV 18) (Figura 15G).

La especificidad del anticuerpo utilizado para la inmunofluorescencia fue controlada

a través de la disminucion en la tincién enddgena de Lrig1 de raton en aquellas neuronas
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hipocampales primarias murinas transfectadas con un shRNA dirigido contra dicho ARNm
(clonado en un vector pGFP-V-RS); y a través de western blot de extractos celulares en
donde se sobreexpres6 a cada uno de los miembros de la familia Lrig (Figura 15H y 15I).
La secuencia de ARN de interferencia dirigida contra el ARNm de Lrig1 (nucleétidos 1494-
1512) contenida en el plasmido de shRNA utilizado, fue empleada y validada en un
trabajo previo del laboratorio "%, Adicionalmente, controlamos la especificidad de nuestro
plasmido de shRNA, midiendo por RT-PCR en tiempo real los niveles del ARNm de Lrig1
en células MN1 (que expresan endégenamente Lrig1) transfectadas con dicho shRNA

(Figura 15J).
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Figura 15: Expresion y localizacion somatodendritica de Lrig1l durante el desarrollo de
neuronas hipocampales.

A) Andlisis cuantitativo de la expresion del ARNm de Lrig1 durante el desarrollo del hipocampo de
rata a través de una RT-PCR en tiempo real. Los niveles del ARNm fueron normalizados utilizando
la expresion del gen constitutivo Tbp (TATA binding protein). El inserto de la derecha muestra una
RT-PCR con la expresion de Lrig7 en hipocampos de rata de dia embrionario 17.5 (E17.5) y
muestra control sin la transcriptasa reversa (-RT).

B) Inmunofluorescencia que muestra la localizacién de Lrig1 (en rojo) en secciones coronales de
cerebro de rata de dia postnatal 15 (P15). El anticuerpo anti-Lrig1 marca especificamente las
regiones CA1, CA3 y giro dentado del hipocampo, asi como una region de la corteza cerebral.
Barra de escala: 400 um.

C-E) Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Lrig1 (en rojo) de la regién de la corteza cerebral
marcada con un asterisco en la fig. B (C) a mayor magnificacion, y de las regiones CA1 (D) y CA3
(E) del hipocampo. Las imagenes fueron captadas por microscopia confocal. Las flechas muestran

la tincion positiva en la dendrita apical de las neuronas piramidales de las areas mencionadas. En
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el caso de CA1 y CA3 se muestra la tincion con el marcador nuclear DAPI para identificar con
mayor claridad los somas neuronales. Barra de escala: 20 um.

F) Localizacién de Lrig1 (en rojo) y el marcador somatodendritico neuronal MAP-2 (en azul) por
inmunofluorescencia de neuronas disociadas de hipocampo de rata luego de 12 dias in vitro (DIV
12). Barra de escala: 20 um.

G) Imagenes de inmunofluorescencia que muestran un patrén punteado en la tincion de Lrig1 en el
cuerpo de una dendrita secundaria y terciaria (bifurcacion a la derecha) de neuronas hipocampales
de rata transfectadas con GFP a DIV 18, captadas con microscopia confocal. Barra de escala: 10
pm.

H) Inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Lrig1 (en rojo) de neuronas hipocampales primarias
transfectadas con un vector que expresa un shRNA dirigido contra el ARNm de Lrig1 y la proteina
verde fluorescente GFP (Lrig1-shRNA-GFP). Notar la pérdida de tincién de Lrigl en la célula
transfectada con el shRNA (indicada con la flecha), pero no en las células vecinas. Barra de
escala: 20 pm.

I) La especificidad de los anticuerpos utilizados se realizé a través de western blot de extractos de
células COS-7 transfectadas con un plasmido de Lrig1 etiquetado con flag (Lrig1-flag), Lrig2
etiquetado con HA (Lrig2-HA) o Lrig3 etiquetado con flag (Lrig3-flag). EI mismo blot se testeé con

ECD
)

los siguientes anticuerpos: anti-Lrig1 que reconoce el dominio extracelular (Lrig1 , anti-Lrig1 que

reconoce el dominio intracelular (Lrig1'°®)

, anti-Lrig2 y anti-Lrig3.

J) Analisis cuantitativo de la expresion del ARNm de Lrig? por RT-PCR en tiempo real de células
MN1 transfectadas con un vector control o shRNA dirigido contra dicho ARNm (shRNA Lrig1). Las
células transfectadas fueron enriquecidas con un tratamiento de puromicina de forma tal de
aumentar la poblacién celular que expresaba los vectores mencionados. Los niveles del ARNm

fueron normalizados utilizando la expresion del gen constitutivo Tbp (TATA binding protein). Se

muestra el promedio + error estandar de determinaciones por triplicado. *p<0,001 test de Student.
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Para evaluar el rol de Lrig1 en el desarrollo de las neuronas hipocampales,
analizamos cultivos primarios de ratones Lrig1** (wt) y Lrig1” (KO) de dia postnatal 0
(P0). Las neuronas fueron mantenidas durante 4, 7, 10 y 14 dias in vitro (DIV 4, 7, 10 y
14) y tenidas con el marcador dendritico MAP-2 (Figura 16A). Luego evaluamos el
numero de dendritas primarias (Figura 16B), el crecimiento dendritico total (Figura 16C) y
el numero de puntos de bifurcacion (Figura 16D) en cada uno de los casos. De esta
forma, observamos que las neuronas provenientes de los animales deficientes para Lrig1
presentaron un aumento en todos los parametros dendriticos. Para evaluar la complejidad
global e integral del arbol dendritico realizamos el analisis de Sholl a DIV7. Este analisis
consiste en dibujar circulos concéntricos alrededor del cuerpo celular a distintas distancias
y medir la cantidad de cruces de las dendritas en cada circulo . Notablemente,
observamos que las neuronas hipocampales proveniente de animales Lrig1 KO exhibian
un aumento significativo en la complejidad del &rbol dendritico, particularmente en la
region proximal (Figura 16E).

Los ratones transgénicos empleados en estos experimentos fueron gentiimente
cedidos por el Dr. Hdkan Hedman (Universidad de Umed, Suecia). A través de western
blot validamos la ausencia de expresion de la proteina Lrigl en tejido hipocampal

proveniente de ratones deficientes para dicho gen (Figura 16F).
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Figura 16: La pérdida de expresion de Lrig1 potencia la complejidad dendritica de neuronas
hipocampales.

A) Imagenes representativas de neuronas hipocampales de ratones wt (Lrig1+”) y de ratones
deficientes para Lrig1 (Lrig1'/') cultivadas durante 4, 7, 10 y 14 dias in vitro (DIV) y tefiidas con
MAP-2. Barra de escala: 15 um. Notar la mayor arborizaciéon dendritica de las neuronas de los
ratones KO en cada uno de los estadios analizados (DIVs).

B-D) Cuantificacion del numero de dendritas primarias (B), longitud dendritica total (C) y puntos

totales de bifurcacién (D) de neuronas hipocampales de ratones wt (Lrig1+’+)

y de ratones
deficientes para Lrig1 (Lrig1”) tratadas como se menciond en el panel A. Se muestra el promedio +
error estandar de un experimento representativo realizado en dos réplicas. Se analizaron un total
de 30 neuronas por condicion experimental. *p<0,05 test de Student.

+/+)

E) Analisis de Sholl del arbol dendritico de neuronas hipocampales de ratones wt (Lrig1™") y de

ratones deficientes para Lrig1 (Lrig1™) cultivadas durante 7 dias in vitro (DIV 7) y tefiidas con MAP-
2. Se muestra el promedio + error estdndar de un experimento representativo realizado en dos
réplicas. Se analizaron un total de 20 neuronas por condicion experimental. *p<0,05 test de
Student.

F) Extractos de tejido de hipocampo de ratén wt (Lrig1+/+) y de raton KO para Lrig1 (Lrig1"') de 5
semanas de edad testeados con anticuerpo anti-Lrig1. En el panel inferior se muestra inmunoblot

(IB) con anticuerpo anti-glll tubulina como control de carga.

Para evaluar si los resultados obtenidos in vitro tenian relevancia in vivo, evaluamos
la arborizacion dendritica de neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo en cortes
histolégicos obtenidos a partir de ratones Lrig1** y Lrig1”, tefiidos por la técnica de Golgi.
Las anormalidades morfoldgicas dendriticas observadas en los ensayos in vitro de
ratones deficientes para Lrig1, se corroboraron in vivo (Figura 17A). El nimero de
dendritas primarias y puntos de bifurcacién proximales fueron significativamente més altos

en las neuronas de los ratones KO de 4-5 semanas de edad en comparacién con sus
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companeros de camada wt (Figura 17B). Mas &un, el andlisis de Sholl demostro

diferencias significativas en la arborizacion dendritica proximal en las neuronas deficientes

para Lrig1, caracterizada por una complejidad mayor especificamente en el dominio

apical, no asi en el basal (Figura 17C). Los puntos de bifurcacién dendriticos también

fueron significativamente mas altos en la zona apical en comparacién con la basal,

reforzando el fenotipo dendritico apical en los ratones KO para Lrig1 (Figura 17B).

Resultados similares fueron observados para las neuronas piramidales del area CA3

(Figura 18).
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Figura 17: Lrig1 controla el desarrollo de la arborizacion dendritica apical de neuronas
piramidales de la region CA1 del hipocampo.

A) Imagenes representativas de la regién proximal de una neurona piramidal del area CA1 del
hipocampo tefiida con la técnica de Golgi, de un ratén wt (Lrig1™*) y de un ratén deficiente para
Lrig1 (Lrig1™) de 4 semanas de edad y de la misma camada. A su derecha, se muestran como
ejemplo otras 4 neuronas de ratones wt y KO, dibujadas a partir de las imagenes originales. Notar
la mayor arborizacion apical en las neuronas de los ratones Lrig1™.Barra de escala: 15 um.

B) Cuantificacién del nimero de dendritas primarias de neuronas hipocampales del area CA1 de
ratones wt/heterocigotas y ratones KO (deficientes para Lrig1) de 4-5 semanas de edad, tefidas
con la técnica de Golgi. Se muestra el promedio * error estandar proveniente de 4 ratones de
ambas condiciones experimentales (60 neuronas por condiciéon experimental). * p=0,03 test de
Student.

C) Cuantificacion de los puntos de bifurcacién proximales (hasta 60 um desde el soma) (izquierda)
y discriminados en region basal y apical (derecha) de las mismas neuronas indicadas en el panel

B. *p=0,04; **p<0,008; ns = no significativo; test de Student.
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D) Analisis de Sholl del arbol dendritico proximal (hasta 60 pm desde el soma) (izquierda) y

discriminado en regién apical (medio) y basal (derecha) de las mismas neuronas indicadas en el

panel B. *p<0,05; ns = no significativo; test de Student.

A

-

MNumero de interseccionas

5 Wy
=
T
N2
o
—l
LY
i Y -'I h 7,
- by L
Ex] :
>
| e
=
i
6.0 - % C iz 20.0 - ns % 12.0 * ns
E 1801 £ q00-
5.0 - X 16.0 - 3
wn T i ] (o
S 40 - e 20 5 807
g S 12.0 - S
S 3.0 @ 10.0 - g 6.0
tn 5 8.0 - =
S 20 S 60 a 4.0
E 2 3
G 1.0 - o 40 w 20 -
o o 20 2
0.0 . S5 oo : g 00 .
Lrig1: ++ L o Lrigl: ++ Lrg?: +4+ -~ +H+ L
-+ I+ -+ I+
Apical Basal
Lrig1 -+ — gt - — LT -
Lrigt=={ Lrig1*"- Lrig?=™/ Lrig1** Lrig1+/] Lrig1* "
20.0 - BO 4 % & ® 12.0
o o
c 101 £10.0
15.0 - T 60 - 5
T ﬁ 50 % 8.0 1
10.0 - £ 40 £ 60
§ 3.0 § 40
5.0 1 & 20 o
CA3 total E 40 CA3 Apical E 20 CA3 Basal
z z
0.0 f f T T T ! 0.0 T T T T T 1 0.0 T T T T T
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60
Distancia desde el soma (pm) Distancia desde el soma (um) Distancia desde el soma (pm)

72



Figura 18: Lrig1 controla el desarrollo de la arborizacion dendritica apical de neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo.

A) Imagenes representativas de la region proximal de una neurona piramidal del area CA3 del
hipocampo tefida con la técnica de Golgi, de un ratén wt (Lrig1**) y de un ratén deficiente para
Lrig1 (Lrig1™) de 4 semanas de edad y de la misma camada. A su derecha, se muestran como
ejemplo otras 3 neuronas de ratones wt y KO, dibujadas a partir de las imagenes originales. Notar
la mayor arborizacion apical en las neuronas de los ratones Lrig1”.Barra de escala: 15 pm.

B) Cuantificacién del nimero de dendritas primarias de neuronas hipocampales del area CA3 de
ratones wt/heterocigotas y ratones KO (deficientes para Lrig1) de 4-5 semanas de edad, tefidas
con la técnica de Golgi. Se muestra el promedio * error estandar proveniente de 4 ratones de
ambas condiciones experimentales (40 neuronas por condiciéon experimental). * p=0,03 test de
Student.

C) Cuantificacion de los puntos de bifurcacién proximales (hasta 60 um desde el soma) (izquierda)
y discriminados en region basal y apical (derecha) de las mismas neuronas indicadas en el panel
B. *p=0,04; ns = no significativo; test de Student.

D) Analisis de Sholl del arbol dendritico proximal (hasta 60 pm desde el soma) (izquierda) y
discriminado en regién apical (medio) y basal (derecha) de las mismas neuronas indicadas en el

panel B. *p<0,05; ns = no significativo; test de Student.

