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Rene Descartes, Primera meditacion de Meditaciones metafisicas, 1641
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Prologo-

Esta Tesis fue iniciada a finales del afio 2004 en el Departamento de Biologia Celular de
la Universidad de Barcelona. Surge a partir de la linea de investigacion del Dr. José
Antonio del Rio sobre las funciones inhibitorias de las proteinas asociadas a mielina en
procesos de regeneracion en el adulto. Sin embargo, dados los escasos conocimientos
que existian acerca de la expresion de algunas de estas proteinas en estadios no adultos,
nuestros estudios se centraron en la caracterizacion del patron de expresion de Lingo-1
y OMgp, las proteinas menos estudiadas hasta la fecha, en el teléncefalo de raton
durante el desarrollo embrionario y postnatal. Por otra parte, numerosas evidencias
sugerian que la expresion de algunas de estas proteinas, como Nogo-A, estaba alterada
en diversas enfermedades neurodegenerativas, por lo que era probable que también

pudiera estar alterada en la enfermedad de Alzheimer.

La introduccion de este trabajo aborda el conocimiento actual sobre la expresion y las
funciones, no asociadas a regeneracion, de las proteinas inhibitorias asociadas a mielina

(MAIPs) y de los componentes de su complejo receptor.



Introduccion

I. EL SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso es un sistema de procesamiento de informacion, con dos funciones
fundamentales: la relacién con el medio externo y el control de todos los 6rganos del
individuo. Permite recibir la informacion, ya sea del exterior o del propio individuo,
analizar la situacion y elaborar una respuesta. Es por tanto, responsable de coordinar
todas las funciones, conscientes e inconscientes del organismo. Su unidad funcional es
una célula altamente especializada denominada neurona, cuya caracteristica principal
reside en la capacidad de generar a ambos lados de su membrana, y conducir a lo largo
de ella, una diferencia de potencial eléctrico. La funcidon primordial de la neurona es
integrar la informacion que le llega a través de contactos sindpticos y emitir sefales a
otras neuronas. Las neuronas se acompafian por otros tipos celulares, conocidos con el
nombre de glia y que incluye a astrocitos, oligodendrocitos y microglia, los cuales
actuan, no so6lo como soporte trofico, sino también como parte activa en las sinapsis

(Kandel et al., 2000; Purves et al., 2001).

El sistema nervioso se puede dividir anatémica y funcionalmente en otros dos sistemas:
Sistema nervioso central (SNC) formado por el encéfalo y la médula espinal. Se
encuentra protegido por tres membranas, las meninges. En su interior existe un sistema
de cavidades conocidas como ventriculos, por los cuales circula el liquido
cefalorraquideo. Funcionalmente, es el encargado de la integracion de la informacion y
elaboracion de la respuesta.

Sistema nervioso periférico (SNP) formado por los nervios craneales y espinales, que
emergen del sistema nervioso central y que recorren todo el cuerpo, conteniendo axones
de vias neurales con diferentes funciones, y también por los ganglios periféricos, que se
encuentran en el trayecto de los nervios y que contienen cuerpos neuronales, los tnicos
fuera del sistema nervioso central. Funcionalmente, es el sistema receptor de la
informacion sensorial pero también el sistema efector a través del cual el SNC ejerce

sus funciones.

El sistema nervioso, y en particular el encéfalo, no es un 6rgano homogéneo desde el
punto de vista citoarquitectonico. Existen, basicamente dos tipos de organizacion:
nucleos y estructuras laminadas. Los nucleos son agrupaciones de células cuyos

limites estin mas o menos delimitados, y se localizan en todos los niveles
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anteroposteriores (AP) y dorsoventrales (DV) del SNC. Como ejemplo podemos citar:
el nacleo accumbens, el caudatus putamen, los nicleos geniculados del tidlamo, los
nucleos profundos del cerebelo o los nicleos motores de la médula espinal. En cuanto a
las estructuras laminadas, €éstas son estructuras mas modernas y complejas y contienen
un numero diverso de capas que va desde tres, como el hipocampo y cerebelo, hasta 6
capas, como el bulbo olfativo y la neocorteza. El nimero de capas es un indicador de la
complejidad evolutiva en el SNC. De hecho, la neocorteza es la region mas compleja
del cerebro de los mamiferos, y de ella emanan la mayor parte de las funciones que nos

distinguen como seres humanos, como el pensamiento, el habla o la emocion.