El tamafo y la morfologia del arbol dendritico son determinantes claves de las
propiedades funcionales de las neuronas. Muchos desérdenes psiquiatricos y del
neurodesarrollo se deben principalmente a anormalidad estructurales de las dendritas y
sus conexiones. 2" 22 Por gjemplo, el retraso mental y los trasfornos del espectro autista
se consideran enfermedades genéticas usualmente asociadas a un crecimiento dendritico
exacerbado o falta de podado (pruning) dendritico durante el desarrollo, y caracterizadas
por defectos en el comportamiento social. ' Teniendo en cuenta los resultados hasta

aqui presentados y al hecho de que los ratones deficientes para Lrig1 tendian a estar
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aislados de sus comparneros de camada dentro de la caja, decidimos evaluar si estos
ratones presentaban comportamientos sociales alterados. Para medir la interaccién social,
ratones Lrig1** y Lrig1” fueron sometidos al test social de 3 camaras. Luego de la
habituacion, el ratén es colocado en el compartimiento del medio y se les permite elegir
libremente visitar una recamara que contiene encerrado a un ratén extrano de la misma
edad y con el cual no tuvo contacto previo, 0 una recamara con el contenedor vacio
(Figura 19A). Como era de esperarse, los ratones wt exhibieron un tipico comportamiento
de acercamiento y olfateo al ratén extrano. Sin embargo, los ratones deficientes para
Lrig1 presentaron profundos defectos en este tipo de comportamiento, reflejado por el
hecho de que no sélo pasan la misma proporcién de tiempo en ambos compartimientos
sino también que olfatean significativamente menos el contenedor con el raton extrafo

(Figura 19B y 19C).
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Figura 19: Los ratones deficientes para Lrig1 presentan defectos en el comportamiento de
interaccion social.

A) Esquema representativo del dispositivo de 3 compartimientos utilizado para el test de
interaccion social. Luego de la habituacion, el ratén testeado se coloca en la recamara del medio y
se le permite durante 10 minutos circular libremente por todos los compartimientos. En uno de ellos
se encuentra encerrado en un contenedor un raton extrafio (estimulo social) con el cual nunca tuvo
contacto y de la misma edad y sexo, mientras que en la otra recamara el contenedor esta vacio. Se
registrd el tiempo que el ratén testeado estuvo en ambos compartimientos, asi como el tiempo de
aproximacion y olfateo del estimulo social.

B) Cuantificacion del tiempo total de olfateo del raton extrafio (izquierda) y la proporcién de olfateo
con respecto al contenedor vacio (derecha), de ratones Lrig1+’+ (n=7)y Lrig1'/' (n=6) en el dipositivo
descripto en el panel A. ** p=0,003 test de Student; * p=0,03 test de Student.

C). Cuantificacién de la proporcion del tiempo pasado en cada compartimiento, de ratones Lrig1**
(n=7) y Lrig1™ (n=6) en el dipositivo descripto en el panel A. * p=0,03 test de Student pareado; ns =

no significativo.

A lo largo del desarrollo, muchos factores extrinsecos controlan el crecimiento
dendritico y su ramificacion, activando vias de senalizacion especificas que modulan la
expresion génica y el citoesqueleto Y. BDNF es uno de los factores extrinsecos mas
estudiados que regulan el crecimiento dendritico, la morfologia de la ramificacion y la

o [125-130]

densidad de espinas dendriticas en desarroll . En neuronas piramidales esta

neurotrofina es capaz de aumentar el numero de dendritas primarias y los puntos de

r [126. 131134 pPor otro lado, como hemos mencionado,

bifurcacion cerca del cuerpo celula
Lrigl es una proteina asociada a varios RTK que regula multiples vias de sefalizacién
activadas por los receptores para factores tréficos ['®l. Por lo tanto, estas observaciones

nos llevaron a preguntarnos si el incremento en la complejidad dendritica producida por la
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pérdida de expresién de Lrig1 en las neuronas hipocampales, era el resultado de una
mayor capacidad de respuesta a BDNF. Para ello, analizamos el grado de colocalizacion
entre Lrig1 y TrkB, el receptor de BDNF, en las neuronas hipocampales. Notablemente, la
localizacién de Lrig1 mostrada por inmunofluorescencia en secciones coronales de
cerebro de rata (Figura 15B) es consistente con el patron de expresién de TrkB en giro
dentado y CA1-CA3 del hipocampo, descripto en trabajos previos '*'¥1, Tinciones in vitro
de TrkB realizadas por otro grupo de investigacion han revelado que este receptor se
expresa en casi todas las neuronas de hipocampo cultivadas y estd localizado
principalmente en el soma y las dendritas '*®. A su vez, nuestros resultados indican que
tanto Lrig1 como TrkB se expresan en la zona de cuerpos neuronales del hipocampo
(Figura 20A, panel superior); y mas de un 95% de las neuronas TrkB positivas de
cultivos de células hipocampales tefiidas por inmunofluorescencia, coexpresan Lrig1
(Figura 20A, panel inferior). Por lo tanto, nuestros datos sugieren que ambas proteinas
colocalizan fuertemente en el compartimento somatodendritico de las neuronas del
hipocampo, sugiriendo un posible rol de Lrig1 en el control de la sefalizacion inducida por
TrkB.

Basados en resultados previos del laboratorio que han identificado a Lrig1 como una

proteina involucrada en un mecanismo de retroregulacién negativa del receptor Ret 1'%,

y
dada la importancia ya mencionada de dichos mecanismos para mantener la fisiologia
celular analizamos si la expresién del gen de Lrig1 era inducida luego de la estimulacion
de neuronas hipocampales con BDNF. El analisis de RT-PCR en tiempo real revel6 un
aumento significativo en el ARNm de Lrig1 en cultivos primarios hipocampales luego de la
estimulacion con BDNF (Figura 20B). Estos ensayos demuestran que Lrig1 es un gen
inducible por BDNF y que su induccién permitiria regular la homeostasis neuronal

manteniendo los niveles activados de TrkB dentro de ciertos limites compatibles con

respuestas fisiol6gicas. Luego, examinamos la posibilidad de que Lrig1 interactlie
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fisicamente con TrkB. Para ello, transfectamos células COS-7 con un plasmido que
codifica para TrkB (etiquetado con HA), en ausencia o presencia de un plasmido que
codifica para Lrigl (etiquetado con flag) y realizamos una inmunoprecipitacion con
anticuerpos anti-flag. Notablemente, TrkB-HA fue coinmunoprecipitado especificamente
por el anticuerpo anti-flag sélo en las células que coexpresaban ambos plasmidos y no en
las que expresaban cada uno de los plasmidos por separado, lo cual indica que Lrig1 es
capaz de interactuar fisicamente con TrkB (Figura 20C).

Para determinar si la interaccién entre Lrig1 y TrkB era capaz de ocurrir cuando
estas proteinas se encuentran expresadas en niveles fisiologicos, Lrig1 fue
inmunoprecipitada con un anticuerpo anti-TrkB o con anticuerpo control, a partir de
extractos de tejido de hipocampos de ratas de 15 dias de edad postnatal (P15). Estos
ensayos revelaron que TrkB podia ser coinmunoprecipitado especificamente con
anticuerpo anti-Lrig1 (Figura 20D), demostrando que Lrig1 y TrkB pueden interactuar
endégenamente en forma especifica en el hipocampo.

Para investigar si Lrigl puede regular la activacién del receptor TrkB, se
transfectaron células HEK sobreexpresando el plasmido de TrkB-HA en la presencia o
ausencia de Lrig1-flag. Luego, las células se hambrearon (es decir, se pusieron en un
medio libre de suero), se trataron con o sin BDNF durante 15 minutos y se lisaron. La
actividad de TrkB fue medida en los extractos celulares con un anticuerpo especifico que
reconoce la forma fosforilada de TrkB en la tirosina 705 (Y705), la cual estd ubicada
dentro del loop de activacion del dominio kinasa del receptor. De esta forma, las células
que expresaban Lrig1 mostraron una reduccion sustancial en la fosforilacion de TrkB
inducida por BDNF (Figura 20E), indicando que Lrig1 no sélo es capaz de interactuar con
TrkB sino también inhibir su activacion dependiente de ligando. A continuacién, decidimos
investigar si Lrig1 era capaz de regular los efectos biolégicos de BDNF. Para ello,

utilizamos células PC12 cotransfectadas transientemente con TrkB-HA y GFP, en
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presencia o ausencia del vector de expresion de Lrig1-flag. Luego se las traté con BDNF
durante 48 hs y se analiz6 la diferenciacion morfolégica midiendo el largo de las
prolongaciones celulares. Las células transfectadas con el plasmido de Lrig1 presentaron
prolongaciones mas cortas que las que no lo tenian, indicando que esta proteina es capaz

de restringir la diferenciacion morfolégica inducida por BDNF (Figura 20F).

TrkB Lrig1 TrkB /Lrig1

TBMDARI || LrigibaPl || TrkBArgimARI | BDNF(hs). O 1 4 8 24

[

-
(5]

‘ CA3 H CA1 |

Lrig1 expression
&

(Fold of change)

0

D E BONF (min): ¢ O 15 0O 15
Lrig1-flag: s IP- Ac IP- Ac Lrig1-flag: - + o+
TrkB-HA: el — — TrKB-HA: - + + + +
8 ... ™ 2 IB: p-TrkB :
sra [ o EP B £ el b
IP: Flag g3 4 S 5
[ Relativo al control: - 1.0 27 1.0 15
IB: Flag = \ad
_— 130 130 — 2
Lisado B:HA 304 = al
celular IB: HA - ] ; -
i I IB: TrkB IB: Lrig1
IB: Flag !!I

78



*%

140.0
TikB | TkB+BDNF | [ TikB-Liigt + BONF
T 1200 - T
2
o 100.0
2
S 800
c
g 60.0
5
E 40.0
3 200 - ﬁ
Q
0.0
@ & &
L &S
A
<& 3®
&

Figura 20: Lrig1 es inducido por BDNF y es capaz de interactuar con TrkB y restringir su
activacion.

A) Arriba: Inmunofluorescencia de TrkB (en verde) y Lrig1 (en rojo) en las regiones CA1 y CA3 del
hipocampo de ratén P13. Notar la expresién de Lrig1 en la zona de los somas neuronales, donde
también se expresa TrkB. Barra de escala: 200 um. Abajo: Expresion de Lrig1 (en rojo) y TrkB (en
verde) en neuronas hipocampales primarias de rata. En los recuadros se muestra una imagen de
magnificacion mayor en donde se puede apreciar la colocalizacién entre ambas moléculas. Barra
de escala: 30 um.

B) Analisis cuantitativo de la expresion del ARNm de Lrig? por RT-PCR en tiempo real de cultivos
hipocampales de rata de 10 dias in vitro (DIV 10), tratados con BDNF (50 ng/ml) durante los
tiempos indicados. Los niveles del ARNm de Lrig7 fueron normalizados utilizando la expresion del
gen constitutivo Tbp (TATA binding protein). Se muestra el promedio * error estandar de
determinaciones hechas por triplicado. *p<0,05 contra el grupo control, 0 hs BDNF (ANOVA de una
via seguida del test de Dunnett).

C) Coinmunoprecipitacién entre Lrigi-flag y TrkB-HA en células COS-7. Los extractos celulares
fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpo anti-flag seguido de inmunoblot (IB) con anticuerpo

anti HA. El mismo blot fue reprobado con anticuerpo anti-flag como se muestra debajo. El panel

79



inferior muestra la expresion del TrkB-HA en el lisado total, a través de inmunoblot con anticuerpo
anti-HA.

D) Interaccion ex vivo de Lrig1 y TrkB: Coinmunoprecipitacion entre Lrig1 y TrkB con los niveles de
expresion enddégena de ambas proteinas a partir de extractos de hipocampos de rata de dia
postnatal 15 (P15). La muestra fue igualmente dividida en dos partes y luego se realizé una IP con
un anticuerpo control (anti-HA) o anti-Lrig1 seguido de IB con anticuerpo anti-TrkB (panel derecho).
El mismo blot fue reprobado con anticuerpo anti-Lrig1 (panel izquierdo). También se incluyé como
control la expresion de TrkB en una alicuota del material de partida (lisado). La flecha indica la
banda de TrkB coinmunoprecipitada con el anticuerpo anti-Lrig1.

E) La activacion de TrkB (P-TrkB) dependiente de ligando fue evaluada transfectando
transientemente células HEK con un plasmido de TrkB-HA junto con un vector control o Lrig1-flag.
Luego de 36 hs las células fueron hambreadas (con medio sin suero) y estimuladas con o sin
BDNF (30 ng/ml) durante 15 minutos. El nivel de activacién de TrkB (P-TrkB) fue evaluado en
lisados celulares totales a través de IB con un anticuerpo especifico que reconoce la forma
fosforilada de TrkB en tirosina 705 (pY705). El mismo blot fue reprobado con anticuerpo anti-HA y
anti-flag. Los numeros debajo del blot indican el nivel de cambio de P-TrkB relativo al TrkB total
(anti-HA). Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos independientes adicionales.

F) Panel derecho: fotomicrografias representativas de células PC12 cotransfectadas
transientemente con el plasmido de GFP y TrkB-HA, junto con un vector control (pCDNAS) o Lrig1-
flag. Luego de 36 hs las células fueron hambreadas (con medio sin suero) y estimuladas con o sin
BDNF (30 ng/ml) durante 48 hs. Las flechas indican el extremo de la prolongaciones celulares.
Barra de escala: 10 ym. Panel izquierdo: grafico que muestra la cuantificacién de la longitud de las
prolongaciones celulares de las células GFP positivas. El resultado estd presentado como el
promedio * error estandar de un experimento representativo realizado en 2 réplicas. Se contaron
mas de 25 células por condicidén experimental. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA de una via

seguido del test Newman Keuls).
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Reportes previos han establecido que BDNF y su receptor TrkB inducen la
complejidad dendritica proximal principalmente caracterizada por un aumento en la
cantidad de dendritas primarias y secundarias y un incremento de las espinas dendriticas
[127.132.133] 'parg estudiar el rol de Lrig1 en el desarrollo dendritico mediado por BDNF,
realizamos ensayos de ganancia de funcién sobreexpresando Lrig1-flag en cultivos de
neuronas hipocampales. Para ello, neuronas hipocampales disociadas de 8 dias in vitro
(DIV 8) fueron transfectadas con un plasmido control (vector vacio) o Lrig1-flag, en
combinacién con un plasmido que codifica para la proteina verde fluorescente GFP.
Luego de la transfeccion, las neuronas se cultivaron en ausencia o presencia de BDNF
durante 72 hs y se analizdé su desarrollo dendritico (DIV 11 final). En las neuronas
sobreexpresando Lrig1, el BDNF fallé en promover los cambios morfolégicos dendriticos
evidenciado por el numero de dendritas primarias. Sin embargo, una versién mutante de
Lrig1 que carece de los dominios ricos en leucina (Lrig1-flag ALRR), perdio la habilidad de
bloquear la formacion de dendritas primarias inducida por BDNF (Figura 21A y 21B), por
lo cual este dominio seria necesario para la funcion inhibitoria de Lrig1. A continuacion,
realizamos un western blot de células trasnfectadas con el plasmido que codifica para
Lrig1-flag y para Lrig1-flag ALRR, para corroborar que este ultimo resultado no haya sido
generado por una expresion diferencial de ambas proteinas Lrigl. Como puede
observarse, el plasmido de Lrigl-flag ALRR tiene una expresion aun mayor que el
plasmido de Lrig1-flag (Figura 21C).