Como ya se ha comentado, el tejido nervioso estd formado por una red de neuronas
interconectadas entre si. Sin embargo, existe una diferencia en el tipo de conectividad
que las neuronas pueden establecer, por lo que podemos diferencias dos tipos de
neuronas:

Neuronas de proyeccion, son aquéllas que forman sinapsis con regiones lejanas a
donde reside el cuerpo celular, por lo que transmiten la informaciéon de unas areas a
otras formando vias neurales. Su proyeccion puede ser ipsilateral (el axon sale del area
pero no del hemisferio cerebral) o contralateral (el axén cruza la linea media y contacta
con una diana situada en el hemisferio contralateral). Su transmisién es
mayoritariamente excitadora y, aunque existen diversos neurotransmisores, el principal

es el glutamato (Peters and Jones, 1984)(Ramon y Cajal, 1911).

Interneuronas o neuronas de circuito local. Son aquellas neuronas cuyo axon
establece conexiones en la misma area en la que reside el soma. Por tanto, poseen una
funcion principalmente de modulaciéon de la transmisiéon de informacion.
Mayoritariamente son inhibidoras y utilizan el acido y-aminobutirico (GABA) como

neurotransmisor principal (Fairen et al., 1984; Marin, 2002).

1.1 Anatomia macroscopica del SNC

A nivel macroscopico, el SNC estd formado por encéfalo y la médula espinal. La
médula espinal es la parte mas caudal del SNC. Recibe informacién sensitiva de la
piel, las articulaciones y la musculatura del tronco y de las extremidades y contiene

todas las neuronas motoras responsables tanto de los movimientos reflejos como
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voluntarios. En conjunto, es la parte menos compleja de todo el SNC y presenta una
apariencia segmentada, donde los segmentos se clasifican en cuatro grupos (o regiones)
principales: cervicales, tordcicos, lumbares y sacros, segin el nivel AP. La
citoarquitectura de los segmentos es simple, presentando una organizaciéon en nucleos,
sin ningun tipo de laminacién. La seccion transversal de la médula muestra que esta
formada por dos areas: sustancia gris (que contiene los cuerpos celulares y dendritas
neuronales) y sustancia blanca (axones mielinizados agrupados en fibras formando
columnas de proyecciones ascendentes o descendentes) (Kandel et al., 2000; Purves et
al., 2001) (Figura 1).
En el encéfalo se distinguen seis regiones: bulbo raquideo, puente, mesencéfalo,
cerebelo, diencéfalo y hemisferios cerebrales. Cada una de estas regiones se puede
subdividir en varias areas diferenciadas desde el punto de vista anatémico y funcional.
El bulbo raquideo, el puente y el

mesencéfalo forman en conjunto una

R eovelres estructura denominada tronco del encéfalo.

W Diencefalo

Médsacatlc Participan en el control motor de los

Puente

Cerebelo musculos de la cabeza, a la vez que recogen
=~ Bulbe raquideo

informacion sensorial de la piel y

Mervios cervicales < Medula espinal

musculatura craneal. Ademas, el tronco del
encéfalo regula los estados de vigia y
consciencia. El bulbo raquideo, que es la
continuacion de la médula espinal en
Henos lomeiee® < direccion rostral, contiene los centros
responsables del control de funciones vitales
autonomas como la digestion, la respiracion,
la presion sanguinea y el ritmo cardiaco
pa ] (Kandel et al., 2000).

El mesencéfalo contiene nucleos esenciales

para el sistema visual y auditivo mediante los

Nervios sacros

cuales se controlan muchas funciones

Mervio coccigeo

sensoriales y motoras, como por ejemplo el

movimiento ocular y la coordinaciéon del

Figura 1. Principales divisiones del SNC humano.

Adaptado de Purves et al., 2001. reﬂejo visual.
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El cerebelo coordina espacio-temporalmente la fuerza y variedad de los movimientos
de la musculatura esquelética y, ademas, estd implicado en el aprendizaje de aptitudes
motoras. Para ello, integra la informacién somatosensorial recibida de la médula espinal
a través del puente, la informacion motora de la corteza cerebral y la informacion de
equilibrio del oido interno. La superficie del cerebelo esta dividida en varios l6bulos
funcionalmente independientes. A nivel citoarquitectonico, el cerebelo tiene una
estructura laminada en la region mas externa y en forma de nucleos en la zona mas

interna.

El diencéfalo presenta cuatro grandes regiones: epitdlamo, tdlamo, hipotilamo y
subtdlamo. El tdlamo procesa gran parte de la informacion sensorial y motora que llega
a la corteza. También regula los niveles de consciencia y aspectos emocionales de
experiencias sensitivas. El hipotdlamo regula el sistema nervioso autéonomo y la
secrecion hormonal de la glandula pituitaria. Al igual que el talamo, el hipotdlamo esta

organizado en ntcleos.