A su vez, la sobreexpresién de Lrig1 fue capaz de restringir la formacion de espinas
dendriticas inducida por BDNF en las neuronas hipocampales (Figura 21D y 21E),
apoyando el rol de Lrig1 como inhibidor endégeno del desarrollo dendritico inducido por

esta neurotrofina.
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Figura 21: La sobreexpresion de Lrig1 restringe tanto el desarrollo dendritico como la
densidad de espinas dendriticas de neuronas hipocampales en respuesta a BDNF.

A) Imagenes representativas de neuronas hipocampales de rata transfectadas a DIV 8 con un
vector vacio, Lrig1-flag o ALRR Lrig1-flag, junto con un plasmido de GFP. Al dia siguiente de la
transfeccion (DIV 9), las neuronas fueron cultivadas en ausencia o presencia de BDNF (30 ng/ml)
durante 48 hs. (DIV 11 final). Se muestra inmunofluorescencia de flag para controlar la expresion
de Lrig1 y Lrig1-flag ALRR. Barra de escala: 15 ym. El experimento se repiti6 3 veces con
resultados similares.

B) Cuantificacion del nimero de dendritas primarias de neuronas hipocampales tratadas como se
indica en el panel C. El resultado esta presentado como el promedio + error estandar de un
experimento representativo realizado en 2 réplicas. Se contaron entre 32 neuronas por condicion
experimental. *p<0,01 (ANOVA de una via seguido del test Newman Keuls).

C) Western blot, con anticuerpo anti-flag, de extractos de células COS-7 sobreexpresando Lrig1-
flag y Lrig1-flag ALRR, como control de los niveles de expresion de ambos plasmidos.

D) Imagenes representativas de microscopia confocal de dendritas de neuronas hipocampales de
rata transfectadas a DIV 15 un vector control o Lrig1-flag, junto con un plasmido de GFP. Al dia
siguiente de la transfeccion (DIV 16), las neuronas fueron cultivadas en ausencia o presencia de
BDNF (30 ng/ml) durante 48 hs. (DIV 18 final). Barra de escala: 5 um.

E) Cuantificacion del nimero de espinas dendriticas cada 100 um de dendrita de neuronas
hipocampales tratadas como se indica en el panel F. El resultado estd presentado como el
promedio * error estandar de un experimento representativo realizado en 2 réplicas. Se contaron
20 dendritas de neuronas distintas por condicién experimental. *p<0,01 (ANOVA de una via

seguido del test Newman Keuls).

Dado que, como hemos mencionado, Lrig1 fue inicialmente descripto como un
regulador del EGFR, actuando a través de un mecanismo de degradacién, decidimos

evaluar los niveles de TrkB en los ratones Lrig1 wt y KO. Para ello, realizamos extractos
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celulares de hipocampo de ratones de 5 semanas e inmunofluorescencia de células
hipocampales disociadas. En ambos casos, los niveles de TrkB observados fueron
similares entre los ratones Lrig1** y Lrig1” (Figura 22A). Para analizar si Lrig1 era capaz
de modular la sefalizacién de TrkB inducida por BDNF examinamos la fosforilacién de
TrkB y MAPK, una de las moléculas efectoras que sefalizan rio abajo de este receptor, en
cultivos hipocampales de ratones Lrig1** y Lrig1” tratados con la neurotrofina BDNF.
Consistentemente con el rol de Lrig1 como inhibidor de la funcién de TrkB, se observé
una potenciacion significativa tanto en la fosforilacion en tirosina de dicho receptor (Figura
22B y 22C) como en la activacion de MAPK (Figura 22D y 22E) en los extractos de
neuronas hipocampales deficientes para Lrig1 que fueron tratadas con BDNF.

A continuacién decidimos investigar si la pérdida de expresion de Lrig1 también
afectaba la respuesta biol6gica de neuronas hipocampales a BDNF. De acuerdo con el rol
de Lrig1 como un regulador negativo de la activacién de TrkB inducida por neurotrofina,
se observé una potenciacion en el desarrollo dendritico de neuronas hipocampales
primarias transfectadas en DIV 4 con el shRNA Lrig1, y estimuladas con BDNF durante 72
hs (Figura 22F). Notablemente, tanto los puntos de bifurcacién dendriticos como el
numero de dendritas primarias y secundarias de las neuronas hipocampales tratadas con
BDNF fueron incrementados en las neuronas que expresaban el shRNA (Figura 22G-J).
Estos resultados muestran una potenciacion de los efectos dendritogénicos de BDNF en
las neuronas deficientes para Lrig1. Es decir, nuestros resultados proveen evidencias de
un nuevo mecanismo regulatorio que permite un refinamiento de los efectos de BDNF

sobre las neuronas hipocampales.
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Figura 22: La pérdida de expresion de Lrigl favorece la senalizacion y el desarrollo
dendritico inducidos por TrkB de neuronas hipocampales primarias en respuesta a BDNF.
A) Arriba: Inmunoblot (IB) que muestra los niveles totales de TrkB en extractos celulares de

+/+

hipocampo de ratones Lrig1** y Lrig1” de 5-6 semanas de edad. Se muestra IB con anticuerpo
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anti-actina como control de carga. A la derecha se encuentra un grafico que muestra la
cuantificacién de dichos niveles. El resultado esta presentado como el promedio + error estandar
(n=2 para los wt, y n=3 para los KO).

Abajo: inmunofluorescencia neuronas hipocampales de cultivos disociados de ratones PO Lrig1**y
Lrig1”. Notar que los niveles en membrana de TrkB son similares en ambos casos. Barra de
escala: 10 um. A la derecha se encuentra un grafico que muestra la cuantificacion de dichos
niveles. El resultado esta presentado como el promedio + error estandar (n=21 para ambas
condiciones experimentales). FCTC = fluorescencia celular total corregida.

B) Inmunoblot (IB) que muestra los niveles de activacion de TrkB (P-TrkB) en lisado total de
cultivos de neuronas hipocampales (DIV 10) de ratén heterocigota (Lrig1+") y de ratén deficiente
para Lrig1 (Lrig1"') de la misma camada, tratados con o sin BDNF (30 ng/ml) por 30 minutos. En el
panel inferior se muestra inmunoblot (IB) con anticuerpo anti-plll tubulina como control de carga.
Los numeros debajo del blot indican el nivel de cambio de P-TrkB relativo a Blll tubulina. La flecha
indica la banda de TrkB activado.

C) Grafico que muestra la activacion relativa de TrkB (P-TrkB) con respecto al grupo control no
estimulado en lisado total de cultivos de neuronas hipocampales (DIV 10) de ratones
wt/heterocigota (Lrig1+’+y Lrig1+/') y de ratones deficientes para Lrig1 (Lrig1"') de la misma camada,
tratados con o sin BDNF (30 ng/ml) por 30 minutos. El resultado esta presentado como el promedio
t error estandar de 4 experimentos independientes. *p<0,05 (test de Student).

D) Inmunoblot (IB) que muestra los niveles de activacion de MAPK (P-MAPK) en lisado total de
cultivos de neuronas hipocampales (DIV 10) de ratén wt (Lrig1**) y de ratén deficiente para Lrig1
(Lrig1"') de la misma camada, tratados con o sin BDNF (30 ng/ml) durante los tiempos indicados.
En el panel inferior se muestra inmunoblot (IB) con anticuerpo anti-glll tubulina como control de
carga. Los nimeros debajo del blot indican el nivel de cambio de P-TrkB relativo a BllI tubulina.

E) Grafico que muestra la activacién relativa de MAPK (P-MAPK) con respecto al grupo control no
estimulado en lisado total de cultivos de neuronas hipocampales (DIV 10) de ratones

wt/heterocigota (Lrig1**y Lrig1*") y de ratones deficientes para Lrig1 (Lrig1™) de la misma camada,
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tratados con o sin BDNF (30 ng/ml) por 30 minutos. El resultado esta presentado como el promedio
* error estandar de 4 experimentos independientes. *p<0,05 (test de Student).

F) Imagenes representativas de neuronas hipocampales de raton transfectadas a DIV 4 con un
vector vacio junto con GFP o un plasmido que expresa un shRNA dirigido contra el ARNm de Lrig1
y la proteina verde fluorescente GFP (Lrig1-shRNA-GFP). Al dia siguiente de la transfeccion (DIV
5), las neuronas fueron cultivadas en ausencia o presencia de BDNF (25 ng/ml) durante 48 hs.
(DIV 7 final). Las flechas indican los puntos de bifurcacién a lo largo de la dendrita principal. Barra
de escala: 10 um.

G-J) Cuantificacion del nimero de dendritas primarias (G), dendritas secundarias (H), putos de
bifurcacion totales (l) y puntos de bifurcacion de la dendrita principal (J) de neuronas hipocampales
tratadas como se indica en el panel E. El resultado esta presentado como el promedio * error
estandar de un experimento representativo realizado en 2 réplicas. Se contaron un total de 30
neuronas por condicidon experimental. *p<0,01; **p<0,001 (ANOVA de una via seguido del test

Newman Keuls).

Discusion

La forma en que las neuronas desarrollan sus variadas morfologias dendriticas
tipicas de cada tipo neuronal, es un proceso extremadamente complejo y altamente
regulado. El desarrollo del arbol dendritico estaria determinado por la relacién de factores
extracelulares, moduladores intrinsecos y la actividad eléctrica. ['**'*! En comparacion
con numerosas moléculas identificadas que promueven el crecimiento y arborizacion
dendriticos generalizados, se conoce poco acerca de los moduladores intrinsecos que
esculpen los distintos patrones de morfologias dendriticas. En este estudio, nosotros
hemos identificado a Lrigl como un nuevo inhibidor intrinseco del desarrollo de la

arborizacion dendritica hipocampal, regulando negativamente la sefializacién inducida por
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el sistema BDNF-TrkB (Figura 23). Las evidencias que apoyan esta observacién son
numerosas. En primer lugar, Lrig1 es capaz de interactuar con TrkB y la sefnalizacién de
este receptor (MAPK) es potenciada en neuronas hipocampales primarias de ratones
deficientes para Lrig1, tratadas con BDNF. En segundo lugar, la pérdida de expresién de
Lrig1 en neuronas transfectadas con un shRNA dirigido contra su ARNm, potencia la
formacion de dendritas primarias y secundarias y los puntos de bifurcacion, inducido por
BDNF. En tercer lugar, la sobreexpresion de Lrig1 en neuronas hipocampales bloquea la
formacion de dendritas primarias y secundarias asi como la formacion de espinas

dendriticas, inducidas por BDNF.

Lrig1 ** Lrig1 -+

BOMF 'm BDOMF 1‘“\

TrkB TrkB
Figura 23: Modelo que resume la funciéon de Lrigl como un regulador fisiolégico del
desarrollo dendritico hipocampal.
Nuestros resultados indican el rol in vivo de Lrig1 en el control de la dendritogénesis apical de las
neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo, y la funcién bioldgica in vitro como un inhibidor
endoégeno de la arborizacion dendritica proximal y la formacion de espinas dendritica inducidas por

BDNF.

Cada vez mas evidencias indican que la marca distintiva de un subgrupo de

deso6rdenes cognitivos y del desarrollo radica en la alteracién del crecimiento y
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arborizacién axonal y dendritica. '*"! La morfologia axonal y dendritica es regulada tanto
por factores promotores como inhibidores de dichos procesos. BDNF y NT4 son dos
factores externos que promueven el desarrollo y la plasticidad del arbol dendritico y de las
espinas, razon por la cual se ha invertido mucho trabajo y esfuerzo para desentrafar los
mecanismos que controlan las vias de sefializacién activadas por su receptor TrkB. [ 12>
1421431 Reportes previos han mostrado que el crecimiento y ramificacién de la regién
proximal de la arborizacion dendritica promovida por BDNF requiere de la induccién
transcripcional de la guanina desaminasa Cipina (Cypin) dependiente de MAPK-CREB, y
de la activacion de la Rho GTPasa Cdc42 dependiente de Cdk5. 3" ¥ A su vez, la
endocitosis y la sefalizacion endosomal es un mecanismo celular crucial que une la
sefializacion de Trk inducida por las neurotrofinas con la arborizacién dendritica. "4 En
este sentido, dos estudios recientes han identificado dos proteinas endosomales, Rab11 y
NHESG, involucradas en el control de la sefalizacién de TrkB necesaria para el desarrollo
de circuitos neuronales. '3 4%

A pesar de que se ha descripto extensivamente el efecto de muchos factores
extrinsecos e intrinsecos en la arborizacién dendritica, se conoce poco acerca de los
mecanismos moleculares que dirigen la morfogénesis de las dendritas y la complejidad de
sus dominios especificos dentro de una misma neurona. ['?® Nuestros ensayos in vivo
demuestran que la pérdida de expresion de Lrigl aumenta preferencialmente la
complejidad dendritica proximal del dominio apical de las neuronas piramidales de CA1
del hipocampo. Por lo tanto, estos resultados contribuyen a comprender el mecanismo
molecular involucrado en la morfogénesis apical en contraposicién a la basal, durante el
desarrollo de estas neuronas. A pesar de que la funcion in vivo de las proteinas de la
familia Lrig aun no estd completamente dilucidada, evidencias fisiologicas indicarian que

estos genes poseen funciones redundantes e independientes durante el desarrollo como
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se ha mencionado previamente. "'l De esta forma, la contribucion funcional de Lrig2 y
Lrig3 durante el desarrollo dendritico hipocampal aun queda por ser explorada.