Los hemisferios cerebrales forman la region mas grande del encéfalo humano.
Consisten en la corteza cerebral, la sustancia blanca subyacente, y tres estructuras
profundas: ganglios basales, amigdala y formacion hipocampica. Los dos hemisferios
estan conectados entre si por un conjunto de fibras nerviosas llamado cuerpo calloso.
Los ganglios basales estan relacionados con el control de los movimientos finos, la
amigdala con la conducta social y la expresion de emociones y la formacion
hipocdmpica con la memoria y el aprendizaje. La corteza cerebral y la formacion
hipocampica son estructuras complejas de organizaciéon laminada, aunque poseen
distinto nimero de capas. En cambio, la amigdala y los ganglios basales se organizan

histoldgicamente de forma mas simple, formando nucleos.

La corteza cerebral se ocupa fundamentalmente del procesamiento de la informacion
sensitiva o de la emision de ordenes motoras. Las dreas primarias intercambian
informacion directamente con regiones subcorticales del SNC; en cambio, las dreas
secundarias o terciarias transmiten o integran la informacion procedente de areas
primarias. Globalmente, se puede considerar que la informacion sensorial llega a areas
sensoriales primarias donde es procesada y transmitida a regiones mas especializadas de

la corteza sensorial (4reas secundarias o terciarias). Desde ahi la informacion pasa a
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areas de asociacion donde se integra y se origina la respuesta que se propaga por areas

motoras (terciarias, secundarias y finalmente primarias) (Kandel et al., 2000).

1.2 Desarrollo del sistema nervioso

El embrion de los mamiferos se forma a partir de tres capas principales: endodermo,
mesodermo y ectodermo. El endodermo, que es la mas interna, da lugar al intestino,
pulmones e higado; el mesodermo que es la capa media, da origen a los tejidos
conjuntivos, musculo y aparato vascular, y el ectodermo, la capa mas superficial,
origina la epidermis y el sistema nervioso central y periférico (Gilbert, 2006; Kandel et
al., 2000).

En la parte dorsal del embrion y, a lo largo de toda su linea media, se diferencia una
capa de células ectodérmicas en neuroectodermo, el cual dara origen a todas las células
neurales y gliales. Este neuroectodermo se diferencia del ectodermo que lo rodea por un
proceso conocido como inducciéon neural, y es llevado acabo por sefiales moleculares
enviadas desde el mesodermo adyacente, concretamente desde un tejido transitorio
denominado notocorda. De no producirse estas sefales, todo el tejido seria por defecto
ectodermo. Segun va adquiriendo propiedades neurales, el neuroectodermo formara la
placa neural a lo largo de todo el eje AP. Poco después de formarse la placa neural,
¢ésta comienza a plegarse hacia el interior del embrion para formar una estructura tubular

llamada tubo neural (proceso de neurulacion). En la fusion del tubo se separan unos

grupos de células del neuroectodermo mas dorsal formando las crestas neurales (Figura

2).

Placa neural Ectodermo
( futuras crestas neurales)

- Epidermis
Celulas de
crestas neurales

Ectodermo
( futura epidermis)

™ Notocorda Tubo neural

Figura 2. Desarrollo del ectodermo y formacion del tubo neural por proceso de induccion neural. Definicion del eje dorsoventral.
Adaptado de Gilbert et al., 2006.
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El SNC se formara a partir del tubo neural, mientras que el SNP lo hard a partir de las
células de las crestas neurales ((Knecht and Bronner-Fraser, 2002) para revisison). La
cavidad interna generada por la fusion del tubo formara el canal central y dara lugar al
sistema ventricular del sistema nervioso. Las células del tubo neural se denominan
epitelio neural, zona de proliferacion a partir de la cual se generaran todas las neuronas

y la mayoria de células gliales que encontramos en el SNC.

1.2.a Regionalizacion del tubo neural

Definicion del eje AP. Una vez formado el tubo neural, se produce una especificacion
regional en ¢l tanto en sentido del eje AP como en el del eje DV. La configuracion
rostrocaudal del tubo neural viene determinada por la expresion especifica y combinada
de diversos genes de segmentacion Hox (Kandel et al., 2000; Purves et al., 2001).

De la parte anterior del tubo neural emergen las tres vesiculas que daran lugar al
encéfalo: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo. La médula espinal se
diferenciard de la region mas caudal del tubo neural. Esta situaciéon se conoce como
estadio de tres vesiculas. En el momento de la generacion de las vesiculas comienza la
flexion del tubo neural, por los puntos cefalico y cervical. Posteriormente, la
diferenciacion del tubo neural se continuia con la division de dos de las tres vesiculas, el
prosencéfalo y el rombencéfalo. El prosencéfalo se subdivide en dos vesiculas
telencefalicas simétricas y una vesicula diencefalica. En cuanto al rombencéfalo, éste
se subdivide en metencéfalo y mielencéfalo. Con estas divisiones se generan cinco
vesiculas, que junto a la médula espinal daran origen a las partes principales del SNC

(Figura 3).