Un aspecto importante a tener en cuenta es que trabajos previos han mostrado que
Lrig1 es un inhibidor endégeno de Met, el receptor de HGF y, a su vez, la senalizacién
inducida por este sistema de receptor-ligando es capaz de promover el crecimiento
dendritico y los puntos de bifurcacion de neuronas piramidales. ['*® "1 Por |o tanto, estas
evidencias abren la posibilidad de que la potenciada complejidad dendritica observada en
las neuronas deficientes para Lrig1 se deba también en parte a un aumento en la
sefalizacién inducida por Met.

Otra implicancia que sugieren nuestros resultados es que Lrig1 podria influenciar
indirectamente el numero de sinapsis, empobreciendo la arborizacion dendritica y/o
reduciendo tanto la expresion como el trafico de proteinas sinapticas asociadas a
vesiculas de transporte y receptores de neurotransmisores, inducido por neurotrofinas. Se
necesitardn mas experimentos para elucidar posibles alteraciones sinapticas adicionales
en las neuronas deficientes para Lrig1. Se piensa que las neurotrofinas podrian jugar un
rol importante en el desarrollo de desérdenes cognitivos, enfermedades

[16. 17, 1231 En este sentido,

neurodegenerativas y enfermedades del neurodesarrollo.
nosotros hemos demostrado que los ratones deficientes para Lrig1 poseen serveros
defectos de interaccion social, lo cual es una marca distintiva de patologias tales como
retraso mental o los desérdenes del espectro autista. Por lo tanto, nuestros
descubrimientos podrian contribuir al entendimiento de cémo la arborizacién dendritica
estd afectada en este tipo de condiciones patoldgicas.

Previamente, se ha postulado que TrkB regula distintos modos de crecimiento
dendritico a través de la accién diferencial de isoformas alternativas de este receptor. !'*®l

De esta forma, su ARNm es capaz de sufrir splicing alternativo, dando lugar a la versién

completa y a la version truncada T1, que carece del dominio tirosina kinasa intracelular.
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Notablemente, TrkB T1 se expresa en hipocampo y es capaz de disminuir el crecimiento
dendritico a través de la inhibicion de la sefalizacién inducida por la version completa
TrkB. "1 Sin embargo, es preciso puntualizar algunas diferencias con respecto a nuestros
resultados. En primer lugar, mientras que TrkB T1 ejerce su efecto en el dominio distal del
arbol dendritico ['*?), Irig1 restringe el crecimiento dendritico inducido por BDNF en la
region proximal. Por otro lado, TrkB T1 posee un perfil de expresion que alcanza sus
valores maximos recién al final del periodo de dendritogénesis (es decir, después de P15)
[148] " Contrariamente, Lrig1 se expresa fuertemente durante las primeras dos semanas
postnatales, que coincide con niveles altos de expresion de la version completa de TrkB.
Por ultimo, los ratones deficientes para TrkB T1 no poseen transmision sindptica basal o
LTP de CA1 alterados, ni anormalidades comportamentales en tareas dependiente de
memoria . En contraposicién, la evidencia aqui presentada indica que los ratones
deficientes para Lrig1 poseen defectos comportamentales de interaccidn social.

Ya hemos mencionado el importante y reciente rol que se le atribuye a proteinas
transmembrana con dominios LRR enriquecidas en sistema nervioso. Actuando como
moléculas de adhesion, algunas de estas moléculas como los miembros de la familia
Amigo o las proteinas Slitrk, SALMs, NGLs, TrkC y LRRTMs, influencian el crecimiento,
guiado y fasciculacion axonal, la seleccién de la estructura blanco y la formacion de
sinapsis. [ '35 Notablemente, estas moléculas actian como organizadores sinapticos
que controlan el balance excitatorio-inhibitorio en el cerebro. ! En el caso de TrkC su
actividad sinaptogénica, unica entre los receptores Trk, requiere los dominios LRR pero es
independiente de su domino de unién a la neurotrofina NT3. ' De la misma forma, los
receptores tipo Toll (Toll-like receptors) de Drosophila utilizan sus dominios LRR
funcionando como sefales repulsivas que inhiben localmente la innervacién de axones de
motoneuronas al tejido blanco, o como receptores de neurotrofinas. '°® Recientemente, se

ha sugerido en C. elegans el rol especifico de una proteina con dominios LRR, DMA-1, en
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la morfogénesis dendritica promoviendo el crecimiento y ramificacion del arbol dendritico.
[57] Esta proteina, actuando como una molécula de adhesién celular, es capaz de mediar
la interaccidén local entre células necesaria para el desarrollo de patrones dendriticos
complejos. ['°8!

Por otro lado, otras moléculas con dominios LRR como Lrig1, Lingo1, Linx y algunos
miembros de la familia Slitrk han sido caracterizados como moduladores célula
especificos de la sefalizacién inducida para factores tréficos. En particular, estas
proteinas interactuan fisicamente con los RTK y atendan o potencian la sefalizacion
activada por los receptores de factores neurotréficos en una manera controlada en
espacio y tiempo. " Por lo tanto, se ha propuesto que este tipo de moléculas regulatorias
que contienen dominios LRR podrian haber evolucionado no sélo evitando errores de
sefalizacién que podrian llevar a procesos fisiolégicos aberrantes, sino también
aumentando el repertorio de efectos biolégicos inducidos por dichas vias. Esto permite
comprender cémo un numero limitado de factores neurotréficos y receptores pueden
controlar la complejidad de conexiones y plasticidad neuronales. En este trabajo nosotros
identificamos a Lrigl como una de estas moléculas regulatorias con dominios LRR
involucrada en el desarrollo morfolégico del arbol dendritico apical de las neuronas
hipocampales. Este nuevo mecanismo de Lrig1 en el desarrollo hipocampal expande
considerablemente las funciones de esta molécula y representa una nueva forma de

regular los efectos inducidos por neurotrofinas en diferentes areas del sistema nervioso.
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b) Lrig1, Lrig2 y Lrig3 como requladores del sistema GDNF-Ret

Resultados previos del laboratorio han demostrado que la proteina transmembrana
Lrig1 es capaz de interactuar fisicamente con Ret restringir las sefales neurotréficas de
GDNF " En mamiferos se han identificado 3 genes paralogos pertenecientes a la
familia Lrig: Lrig1, Lrig2 y Lrig3. A diferencia de Lrig1, no existen evidencias claras de la
funcion y el mecanismo de accion de los otros miembros de la familia. Basados en el rol
de Lrigt como inhibidor endégeno de Ret, nosotros decidimos evaluar si los otros
miembros de esta familia, Lrig2 y Lrig3, también podian modular la activida de dicho
receptor y sus efectos biolégicos en células neuronales.

Como ya se ha mencionado, las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG)
requieren de factores neurotréficos para su sobrevida y diferenciacién. A partir de los
ultimos dias del desarrollo embrionario en roedores gran proporcién de sus neuronas
comienzan a depender del soporte trofico de GDNF y expresan el receptor Ret. Por lo
tanto, realizamos inmunofluorescencias para Lrig1, Lrig2 y Lrig3 de forma tal de observar
su localizacion en cortes de tejido de DRG de ratén postnatal 0 (P0). Esta tincién reveld
que los tres miembros de la familia Lrig se coexpresan con Ret en las neuronas
sensoriales de los DRG (Figura 24A). Debido a la amplia expresion de Lrig1 y Lrig2 en
estos ganglios, y a su fuerte colocalizacion con Ret en neuronas sensoriales, nosotros
decidimos evaluar el grado de colocalizacibn entre ambas moléculas por
inmunofluorescencia. Notablemente, esta tincion revel6 que Lrig1 y Lrig2 parecerian estar
presentes en la misma subpoblacién neuronal (Figura 24B). En estos momentos estamos
realizando las tinciones entre Lrig1 y Lrig3, para corroborar que ambas proteinas también
colocalizan en subpoblaciones neuronales similares. A continuacion, analizamos por RT-
PCR en tiempo real la expresién del ARNm de Lrig1, Lrig2 y Lrig3 en tejido obtenido de

ganglios de la raiz dorsal de rata a distintos estadios del desarrollo. En estos ensayos,
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detectamos un aumento significativo de la expresién de estas moléculas principalmente

en E18 y PO. (Figura 24C). Basados en el concepto de que Lrig1 es un inhibidor

enddgeno de Ret que funciona a través de un mecanismo de retroalimentacién negativa,

nos propusimos evaluar si la estimulacion con GDNF y GFRa1 era capaz de inducir la

expresion de Lrig1, Lrig2 y Lrig3 en cultivos de ganglios de la raiz dorsal de rata de dia

embrionario 20 (E20). La estimulacion conjunta de GDNF y GFRa1 permite estimular en

trans a todas las poblacion neuronales Ret positivias, independientemente del coreceptor

GFR que expresen. A través de ensayos de RT-PCR en tiempo real, observamos un

aumento significativo de la expresién del ARN mensajero (ARNm) de los tres miembros

de la familia Lrig (Figura 24D).
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Figura 24: Lrig1, Lrig2 y Lrig3 se expresan en neuronas Ret positivas de los ganglios de la
raiz dorsal (DRG).

A) Inmunofluorescencia captada con microscopia confocal que muestra la localizacién de Lrig1 (en
rojo, linea superior), Lrig2 (en rojo, linea media), Lrig3 (en rojo, linea inferior) y Ret (en verde) en
secciones de DRG de ratén de dia postnatal 0 (P0). Barra de escala: 50 pm.

B) Inmunofluorescencia captada por microscopia confocal que muestra la localizacién de Lrig1 (en
verde) y Lrig2 (en rojo) en secciones de DRG de ratén de dia postnatal 0 (P0). El recuadro muestra
una region aumentada de la imagen original en donde se puede observar células en las que
colocalizan Lrig1 y Lrig2. Barra de escala: 50 pm.

C) Analisis cuantitativo de la expresion del ARNm de Lrig1, Lrig2 y Lrig3 durante el desarrollo de
los ganglios de la raiz dorsal de rata a través de PCR en tiempo real. Los niveles del ARNm de
Lrig1, Lrig2 y Lrig3 fueron normalizados utilizando la expresion del gen constitutivo Tbp (TATA
binding protein). Se muestra el promedio + desvio estandar de determinaciones por triplicado. El
inserto de la derecha muestra una RT-PCR con la expresion de Lrig1, Lrig2 y Lri3 en ganglios de la
raiz dorsal de rata de dia embrionario 18 (E18) y muestra control sin la transcriptasa reversa (-RT).
D) Anadlisis cuantitativo de la expresidon del ARNm de Lrig1, Lrig2y Lrig3 por PCR en tiempo real de
neuronas de DRG E20 tratadas con GDNF (50 ng/ml) + GFRa1 (150 ng/ml) durante los tiempos
indicados. Los niveles de los ARNm de los Lrig fueron normalizados utilizando la expresion de Tbp.
Se indican promedios * desvio estandar de determinaciones por triplicado. *p<0.01 contra el grupo

control, 0 hs GDNF (ANOVA de una via seguido del test de Dunnett).

En base a estos resultados y considerando que Lrig1 interactia con Ret, decidimos
evaluar la posibilidad de que los otros dos miembros de la familia también puedan
interactuar fisicamente con dicho receptor. Para ello, transfectamos células COS-7 con un
plasmido que codifica para Lrig2 (etiquetado con HA) o Lrig3 (etiuetado con flag) en
ausencia o presencia de un plasmido que codifica para Ret, y luego realizamos una

inmunoprecipitacién con anticuerpos anti-HA o anti-flag, respectivamente. En efecto, Ret
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fue coinmunoprecipitado especificamente en ambos casos sélo en las células que
coexpresaban ambos plasmidos y no en las que expresaban los plasmidos por separado;
lo cual indica que tanto Lrig2 como Lrig3 son capaces de interactuar con Ret (Figura
25A).

Para investigar si Lrig2 y Lrig3 podian regular la activacion de Ret, se transfectaron
células MN1 - linea celular murina derivada de motoneuronas que expresa niveles
enddgenos de dicho receptor - con un vector control o con el plasmido de expresion de
Lrig2-HA o Lrig3-flag. Previamente a su estimulacién, las células fueron hambreadas en
medio libre de suero. En estos ensayos las células fueron tratadas por 15 min con GDNF,
lisadas y los extractos celulares se inmunoprecipitaron con un anticuerpo especifico anti-
Ret seguido de un western blot con anticuerpo anti-fosfotirosina (P-tyr). Las células que
expresaban Lrig2 y Lrig3 mostraron una reduccion significativa en la fosforilacion de Ret
inducida por GDNF (Figura 25B y 25C). Mas aun, ambas proteinas fueron capaces de
inhibir la activacién de MAPK en respuesta a dicho ligando (Figura 25D y 25E). Estos
resultados indican que Lrig2 y Lrig3 no sélo son capaces de interactuar con dicho receptor
sino también inhibir su activacién dependiente de ligando y su sefalizacién rio abajo.

Luego investigamos si estas moléculas transmembrana eran capaces de regular los
efectos biolégicos en respuesta a GDNF. Para ello utilizamos células MN1 transfectadas
transientemente con Lrig2-HA o Lrig3-flag junto con GFP. Cumplidas las 48 hs luego de la
transfeccién, las células se hambrearon (con medio sin suero), se estimularon con o sin
GDNF durante 72 hs y se analizé la diferenciacion morfoldégica midiendo la proporcion de
células diferenciadas. El andlisis de este ensayo reveld que la sobreexpresion de Lrig2 o
Lrig3 disminuyd la proporcién de células diferenciadas, indicando que estas proteinas son
capaces de restringir la diferenciacion morfolégica inducida por GDNF (Figura 25F y

25G).
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Figura 25: Lrig2 y Lrig3 interactuan con Ret, y son capaces de restringir su activacion, la
senalizacion rio abajo y los efectos biologicos inducidos por GDNF.

A) Coinmunoprecipitacion entre Lrig2-HA (panel izquierdo) o Lrig3-flag (panel derecho) y Ret en
células COS-7. Los extractos celulares fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpo anti-HA o
anti-flag seguido de inmunoblot (IB) con anticuerpo anti Ret. El mismo blot fue reprobado con
anticuerpo anti-HA o anti-flag como se muestra debajo. El panel inferior muestra la expresién de
Ret en el lisado total, a través de inmunoblot con anticuerpo anti-Ret. El experimento se repitié dos
veces con resultados similares.

B) La activacién de Ret dependiente de ligando fue evaluada transfectando transientemente
células MN1 con un plasmido de Lrig2-HA (panel izquierdo) o Lrig3-flag (panel derecho). Luego de
36 hs las células fueron hambreadas (con medio sin suero) y estimuladas con o sin GDNF (50
ng/ml) durante 15 minutos. Los lisados totales fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpos anti-
Ret seguido de IB con anticuerpos anti-fosfotirosina (P-Tyr). EI mismo blot fue reprobado con
anticuerpo anti-Ret para ver los niveles totales del receptor. El panel inferior muestra el control de
expresion de los plasmidos transfectados a través de IB con anticuerpos anti-HA o anti-flag. Se
obtuvieron resultados similares en dos experimentos independientes adicionales.

C) Grafico que muestra la cuantificacion de la activacion relativa de Ret (cociente de la densidad
optica entre las bandas P-Tyr y Ret) de células MN1 tratadas como se indica en el panel B. El
resultado esta presentado como el promedio * error estandar de 3 experimentos independientes.
*p<0,05 (test de Student).

D) La activacion de Erk/MAPK (P-Erk/P-MAPK) dependiente de ligando fue evaluada transfectando
transientemente células MN1 con un plasmido de Erk2-HA junto con Lrig2-HA o Lrig3-flag. Luego
de 36 hs las células fueron hambreadas (con medio sin suero) y estimuladas con o sin GDNF (50
ng/ml) durante 15 minutos. Los lisados totales fueron inmunoprecipitados (IP) con anticuerpos anti-
HA seguido de IB con anticuerpos anti-P-MAPK. EI mismo blot fue reprobado con anticuerpo anti-
HA para ver los niveles totales de Erk2. El panel inferior muestra el control de expresiéon de los
plasmidos transfectados a través de IB con anticuerpos anti-HA o anti-flag. Se obtuvieron

resultados similares en dos experimentos independientes adicionales.
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E) Grafico que muestra la cuantificacion de la activacién relativa de Erk2 (cociente de la densidad
optica entre las bandas P-Erk2 y Erk2) de células MN1 tratadas como se indica en el panel D. El
resultado esta presentado como el promedio * error estandar de 3 experimentos independientes.
*p<0,05 (test de Student).

F) Fotomicrografias de un experimento representativo de células MN1 transfectadas
transientemente con plasmido control (pCDNAS3), con plasmido Lrig2-HA o Lrig3-flag, junto con un
vector de expresion para la proteina verde fluorescente (GFP) y tratadas con GDNF (50 ng/ml)
durante 72 hs. Las flechas indican el extremo de la prolongaciones celulares. Barra de escala: 25
pm.

G) Grafico que muestra la cuantificaciéon del nimero relativo de células MN1 GFP positivas que
poseen neuritas con una longitud mayor o igual a 2 veces el diametro del cuerpo celular luego del
tratamiento que se describe en el panel G. El resultado esta presentado como el promedio * error
estandar de un experimento representativo realizado en triplicado. *p<0,01 (ANOVA de una via

seguido del test Newman Keuls).

Por dltimo, para comenzar a estudiar en un sistema mas fisiol6gico el rol de la
familia de proteinas Lrig en la regulacién de los efectos biolégicos inducidos por Ret,
cultivamos explantos de ganglios de la raiz dorsal lumbares de ratones Lrig*" y Lrig1”
recién nacidos (P0) en presencia de GDNF vy, luego de dos dias, analizamos la longitud
de las 5 neuritas mas largas, medidas desde el borde del explanto. Notablemente, no
encontramos diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales (Figura
26A y 26B). Con el mismo objetivo, realizamos cultivos disociados de neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal de ratones Lrig** y Lrig1” PO en presencia de GDNF y NTRN,
de forma tal de estimular a la mayor cantidad de neuronas Ret positivas. Luego de 24 hs
analizamos los puntos de bifurcacién y el largo axonal total. Nuevamente, no se

detectaron diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales (Figura 26C
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y 26D). Estas evidencias, junto al hecho de que los 3 miembros de la familia Lrig
parecerian expresarse en las mismas subpoblaciones neuronales, indicaria que podria
existir redundancia genética en su rol inhibitorio de Ret. Experimentos adicionales que
involucren el analisis de ratones transgénicos deficientes para las proteinas Lrig2 y Lrig3,
y mas aun, dobles o triples KO para dichas moléculas, permitiran dilucidar el rol de estas
proteinas en el desarrollo y conectividad neuronal de los ganglios de la raiz dorsal y en las
sefales inducidas por GDNF en estas neuronas sensoriales periféricas. Asimismo, esto
permitira analizar el grado de redundancia genética o independencia en las funciones

bioldgicas de los miembros de la famlia Lrig en el sistema nervioso.
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Figura 26: La pérdida de expresion de Lrigl no induce mayor crecimiento axonal en
neuronas y explantos de ganglios de la raiz dorsal.

A) Inmunofluorescencia de Blll-tubulina (en rojo) de explantos de un ganglio de la raiz dorsal
(DRG) lumbar representativo de un ratén heterocigota (Lrig1*/') y de un ratén KO para Lrig1 (Lrig1'/'
), cultivados con GDNF (50 ng/ml) y GFRa1 soluble (150 ng/ml) durante 40 hs. Barra de escala:
500 pum.

B) Grafico que muestra el promedio de las 5 neuritas mas largas por explanto de DRG. Se
contaron 7 explantos para la condicién heterocigota y 6 para la condicién KO (en ambos casos
provenientes de dos animales distintos).

C) Inmunofluorescencia de Blli-tubulina (en rojo) que muestra una neurona representativa de
cultivos de ganglios de la raiz dorsal de ratones Lrig1+’+ y Lrig1'/' PO, cultivados con GDNF (25
ng/ml) y NTRN (25 ng/ml) durante 24 hs. Barra de escala: 100 pm.

D) Grafico que muestra el numero de bifurcaciones y el crecimiento axonal total de neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal de ratones Lrig1** y Lrigi™ PO, cultivados bajos las condiciones

descriptas en el panel C. Se contaron un total de 30 neuronas para cada condicion experimental.

c) Lrig1 como inhibidor de formas oncogénicas de Ret

Las neoplasias endocrinas mudltiples de tipo 2 (MEN2) son un grupo de
enfermedades humanas caracterizadas por un desarrollo aberrante de la cresta neural,
estructura involucrada en la formacién del sistema nervioso entérico, el sistema nervioso
simpatico y los ganglios de la raiz dorsal, entre otros. Segun las caracteristicas clinicas
gue se presentan, estas neoplasias se clasifican en tres desérdenes de cresta neural
heredados de forma autosémica dominante: MEN tipo 2A (MEN 2A), MEN tipo 2B (MEN
2B) y el carcinoma tiroideo medular familiar (FMTC). La evidencia indica que mutaciones

alélicas germinales en el gen Ret dan cuenta de este tipo de desérdenes. !'*!
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Como hemos mencionado previamente, un trabajo previo del laboratorio ha
demostrado que Lrig1 es capaz de interactuar con Ret e inhibir su activacién en respuesta
a su ligando GDNF. Por lo tanto, nos preguntamos si Lrig1 también podria ser capaz de
inhibir, en forma ligando independiente, versiones mutadas de Ret constitutivamente
activas responsables de la neoplasia enddcrina multiple tipo 2A (RM2A = Ret Men 2A) y
tipo 2B (RM2A = Ret Men 2A). Para ello, en primer lugar transfectamos células COS-7
con un plasmido que codifica para las versiones mutadas de Ret, RM2A o RM2B, en
ausencia o presencia del plasmido que codifica para Lrig1-flag. Luego realizamos una
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-flag seguido de inmunoblot con anticuerpos anti-
Ret (que también reconocen las versiones mutadas). De esta forma, tanto RM2A como
RM2B fueron coinmunoprecipitados especificamente en las células que coexpresaban
esta proteina junto con Lrig1, y no en las que lo expresaban en forma separada (Figura

27A y 27B).

A continuacién evaluamos la activacion de estas versiones mutadas del receptor en
presencia o ausencia de Lrig1. De esta forma, transfectamos células COS-7 con RM2A o
RM2B y Lrig1. Los extractos celulares se inmunoprecipitaron con un anticuerpo especifico
anti-Ret seguido de inmunoblot con anticuerpo anti-fosfotirosina. Las células que
expresaban Lrig1 mostraron una reduccién significativa en la fosforilacibn de RM2A

(Figura 27C y 27D) y RM2B (Figura 27E y 27F).

Estos resultados indican que Lrig1 es capaz de interactuar con versiones mutadas
de Ret, RM2A y RM2B, y restringir su estado de activacion en una manera ligando
independiente. Ensayos bioldgicos y en contextos mas fisiologicos permitiran clarificar si
estos fendbmenos observados in vitro pueden ocurrir in vivo, y si podran ser usados
potencialmente en la clinica como una herramienta terapéutica para las neoplasias

enddcrinas multiples.
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Fiqura 27: Lrig1 interactua con RM2A y RM2B y atenua su activacion constitutiva.

A y B) Coinmunoprecipitacion entre RM2A (A) o RM2B (B) y Lrigi-flag transfectado
transientemente en células COS-7. Los extractos celulares fueron analizados por
inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpo anti-flag seguido de inmunoblot (IB) con anticuerpo anti-
Ret. Debajo se muestra el mismo blot reprobado con anticuerpo anti-flag. El panel inferior muestra
la expresion de Ret en extractos de lisado total. Este experimento se repiti6 dos veces con
resultados similares.

C y E) Western blot representativo que muestra la activacion de RM2A (C) o RM2B (E) en
ausencia o presencia de Lrigl en células COS-7 transfectadas transientemente con dichas
moléculas. Los extractos celulares fueron analizados por inmunoprecipitaciéon (IP) con anticuerpo
anti-Ret seguido de IB con anticuerpo anti-fosfotirosina (P-Tyr). Los nimeros debajo del blot
indican el grado de cambio de RM2A (C) o RM2B (E) fosforilado (P-Tyr) con respecto a su nivel
total (Ret). El panel inferior muestra los niveles de Lrig1-flag en extractos de lisado total. Este
experimento se repitié dos veces con resultados similares.

D y F) Grafico que muestra la activacion relativa de RM2A (D) o RM2B (F) en presencia o ausencia
de Lrig1 segun el tratamiento explicado en la figura C/E respectivamente. El resultado representa

promedio *+ desvio estandar de tres experimentos independientes. *p<0,05 (test de Student).
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DISCUSION GENERAL

Importancia biolégica de la regulacion trofica

La activacién de los RTKs por sus respectivos factores tréficos se encuentra entre
las senales criticas que estan implicadas en la morfogénesis, induciendo vias de
sefalizacién que controlan procesos celulares tales como la proliferacion celular, la

diferenciacion, la migracién y la sobrevida. ['®

Por lo tanto, para evitar errores de
sefalizacién que finalmente conduzcan a un comportamiento celular aberrante y a
enfermedades, los mecanismos celulares han evolucionado para garantizar que se
alcancen umbrales adecuados de senalizacion en tiempo y espacio. La elucidacion de los

mecanismos que controlan la activacién de los RTK es aun visto en la actualidad como

uno de los principales desafios de la biomedicina.

La sefalizacion inducida por factores neurotréficos, a través de sus receptores RTK,
desempenan papeles criticos en el desarrollo del sistema nervioso, en la sobrevida y el
mantenimiento de subpoblaciones especificas de neuronas diferenciadas. Mientras que la
sobreactivacion de la senalizacion inducida por RTKs - debido a alteraciones en los
mecanismos de desactivacién de estas vias - se asocia con el desarrollo de procesos
tumorales y cancer, también es posible que las alteraciones en dichos mecanismos de
control puedan contribuir a la patogénesis de enfermedades del neurodesarrollo y a

trastornos neurodegenerativos. '
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Reguladores de la actividad neurotrdfica como moduladores claves del desarrollo

neuronal y barreras antirregenerativas

Un importante regulador de sefales neurotréficas y que, por lo tanto, ha sido
considerada una molécula regenerativa es la fosfatasa PTEN - un conocido inhibidor de
diferentes vias de sefalizacion inducidas por factores neurotréficos como PI3K-Akt-
mTOR. Los individuos con mutaciones en el gen PTEN muestran trastornos cerebrales
que incluyen macrocefalia, convulsiones y retraso mental. !'®"! Notablemente, se han
reportado mutaciones de PTEN en personas con trastornos del espectro autista. ['**"%4 Un
estudio anterior mostrdé que deleciones de PTEN en el sistema nervioso central del ratén
pueden ser la base de la macrocefalia y comportamientos anormales que recuerda a

ciertas caracteristicas de trastornos del espectro autista humanos. [

Por otro lado, se ha demostrado recientemente que PTEN, es parte de un nuevo

mecanismo de sefalizacion intracelular que conecta dos vias en las neuronas del sistema

5NTR

nervioso central: la sefalizacién apoptética inducida por proneurotrofinas y p7 , Y la

sefalizacién de sobrevida inducida por neurotrofinas y Trk. En este estudio, los autores
demuestran que en las neuronas el proNGF induce PTEN a través de p75"™" para
suprimir la sefalizacién de sobrevida mediada por Trk-PI3K-Akt inducida por neurotrofinas
maduras. ['®® Este mecanismo podria explicar la asociacién de las proneurotrofinas-

NTR
5

p7 con patologias neuronales como la neurodegeneracion observada en la

enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, la interaccién entre proneurotrofinas, p75"'"

y
PTEN proveeria un nuevo blanco como via de sefalizacién para neuroproteccién y
tratamientos terapéuticos para enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, un
trabajo posterior ha mostrado que la delecién de PTEN potencia la habilidad regenerativa
29]

de las neuronas corticoespinales adultas en respuesta a una lesién de médula espinal. !

Sin embargo, a pesar del robusto crecimiento regenerativo de los axones corticoespinales
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observado en los ratones deficientes para dicha molécula, muchos axones aun fallaron en

crecer en la region lesionada.

Por otro lado, es sabido que la administracion de factores neurotréficos en sitios
lesionados pueden promover un cierto grado de regeneracién axonal en ciertos tipos
neuronales "'y que la sobreexpresién de TrkB puede inducir el crecimiento de axones
corticoespinales en un injerto que expresa BDNF luego de una lesién subcortical. ['®! Por
lo tanto, la combinacién de la administracion de BDNF junto con la inhibicién de la
actividad de PTEN podria ser la clave para estimular el crecimiento de un mayor niumero
de axones lesionados y asi promover una recuperacion funcional. Como la via de MAPK
ha sido reportada ser critica para el crecimiento y regeneracién axonal inducidos por
neurotrofinas en diferentes modelos de lesién "%, seria interesante explorar si deleciones
dirigidas de inhibidores de MAPK como Sprouty o Spred, pueden también potenciar la
regeneracion axonal inducida por factores neurotréficos. En este sentido, se ha observado
recientemente que los ratones deficientes para Sprouty4 poseen una respuesta
inflamatoria reducida asi como menor astrogliocis y mayor sobrevida neuronal, luego de
un dano de médula espinal; y que estos efectos serian mediados por un aumento en la

sefalizacion de FGF B9,

Las proneurotrofinas, es decir, la versiébn no clivada de los precursores de
neurotrofinas, pueden ser secretados y sélo unirse al complejo de receptores p75™'™" -
sortilina para inducir muerte neuronal durante el desarrollo y en condiciones patoldgicas
como la enfermedad de Alzheimer (AD) y lesiones de médula espinal. ['®® "% En este
sentido, muchos reportes han mostrado que un reducido soporte trofico contribuye a la
patogénesis de desordenes degenerativos como la enfermedad de Alzheimer, Hungtinton,

Parkinson y la esclerosis amiotréfica lateral. '"! En particular, deleciones dirigidas al

receptor de GDNF, Ret, en las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo produce una
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progresiva y tardia pérdida de estas células en la substantia nigra , degeneracion de los
terminales nerviosos dopaminérgicos del estriado y una reduccién en los niveles de

liberacién evocada de dopamina. ['®

Estas observaciones indican que los ratones
transgénicos condicionales para Ret podrian ser considerados como un modelo
interesante para estudiar patologias relacionadas a la enfermedad de Parkinson
temprana. Experimentos posteriores establecieron, como se ha mencionado, que la
ablacion de la expresion de BDNF en neuronas piramidales corticales, causa una
degeneracion dendritica asociada a la edad seguida de una pérdida de las neuronas
espinosas gabaérgicas medianas, lo cual imita la degeneracion estriatal en la enfermedad
de Hungtinton. ['®! Por otro lado, se establecié una conexién molecular que correlaciona la
deprivacién de NGF con sintomas de la enfermedad de Alzheimer, utilizando un modelo
de raton transgénico donde anticuerpos anti-NGF, que neutralizan esta neurotrofina, son
expresados tanto a nivel periférico como dentro del sistema nervioso central.
Notablemente, este modelo genera patologias tipo Alzheimer incluyendo las placas de
péptido B amiloide, pérdida de neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal, ovillos de

proteina tau hiperfosforilada y déficits de memoria dependientes de hipocampo. #"!

El rol fisiologico de las proteinas de la familia LIG y Spry-Spred durante el desarrollo
hace posible que puedan contribuir a ciertas patologias humanas. En este sentido,
mutaciones en el gen relacionado a Spry, Spredi, han sido implicadas en patologias

caracterizadas por macrocefalia y retraso mental. ['""

Por lo tanto, una mayor
caracterizacion de los mecanismos por los cuales Spry controla la fisiologia neuronal

podria colaborar para comprender la patogénesis de muchos sindromes neurolégicos.

Por otro lado, Lrig1 ha sido postulado como un gen supresor de tumores de muchos
tipos de cancer humano. %'l En contraste con lo que ha sido descripto para Lrig1, la

pérdida de expresion de Lrig2 por ARN de interferencia inhibe tanto la activacion del
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EGFR como el crecimiento de células de glioblastoma, sugiriendo a Lrig2 como un gen

blanco atractivo para la terapia de glioma. [''> "'

En el sistema nervioso central, una proteina de la superfamilia LIG, Lingo1, es un
regulador negativo clave de la mielinizacién ® "2 Muchos estudios han mostrado un rol
perjudicial de Lingo1 durante el desarrollo del sistema nervioso. '”®! En uno de estos
estudios, Inoue et al demostraron que antagonistas de Lingo1 mejoran la sobrevida, el
crecimiento y la funcion de neuronas dopaminérgicas utilizando modelos in vivo de la
enfermedad de Parkinson. Este efecto neuroprotectivo involucra la activacién de la via de
sefalizacibn EGFR-Akt a través de la inhibicion directa de la unién de Lingo1 con el

EGFR. '

Slitrk es otra subfamilia de las proteinas estructuralmente relacionadas
pertenecientes a la superfamilia LIG. ¥ Analisis de secuencia revelaron que el dominio
extracelular de los Slitrk es similar al factor repulsivo Slit y que algunas regiones del
dominio intracelular presentan un alto grado de homologia con los receptores Trk; de ahi
el nombre de esta familia de proteinas. Existen 6 miembros Slitrk (Slitrk 1-6) y todos ellos
se encuentran altamente expresados en el tejido nervioso. 2 %! Estudios previos indican
que los Slitrk funcionan modulando la sefalizacién inducida por neurotrofinas. En
particular, la expresién ectopica de cada uno de los miembros de esta familia en células
PC12 tratads con NGF produce una reduccion en el numero de neuritas en comparacion
con el control, indicando que Slitrk representa un regulador negativo de la sefalizacion
inducida por TrkA. ®@ Evidencia adicional que apoya un rol modulatorio de Slitrk en la
sefalizacidén neurotrofica, es el hecho de que la expresion de los ARNm de BDNFy NT3
como sus receptores TrkB y TrkC se encontraron disminuidos en el oido interno de los
ratones transgénicos deficientes para Slitrk6. Esto indica que dicha molécula actia como

un regulador positivo de TrkB y TrkC. *® Estos resultados sugieren que el rol de los Slitrk
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en el control de la sefalizacion en respuesta a neurotrofinas no esta del todo claro, debido
a que podrian regularlo tanto en forma positiva como negativa. Es posible que los efectos
modulatorios de las proteinas Slitrtk en la sefalizacion inducida por Trk dependa del
receptor especifico del que se trate o del contexto en que se encuentra el mismo.
Estudios futuros permitiran revelar como cada miembro de la familia Slitrk modula la
accion de las neurotrofinas asi como la relevancia fisiolégica de este control en el

desarrollo del sistema nervioso.

Utilizando ensayos de busqueda a través de microarrays de genoma completo para
aislar moduladores de receptores para factores neurotréficos involucrados en el control de
las proyecciones axonales de las neuronas sensoriales de los ganglios de la raiz dorsal
(DRG), Mandai y sus colegas identificaron a Linx (Leucine-rich repeat and immunoglobulin
domain-containing axon extension protein), otro integrante de la superfamilia LIG. ! Esta
proteina se expresa especificamente en poblaciones de neuronas sensoriales de los DRG
y de motoneuronas de la médula espinal. Es capaz de interactuar fisicamente con los
receptores Trk y Ret y potenciar la sefnalizacién inducida por neurotrofinas y GDNF,
respectivamente. Los defectos en la proyeccion axonal en el raton transgénico deficiente
para Linx se asemejan a aquellos encontrados en los ratones deficientes para NGF, TrkA
y Ret, revelando una significancia fisiol6gica de Linx en la modulacién de estadios
especificos de crecimiento, guiado e innervacién al blanco de neuronas sensoriales y
motoneuronas en respuesta a factores neurotréficos. EI mecanismo por el cual Linx es
capaz de modular la sefalizacién de TrkA y Ret ligando dependiente en las neuronas en

desarrollo, permanece aun desconocido.

Colectivamente todos estos resultados demuestran que los miembros de la
superfamilia LIG pueden potenciar o atenuar la actividad de los RTK en una forma

controlada temporalmente para proveer una precisiébn en la sefalizaciéon inducida por

113



factores neurotroficos en procesoso tales como crecimiento neuronal y conectividad.
Muchos estudios establecen que la senalizacion y los efectos inducidos por factores
neurotréficos pueden ser modificadas en base al momento y la ubicacion de la

estimulacién. 75 176l

Por lo tanto, es interesante determinar si los miembros de la
superfamilia LIG expresados en neuronas sensoriales y motoneuronas son capaces de
modular el transporte retrogrado de endosomas de sefalizacion conteniendo complejos
de union receptor-factor neurotréofico. Al mismo tiempo, estos estudios podrian revelar si la
modulacion axonal distal de los receptores Trk y Ret por miembros de la superfamilia LIG,

podria representar un mecanismo fisiolégico que controle la sobrevida, la extensién

axonal y la innervacion al tejido blanco.

Una pregunta central en la neurobiologia del desarrollo es como los axones de una
poblacién neuronal especifica logran una especificidad de conexién con el blanco durante
la formacién de los circuitos neuronales. La cooperacion entre factores neurotréficos y
claves de guiado es un mecanismo que confiere especificidad durante dicho proceso.
Estudios recientes también ilustran que moduladores intrinsecos célula-especificos de la
sefalizacidén de receptores para factores neurotréficos es otro mecanismo fundamental
qgue controla el crecimiento axonal, ramificacion y la innervacion al tejido blanco durante el
desarrollo del sistema nervioso. Uno de estos estudios demostr6 que muchos
moduladores pertenecientes a la superfamilia LIG se expresan en poblaciones neuronales
sensoriales y motoras no solapadas, evidenciando la posibilidad de que las diferentes
proteinas pertenecientes a esta familia codifiquen especificidad al blanco durante el
ensamblaje de los circuitos neuronales. ¥ Por lo tanto, dependiendo del contexto celular,
cada una de estas moléculas podria favorecer la multiplicidad de eventos de senalizacién
y respuestas activadas por los receptores Trk y Ret en diferentes poblaciones neuronales.

A su vez, estudios extensivos han demostrado que los mecanismos de retroalimentacion
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positiva y negativa son eventos de sefializacion que evolucionaron proveyendo un efectivo
control de los fendémenos biol6gicos inducidos por factores neurotréficos como la
sobrevida, el crecimiento neuritico, el guiado axonal y la seleccién del blanco. 16 109 177.
'8 Otro concepto derivado de estos estudios es que los receptores para factores
neurotroficos estan extremadamente regulados a través de una accién coordinada de
muchas moléculas inhibidoras que funcionan a multiples niveles en la cascada de
sefalizacién y a diferentes tiempos luego de la unién al ligando. La comprension actual de
los mecanismos utilizados por los ya identificados reguladores de receptores para factores
neurotroficos, esta aun en una etapa temprana (Figura 28). El mayor conocimiento de los
blancos moleculares y relevancia fisiolégica de estos moduladores de RTK, contribuira a
la identificacion de marcadores supresores de tumores y a disefiar terapias mas eficientes
para enfermedades humanas. Este conocimiento podria ser usado para maximizar el

potencial terapéutico y para reducir efectos secundarios ante la administracion de factores

neurotroéficos.

115



TrkA TrkB Ret
Linx | é Linx
- |— il —R
9 : E—f |
o o :
l sond, I Sle Sog” l
K s
2 ;m nuJ/MAP: \:Lov/c.z L
+
SW‘. = Ras/MAPK
L 4
met 91 : EGFR i
Lingo1
g FGFR
-
— E B RIS Sef
= |
b = < H
. o i =3
L A
EN % Cbl —| }—Mlg6
Migé ' J . szg.“
|—| x #‘Hjm f‘”"z ‘ l—l Ffz
Cded2 Ras/ Q Ras/MAPK
/Rac1 MAPK
’\suf Ras/MAPK

Figura 28: Mecanismos de retroalimentacién negativa y positiva en la modulacion de la
sefalizacion de receptores para factores tréficos. Los reguladores negativos se muestran en rojo
mientras que los positivos, en verde. La figura ilustra diferentes moléculas modulatorias negativas
que actian a distintos niveles luego de la unién ligando-receptor, restringiendo dicha union,
atenuando la activacién del receptor, controlando especificamente las vias de sefalizacién rio
abajo y regulando la degradacién del receptor.

Los factores neurotréficos han surgido como agentes terapéuticos prometedores ya
gue son moléculas capaces de modificar el curso de una enfermedad, razén por la cual
algunas de ellas estan siendo actualmente usadas en ensayos clinicos para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas. ['”® Permiten que las neuronas dafiadas puedan

crecer nuevamente, tanto in vitro como in vivo, convirtiéndolos en los mediadores mas
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potentes de la sobrevida neuronal identificados hasta la fecha. Sin embargo, la entrega de
factores neurotroficos soélo ha tenido efectos limitados en la promocién de la regeneracion

de ciertos tipos de axones del sistema nervios central.

En particular, el requerimiento fisiologico de la sefalizacion GDNF-Ret para la
sobrevida, mantenimiento y regeneracion del sistema dopaminérgico exige estudios
adicionales para la optimizacion de los ensayos clinicos con GDNF en marcha para la
enfermedad de Parkinson, usando activadores o inhibidores/atenuadores de inhibidores
enddgenos de la senalizacion de Ret. Focalizarse en los moduladores enddgenos de la
sefalizacién inducida por los ligandos de la familia de GDNF (GFL), como por ejemplo
Spry y Lrig, podria ser de interés clinico maximizando el poder terapéutico de estos
factores neurotréficos en las neuronas dopaminérgicas en proceso degenerativo. '8 Al
mismo tiempo, una caracterizaciébn adicional de moléculas interactoras de estos
moduladores enddgenos de RTK podria contribuir a entender las causas que subyacen a
ciertos tipos de tumores cerebrales y muchos sindromes neurolégicos y enfermedades

neurodegenerativas.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo de tesis doctoral nosotros hemos identificado y caracterizado los
mecanismos de accidén de nuevas moléculas regulatorias de la actividad neurotréfica tanto
en neuronas del sistema nervioso central como del sistema nervioso periférico. De esta
forma, hemos ampliado el espectro de moléculas reguladoras de RTK de factores
neurotroficos, permitiendo una mayor comprension del preciso balance de la fisiologia

celular durante el desarrollo del sistema nervioso.

En el primer capitulo describimos un nuevo mecanismo que restringe la sefalizacion
y las respuestas biolégicas inducidas por la neurotrofina NGF y su receptor TrkA en
neuronas sensoriales del DRG y en células PC12. Mas precisamente nosotros
demostramos que Sprouty4 es un gen inducido por NGF que inhibe el crecimiento axonal
mediado por TrkA actuando a través de un mecanismo dual que involucra el bloqueo de la
via de Ras-MAPK y la simultanea inhibicion de la activacién de Rac1 en respuesta a NGF.
Notablemente, estos datos resaltan la versatilidad de las proteinas Sprouty para regular

diferentes rutas de senalizacién intracelulares inducidas por factores troficos.

En el segundo capitulo, nosotros identificamos a la proteina Lrigl como un
regulador fisiologico del tamafio y morfologia dendritica de neuronas piramidales del
hipocampo en desarrollo. En particular, nuestros hallazgos indican que Lrig1 es un
inhibidor fisiol6gico de la morfogénesis y ramificacion dendritica asi como de la plasticidad
funcional, como lo demuestran los severos defectos de interaccion social manifestados en
los ratones Lrig1”. Mas aun, nuestros datos revelaron un inesperado rol de Lrig1 en el
control de la arborizacién dendritica proximal a través de la inhibicién de la actividad
neurotrofica de BDNF y su receptor TrkB; y sugieren que Lrig1 funcionaria regulando los

niveles de activacién de TrkB, permitiendo asi que las neuronas hipocampales desarrollen
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y establezcan distintivos patrones de arborizacién dendritica.

En el segundo capitulo, a su vez, nosotros hemos estudiado si, al igual que Lrig1,
los otros dos miembros de la familia, Lrig2 y Lrig3, son capaces de inhibir la sefalizacién
de GDNF y de su receptor Ret en células neuronales. Hasta el momento, los resultados
de estos ensayos permitieron concluir que los tres miembros de la familia de proteinas
Lrig interactuan y funcionan como reguladores negativos del receptor Ret, restringiendo
asi las respuestas bioldégicas de GDNF. En neuronas derivadas del ganglio de la raiz
dorsal, la pérdida de la expression de Lrig1 no es suficiente para potenciar las respuestas
de crecimiento axonal inducidas por los ligandos de GDNF, revelando cierta redundancia
functional entre Lrig1 y los otros miembros de esta familia de proteinas. La alta
colocalizacion de cada uno de los Lrig con Ret y la fuerte coexpresion de Lrig1 con Lrig2
(y posiblemente Lrig1 con Lrig3) en una gran cantidad de neuronas sensoriales del DRG,
sugieren la existencia de mecanismos de redundancia funcional. Analisis adicionales en
neuronas sensoriales obtenidas a partir de ratones doble knockouts para Lrig1/Lrig2 y/o
Lrig1/Lrig3, o inclusive triple KO, podrian permitirnos confirmar la relevancia biol6gica de
estas proteinas regulatorias en la respuesta de crecimiento axonal inducida por los
ligandos de la familia de GDNF. Ademas, estos resultados abren la posibilidad de que
Lrig1, Lrig2 y Lrig3 puedan representar potenciales blancos terapéuticos para el
tratamiento de ciertos procesos neurodegenerativos y de dafio neuronal en los cuales

GDNF posee prometedores efectos terapéuticos.

En su conjunto, nuestros resultados demuestran que estos reguladores end6genos
cumplen una funcion clave durante el desarrollo y armado de la conectividad neuronal,
controlando procesos de crecimiento axonal, arborizacion dendritica y de plasticidad
estructural y funcional. A su vez, debido a que el crecimiento axonal y la organizacion

dendritica representan marcadores distintivos de un grupo de incapacidades intelectuales
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y de alteraciones del desarrollo, la identificacién de este tipo de moduladores de la
arborizacion dendritica, de la plasticidad funcional y de la actividad neurotréfica, podrian
también ayudarnos a entender las causas que originan ciertos desérdenes cognitivos y

enfermedades del desarrollo neuronal.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo nos han permitido ampliar el espectro de
moléculas reguladoras de RTK para factores neurotréficos, y evidenciar a la vez la
necesidad y la importancia que tienen este tipo de moléculas para mantener un balance
adecuado y preciso de la fisiologia y homeostasis celular durante el desarrollo del sistema
nervioso. Futuros ensayos permitiran determinar si los reguladores identificados en este
trabajo de tesis representan nuevos blancos terapéuticos y herramientas clinicas utiles
para el tratamiento de procesos neurodegenerativos, de dano neuronal y de diferentes

desérdenes del sistema nervioso.
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MATERIALES Y METODOS

Declaracion de ética (tratamiento de los animales)

Los experimentos con animales fueron aprobados por Stockholms Norra
djurférséksetiska namnd (Dnr: 360/06) y por el comité de ética y cuidado animal
institucional de la Facultad de Medicina (CICUAL-UBA), niumero de permiso ético:

25473/2010.

Proteinas recombinantes, lineas celulares y ratones

Las células COS-7 y HEK-293T se cultivaron en Dullbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% (FBS = fetal bovine serum).
[ MN1 es una linea celular inmortalizada derivada de motoneurona de ratén (que
expresa Ret, GFRa1 y Lrig1 endégenamente) y se cultivd en DMEM suplementado con
7,5% de FBS y Hepes. 1'% 8" | a5 células PC12 es una linea celular de rata derivada de
feocromocitoma (que expresa endégenamente TrkA) y se cultivd en DMEM suplementado
con 10% FBS y 5% de suero de caballo. Los clones PC12-Spry4 (clon 2) y PC12-Spry4-
Y53A (clon 17) se generaron transfectando establemente células PC12 con un plasmido
de Spry4-Myc o Spry4-Y53A-Myc (ambos de ratdn), respectivamente. Pak-CRIB se

produjo y purificé usando E.coli BL21, como se describié previamente. "]

El NGF fue adquirido de Promega. El BDNF y GDNF fueron adquiridos de R&D

Systems (Abingdon, Reino Unido).

Los ratones deficientes para Lrig1 seran prdéximamente descriptos en un futuro
trabajo por Lindquist, Hedman, et al (datos no publicados). Brevemente, el exdén 1 de

Lrig1, se deleciond a través de recombinaciones homdlogas mediadas por la recombinasa
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Cre. El alelo mutante de Lrig1 se cruz6 dentro de una cepa pura de ratones sv129 por

mas de 7 generaciones.

Los ratones trasngénicos se genotiparon con la siguiente secuencia de primers
especificos: Lrig1KO-reverse: CTCCAGAATCACGCTCACT; Lrig1KO-foward:
GCTAAGCGTTTTCAGTCCCAGA; Lrig1 wt-foward: CTGTGAGTATCGCCTTTGCT. De
esta forma se obtiene una banda de 250 pb para la banda wt y 160 pb para la banda KO

como se muestra en la siguiente figura esquematica:

H,0 het wt KO

RT-PCR

Se analiz6 la expresion del ARNm de Spry1, Spry2, Spry4, Lrig1, Lrig2, Lrig3 'y del
gen constitutivo Tbp (TATA binding protein). EI ARN total se aisl6 a partir de las células
indicadas (PC12, hipocampos de ratas de diferentes etapas embrionarias y postnatales, o
DRG) utilizando las columnas de RNA-easy (Quiagen). EI ADN copia (ADNc) se sintetizo
usando la transcriptasa reversa Multiscribe y hexdmeros aleatorios (Applied Biosystems).
El ADNc fue amplificado utilizando los siguientes conjuntos de primers: Tbp: foward, 5°-
GGG GAG CTG TGA TGT GAA GT-3'; reverse, 5- CCA GGA AAT AAT TCT GGC TCA-
3’; Spry1 de rata: forward, 5-AAC AGT GTG GCA AGT GCA AA-3 ; reverse, 5-CAC
AGG TAT CTG GAG CAG CA-3’; Spry2 de rata: forward, 5-TGG CAA GTG CAA GTG
TAA GG-37; reverse, 5-ACC ATC GCG TAC AAC AGT GA-3’; Spry4 de rata: forward, 5°-
GCC CAT TGA CCA GAT GAA GAC-3’; reverse, 5-TCC AGT GGC TTA CAG TGG AC-

3’; Lrig1 de rata: forward, 5-CTG CGT GTA AGG GAA CTC AAC-3’; reverse, 5- GAT
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AGA CCA TCA AAC GCT CCA-3'". Lrig2 de rata: forward, 5- ACG ACA CAG CAG ACC
ACA AC-3’; reverse, 5- CAG AGT AGC ATT GGG CAT GA-3’; Lrig3 de rata: forward, 5°-

GGC TCC GAC GTG AGT TTT AC-3"; reverse, 5- GTC TTT CTT CCA AGC GAA CG-3;

La PCR en tiempo real se realiz6 utilizando el SYBR Green gPCR Supermix
(Invitrogen) en un sistema de deteccién de secuencias ABI7500 (Applied Biosystems), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones se realizaron en un volumen
de 15 pl. Los nucleétidos, la ADN polimerasa Taq, y buffer estaban incluidos en la mezcla

LightCycler-DNA master SYBR Green mix (Invitrogen).

Transfeccion de células, plasmidos y tratamientos farmacoldgicos

Las células COS-7, HEK-293T y MN1 fueron transfectadas con Polyethylenmine-PEI
(Polysciences). Las PC12 fueron tranfectadas con Fugene-6 (actualmente Xtreme gene)
(Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los cultivos primarios de
DRG/hipocampo fueron transfectados con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 150 pul del
medio en que se cultivan estas células + 100 pl de DMEM:F12/neurobasal conteniendo 1
pug de ADN plasmidico total por well en placas de 24 wells, respectivamente. Para los
experimentos de pérdida de expresion, las neuronas hipocampales fueron transfectadas
con 1 ug del vector shRNA Lrig1 que expresa la proteina verde fluorescente GFP (vector
pGFP-V-RS). Para los experimentos de sobreexpresién, las neuronas hipocampales se
cotransfectaron con Lrig1 etiquetado con flag (Lrig1-flag) (0,9 pg) y un vector de expresion

para GFP (0,1 pg).

Los plasmidos del Sprouty4 wt (etiquetado con 6 secuencias Myc) y el dominante
negativo (Sprouty4-Y53A) fueron gentilmente cedidos por el Dr. Akihiko Yoshimura

(Universidad Kyushu, Fukuoka, Japén). El pldsmido que codifica para el Erk2-HA fue
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cedido amablemente por el Dr. José Maria Rojas (Instituto de Salud Carlo Ill, Madrid,
Espana). El plasmido que codifica para el dominio de union a GTPsa (GBD) de PAK
etiquetado con GST (PAK-GBD) fue cedido gentilmente por la Dra. Hollis T. Cline (Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, Estados Unidos). El plasmido que
codifica para la versién constitutivamente activa de Ras (Ras-V12-HA) fue amablemente
cedido por el Dr. White E. y el Dr. Chen J. (The Cancer Institute of New Jersey, NJ,
Estados Unidos). Los plasmidos de Lrig2 etiquetado con HA (Lrig2-HA) y shRNA-Lrig1-
GFP fueron adquiridos de Cellogenetics, Inc. El vector retroviral pRetro-U6G shRNA fue
utilizado para la expresién del shRNA-Lrig1 dirigido el Lrig? de ratén. " El plasmido con
el ADNc de Lrigi-flag se ha descrito previamente. ¥"! El plasmido que codifica para el
ADNCc para la forma mutada de Lrig1-flag que carece de los dominios de repeticion ricos
en leucina (ALRR Lrig1-flag) fue gentilmente proporcionado por el Dr. Y. Yarden (Instituto
Weizmann, Israel). "% El plasmido de Lrig3-flag fue proporcionado amablemente por Lisa
Goodrich (Harvard Medical School, EE.UU). "'1 EI ADNc que codifica para TrkB-HA se ha
descrito previamente. 1'® E| plasmido que codifica para GFP se obtuvo de Clontech. Los
plasmidos de RM2A y RM2B fueron gentilmente cedidos por el Dr. M. Saarma y el Dr. M

Santoro.

El pretatamiento con el inhibidor especifico de MEK, PD98059 (50 uM) se hizo 30

minutos antes a 37 2C antes de la estimulacion con NGF.

Cultivo primario de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG)

Se prepararon neuronas de los ganglios de raiz dorsal (DRG) de dia embrionario
14,5 (E14.5) de ratas Wistar (Escuela de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos
Aires), como se describe anteriormente. Brevemente, los ganglios se disociaron con

tripsina (2,5%) y colagenasa (01%), y se sembr6 en placas recubiertas de poli-ornitina y
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laminina. Las neuronas se mantuvieron en DMEM: medio F12 suplementado con
glutamina 2 mM, 0,35% de albumina de suero bovino, 60 unidades/ml de penicilina, 60

pg/ml de estreptomicina y NGF (50 ng/ml).

Cultivo primario de neuronas de hipocampo
Neuronas de hipocampo de rata de dia embrionario (E) 17,5 se disociaron por
trituracion y se cultivaron en medio Neurobasal (Gibco) suplementado con B27 (Gibco),

penicilina, estreptomicina, y Glutamax (Gibco) como se describié previamente. 1'%

Neuronas de hipocampo de ratén se prepararon a partir del dia postnatal 0 (P0) de
animales recién nacidos. Brevemente, después de la digestion con 45U de papaina y
0,05% de DNAsa en solucion salina equilibrada de Hank (Gibco) a 37 ¢ C durante 20
minutos, la reaccion se detuvo mediante la adicion de DMEM 10% de FBS. Luego, los
hipocampos se trituraron mecanicamente y las neuronas disociadas fueron sembradas en
placas de 24 wells recubiertas con poli-D-lisina (10 pg/ml). Dos horas mas tarde, el medio
fue reemplazado por medio Neurobasal suplementado con B27 (Gibco), penicilina,

8] Para la

estreptomicina, y Glutamax (Gibco) como se describié previamente.
transfeccién de cultivos primarios, las neuronas del hipocampo se sembraron en placas
de 24 wells a una densidad de 1x10° células por well. Los cultivos se hicieron crecer

durante diferentes dias in vitro antes de la transfeccion.

Explantos de ganglios de la raiz dorsal (DRG)
Se disectaron ganglios de la raiz dorsal de la zona lumbar de ratones recién nacidos

(P0). Se cortaron sus nervios y se los colocé en wells con couting de poli-D-lisina y
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laminina en el medio ya descripto para células disociadas, s6lo que en lugar de NGF se

los cultivé con GDNF (50 ng/ml).

Evaluacion de la morfologia dendritica y la densidad de la espinas dendriticas

El ax6n fue identificado y excluido en base a la ausencia de la inmunotincion para
MAP-2. Se adquirieron fotos de neuronas disociadas utilizando un microscopio Olympus
IX-81 y se realizaron medidas de complejidad dendritica en células neuronales que
muestraban una morfologia de tipo piramidal, conteniendo una dendrita principal gruesa y
varias dendritas finas. La complejidad del arbol dendritico se analizé mediante el plug-in
del andlisis de Sholl para el programa Neurond. El andlisis de Sholl se realizd con anillos
de intervalos de 10 um entre si a partir del soma. Las dendritas menos de 3 um de
longitud no se contaron. Para la densidad de espinas dendriticas, las imagenes se
obtuvieron utilizando un microscopio confocal Olympus FV1000, utilizando un objetivo de
60X. Se realizd una proyeccién de varios planos (Z stacks) para cada neurona y luego se
cont6 el numero de espinas en segmentos de 100 um de longitud de dendrita por cada

neurona.

Lisados totales de células, inmunoprecipitacion y Western Blot

Las células se lisaron a 4 ¢ C en un buffer que contiene 0,5% de Triton X-100, 1%
octilglucésido, e inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados fueron centrifugados y
se analizaron mediante inmunoprecipitacion y Western blot como se ha descrito
previamente. ['® Los blots fueron escaneados en un Storm 845 Phosphorlmager (GE
Healthcare Life Sciences) y las cuantificaciones se realizaron con el software ImageQuant

(GE Healthcare Life Sciences). Los numeros debajo de las bandas indican el radio de
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veces de induccidon con respecto al control normalizado a los niveles totales de la proteina
analizada. Los anticuerpos se obtuvieron de diversas fuentes como se detalla a
continuacién: anti-fosfotirosina (P-Tyr), anti-Actina, anti-Myc, anti-Spry4 (H-100) y anti-
fosfoTrkB (P-Tyr 705 TrkB) de Santa Cruz Biotechnology, anti-Rac1 y anti-TrkB de BD
Biosciences Pharmingen, anti-Lrig1 dominio extracelular (policlonal de conejo) fue cedido

por Satoshi Itami (Universidad de Osaka, Osaka, Jap6n) & 1%

, anti-Lrig2 y anti-Lrig3
fueron cedidos por el Dr. H. Hedman (Universidad de Umead, Suecia), anti-TrkA, anti-TrkB
y anti-Ret y anti-Lrig1 dominio intracelular de RnD Systems, anti-HA de Roche, anti-
fosfoMAPK (Thr-202/Tyr-204 P-MAPK) y anti-fosfoAkt (Ser 473 P-Akt) de New England
Biolabs, anti-Blll-tubulina de Promega, y anti-MAP-2, anti-S100B y anti-Flag (M2) de

Sigma.

Determinacion de la activacion de Rac1 por ensayos de precipitacion por afinidad
(Pull down assays)

Para detectar el Rac1-GTP activo, se realiz6 el ensayo de pulldown utilizando GST-
Pak-CRIB, que se une especificamente a Rac1 activo (forma unida a GTP). La intensidad
de la banda en el inmunoblot fue cuantificada, y los niveles de Rac-GTP se normalizaron

a la cantidad total de Rac1.

Inmunofluorescencia y microscopia

Secciones de criostato de cerebro de rata P15 y ganglios de la raiz dorsal de raton
PO fueron bloqueadas con 10% de suero de burro, y se incubaron con anticuerpo anti-
Lrig1 dominio extracelular (policlonal de conejo) (dilucién 1/1000) y anti-Lrig1, anti-Lrig2 y
anti-Lrig3, respectivamente. Las neuronas disociadas (obtenidas a partir de DRG E14,5

de rata; de hipocampo E17,5 de rata; o de hipocampo PO de ratén) y cultivadas por
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diferentes dias in vitro fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4%, se bloquearon
con 10% de suero de burro y luego fueron incubadas con los anticuerpos que se indican
en cada ensayo: anti-TrkA (dilucion 1/200, RnD), anti-Sprouty4 (dilucion 1/100, Santa
Cruz), anti-Lrig1 dominio extracelular (policlonal de conejo) (dilucién 1/1000) %8 8> 186]
anti-TrkB (dilucién 1/200, BD Biosciences) ['®"), anti-MAP2 (dilucién 1/1000, Sigma ) y anti-
Blll-tubulina (dilucién 1/5000, Promega). Los anticuerpos secundarios fueron de Jackson
ImmunoResearch. Las fotografias se obtuvieron usando un microscopio invertido

Olympus IX-81. La especificidad de los anticuerpos se controlé por wester blot (en los

casos indicados) y por tincion negativa de las células y tejidos circundantes.

Ensayos de crecimiento neuritico

Para los ensayos de diferenciacion de células PC12, las células fueron
transfectadas utilizando Fugene 6 (actualmente Xtreme Gene, Roche) en medio completo.
Al dia siguiente, las células se sembraron en wells recubiertos con poli-D-lisina en placas
de 24 wells y se cultivaron en medio DMEM suplementado con NGF (50 ng / ml). Después
del tiempo indicado (48 6 72 hs), las células fueron fijadas con 4% paraformaldehido
(PFA) y se tifieron con los anticuerpos mencionados. Se cuantificd el nimero de células
que llevan neuritas mas largas que 1,5 6 2 veces el cuerpo de las célula (segun el caso)
en relacion con el nimero total de células contadas (para los ensayos con NGF), o el
largo de las prolongaciones de cada célula diferenciada (para los ensayos con BDNF) en
al menos 10 campos aleatorios de tres wells diferentes en cada experimento. La
diferenciacién de células PC12 se evalué en tres experimentos independientes. Las

imagenes se obtuvieron usando un IX-81 microscopio invertido Olympus.

Los ensayos de diferenciaciéon con células MN1 se hicieron de forma similar, sélo

que loso pocillos fueron recubiertos con colageno en lugar de poli-D-lisina.
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Los ensayos de crecimiento neuritico para neuronas de DRG se realizaron en
cultivos disociados primarios de rata E14,5. Los cultivos primarios se prepararon como se
ha descrito anteriormente (véase mas arriba). Las neuronas fueron transfectadas con y se
cultivaron en presencia de NGF (50 ng /ml) durante 36 hs. Luego, las células fueron
fijadas con PFA al 4% y se tifleron con anti-Blll tubulina para identificar células
neuronales. La supervivencia neuronal se evalu6 usando la tincién nuclear 49,69-diamino-
2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen). Las neuronas positivas para GFP que contenian tincién
nuclear fragmentada o condensada se anotaron como células apoptéticas y no se
computaron en los ensayos de diferenciacion. La cuantificacion de la longitud de las

neuritas se realizo usando el software NIH Imaged (con el plug-in Neurod).

Ensayos de pérdida de expresion con shRNA

El shRNA Sprouty4 de rata (29 mer) y los plasmidos de control negativo (scramble)
fueron adquiridos de Origene (Rockville, MD, EE.UU.) y se utilizaron de acuerdo con los
protocolos del fabricante. El vector retroviral pGFP-V-RS se utilizd para la expresion del
shRNA dirigido contra el ARNm de Spry4 de rata. La secuencia del shRNA Spry4 es 5°-
GTG CAA GGT ATC TTC TAC CAC TGT ACT AA-3’, y corresponde a los nucleétidos
610-638 del ARNm de Spry4 de rata. La especificidad de la disminucién en la expresion
de Spry4 fue confirmada por PCR en tiempo real y por Western blot.

El vector de expresién shRNA-Lrig1-GFP de ratén fue adquirido de Cellogenetics,
Inc. El vector retroviral pRetro-U6G shRNA fue utilizado para la expresion del shRNA
Lrig1 dirigido contra el ARNm de Lrig1 de raton. La secuencia blanco del shRNA Lrig1 es
5'-TCA GTC ACA TTG CTG AAG G-3', y corresponde a los nucleotidos 1494-1512 del

ARNm Lrig1 de ratdén. Esta regién no era homdéloga a Lrig2, Lrig3 u otros genes conocidos
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determinados por una busqueda BLAST. La especificidad de la pérdida de expresién de

Lrig1 fue confirmada por PCR en tiempo real e inmunofluorescencia.

Tincion de Golgi

Brevemente, los cerebros de los ratones se colocaron en solucién fijadora (formalina
10%) y se almacenaron en oscuridad durante 24 horas a temperatura ambiente. Luego,
se transfirieron a una solucién de dicromato de potasio al 3% y se almacenaron a
temperatura ambiente durante 4 dias. Por ultimo, fueron transferidos en una solucién de
nitrato de plata 2% durante 24 hs. Los cerebros se cortaron en secciones de 100 um de
espesor en un vibratomo. Se recogieron las secciones de cerebro que contenian
hipocampo en una solucién de gelatina al 0,3%, se secaron a temperatura ambiente, se
deshidrataron en alcohol y se aclararon con xileno. Finalmente, se montaron en
portaobjetos gelatinizados 0,3%. Se tomaron imagenes de campo claro en un microscopio
Zeiss Axiophot y se evalu6 la complejidad proximal y ramificacién dendriticas (analisis de
Sholl) de los dominios apical y basal en las neuronas piramidales CA1 del hipocampo

tefidas.

Test de comportamiento de interaccion social
Este ensayo se realiz6 en una caja de acrilico, que estd subdividida en 3

compartimientos conectados entre si (ver las dimensiones en el esquema debajo).

130



Caja Acrilica

22Cm

2X

22Cm

o,

Brevemente, los animales fueron colocados en el ambiente donde el ensayo iba a

ser realizado, al menos 30 minutos antes de comenzar el mismo.

Luego de una habituacién de 5 minutos, en la cual el raton es capaz de circular e
inspeccionar libremente todos los compartimientos, el mismo es encerrado
momentaneamente en el compartimiento del medio. Luego, se coloca dentro de uno de
los contenedores (presentes ya en la habituacién) a un raton extrafio de la misma edad y
con el cual nunca tuvo contacto previo, mientras que en la otra recamara el contenedor se
deja vacio. A partir de ese momento se permite que el raton testeado recorra nuevamente
los compartimientos durante 10 minutos. La sesién fue filmada para su posterior analisis.
Se registr6 el tiempo total pasado en cada recamara y el tiempo de olfateo del contenedor

con el estimulo social y del contenedor vacio.
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Estadistica

Los datos se presentaron como promedio * error estandar o desvio estandar, y los
valores p de significancia se indican en cada caso. El analisis estadistico se realizé en
GraphPad Prism 5.0. En los casos sefialados se realiz6 test de Student o el analisis de

ANOVA seguido del post-test Dunnett, Bonferroni o Newman Keuls.
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GLOSARIO

ARTN

BDNF

CDNF

DRG

EGF

EGFR

Erk

FGF

GDNF

GFRa1

GFRa2

GFRa3

GFRa4

GFP

(Artemin; Artemina)

(Brain Derived Growth Factor; Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro)

(Cerebral dopamine neurotrophic factor; Factor neurotréfico dopaminérgico

cerebral)

(Dorsal root ganglia; ganglios de la raiz dorsal)

(Epidermal Growth Factor; Factor de Crecimiento Epidérmico)

(Epidermal Growth Factor Receptor; Receptor del Factor de Crecimiento

Epidérmico)

(Extracellular Signal Regulated Kinase; Quinasa Reguladora de la Senal

Extracelular)

(Fibroblast Growth Factor; Factor de Crecimiento Fibroblastico)

(Glial cell line-derived neurotrophic factor; Factor neurotréfico derivado de

células gliales)

(GDNF family receptors alphat; Receptor de la familia de GDNF alfa1)

(GDNF family receptors alpha2; Receptor de la familia de GDNF alfa2)

(GDNF family receptors alpha3; Receptor de la familia de GDNF alfa3)

(GDNF family receptors alpha4; Receptor de la familia de GDNF alfa4)

(green fluorescent protein; proteina verde fluorescente)
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MANF

MAPK
MEK
NGF
NRTN
NT-3
NT-4

Lrig1

Lrig2

Lrig3

p75NTR

PDGF
PI3K
PLCy

PSPN

(Mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor ; Factor neurotrofico

derivado de astrocitos mesencefalicos)

(Mitogen activated protein kinase; Proteina kinasa activada por Mitdgenos)

(MAPK/Erk-kinase; kinasa MAPK/Erk)

(Nerve Growth Factor; Factor de Crecimiento Nervioso)

(Neurturin; Neurturina)

(Neurotrophin 3; Neurotrofina 3)

(Neurotrophin 4; Neurotrofina 4)

(Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 1; Proteina

con domingios LRR vy tipo inmunoglobulina 1)

(Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 1; Proteina

con domingios LRR y tipo inmunoglobulina 2)

(Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 1; Proteina

con domingios LRR vy tipo inmunoglobulina 3)

(Low-Affinity p75 Neurotrophin Receptor; Receptor de baja afinidad del

neurotrofinas)

(platelet derived growth factor; factor de crecimiento derivado de plaquetas)

(Phosphoinositide 3-kinase; Fosfoinositol 3-kinasa)

(Phospholipases C-gamma; Fosfolipasa C-gamma)

(Persephin; Persefina)
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PTEN (Phosphatase and tensin homolog protein; Proteina fosfatasa homoéloga de

tensina)
Spry1 (Sprouty 1)
Spry2 (Sprouty 2)
Spry4 (Sprouty 4)
Ras (Rat Sarcoma; Sarcoma de Rata)
RET (RET “rearranged during transfection” proto-oncogene)
RTK (Receptor tyrosine kinase; Receptor tirosina kinasa)
TrkA (Tropomyosin receptor kinase A; Receptor kinasa A de tropomiosina)
TrkB (Tropomyosin receptor kinase B; Receptor kinasa B de tropomiosina)
TrkC (Tropomyosin receptor kinase C; Receptor kinasa C de tropomiosina)
VEGF (Vascular endothelial growth factor; Factor de crecimiento endotelial
vascular)
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