Estadio de tres vesiculas Estadio de cinco vesiculas Principales derivados en el adulto

Telencéfalo: Corteza cerebral, ganglios basales,
Telencéfalo -+ formacién hipocampica, amigdala,bulbo olfativo
. Prosencéfalo
Diencéfalo Diencéfalo: vesiculas opticas,epitalamo,
talamo,hipotalamo y subtalamo

Mesencéfalo Mesencéfalo

Mesencéfalo:coliculos y tegmentum

Metencéfalo
- Rombencéfalo

Miglencéfalo Metencéfalo:puente y cerebelo

Tubo neural caudal

Madia dewial | —— Mielencéfalo: bulbo raquideo
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Figura 3. Especificacion regional del tubo neural. Definicién del eje anteroposterior. De la parte anterior del tubo neural se
diferencian tres vesiculas: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo, que se subdividiran para dar lugar a las diversas regiones del
encéfalo. De la parte posterior del tubo se desarrolla la médula espinal. Adaptado de Purves et al., 2001.

Definicion del eje DV. La expresion de determinados factores por tejidos circundantes
no neurales, Sonic hedgehog por notocorda, dcido retinoico por somitas y BMP4, BMP7
por epidermis, producen la especializacion dorsal o ventral del tubo neural, que se
mantendrd a lo largo de toda su longitud AP. Esta especializacion regional resulta
determinante para los procesos de migracion posteriores. Asi, las regiones dorsales
formaran en la mayoria de casos estructuras laminadas, mientras que las regiones
ventrales se estructurardn principalmente en ntcleos (Hatten, 1999; Hatten, 2002; Marin
and Rubenstein, 2003; Wilson and Rubenstein, 2000). Estos factores no solo actian
como inductores, sino también como morfogenos, un tipo de sefial inductora que puede
dirigir diferentes destinos celulares a partir de diferentes umbrales de concentracion.

La combinacion de la informacion procedente de la regionalizacion del eje AP con la
informacion procedente del eje DV determinara el tipo celular en el cual las células se

diferenciaran.

1.2.b Histogénesis del SNC

Del neuroepitelio de las vesiculas encefalicas surgirdn todas las células neurales y
gliales que conforman el SNC. Ademas, todas las células deben realizar un proceso que
incluye unas pautas especificas como son: proliferacion, migracion y diferenciacion.
Aunque este proceso es similar para todas las estructuras del SNC, nos centraremos en

la formacion de estructuras laminadas.

Proliferacion. Al principio del desarrollo neural, las células progenitoras proliferan
rapidamente y originan progenitores adicionales mediante divisiones simétricas,
expandiendo la poblacion de precursores, lo que engrosara la pared del tubo neural. Este
fendmeno da lugar a la formacion de dos zonas de proliferacion: zona ventricular (ZV)
y zona subventricular (ZSV). Posteriormente, las células se dividirdn de modo
asimétrico, generando en cada division una célula postmitdtica que sale del ciclo celular
para generar una neurona o célula glial y otra célula que sigue inmersa en el ciclo para

generar nuevas divisiones asimétricas. Conforme avanza la neurogénesis, la capacidad
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proliferativa se va reduciendo y un mayor numero de células progenitoras se dividen de
forma simétrica para producir dos células postmitoticas (Cremisi et al., 2003; Chenn
and McConnell, 1995). La neurogénesis se produce durante los estadios embrionarios,
siendo las neuronas granulares del cerebelo y del giro dentado las tinicas que se generan
en el periodo postnatal (Rakic, 2007). La tasa de proliferacion no es homogénea en todo
el tubo neural, de forma que aquellas regiones con mayor tasa (regiones dorsales)
generaran estructuras de mayor tamano. Esta diferencia en tasa de proliferacion también
explica las diferencias en el tamafio cerebral entre distintas especies, pues todos los

organismos parten de un neuroepitelio muy similar.

Migracion. Las células postmitdticas no permanecen en el lugar de su generacion, sino
que al abandonar el ciclo celular se mueven hasta sus posiciones definitivas mediante un
proceso denominado migracion celular. Esta caracteristica es una de las principales
diferencias del tejido nervioso respecto a los demas tejidos del organismo. La migracion
celular sucede de modo diferente en funcién de distintas variables: region del tubo
neural donde se originan, tipologia celular e incluso de la especie animal. La migracién
es un proceso esencial para el SNC puesto que deficiencias en migracion y en el
posicionamiento de las neuronas causan problemas tan graves como retraso mental,

epilepsia o deficiencias en el aprendizaje (Hatten, 2002; Marin and Rubenstein, 2003).

Existen dos métodos de migracion empleados por las células basados en su orientacion
y en el soporte/sustrato que utilizan: la migracion radial y la migracion tangencial

(Nakajima, 2007; Rakic, 2007).

La migracién radial es aquélla que se produce en el eje perpendicular de la extension
del tubo neural, es decir desde la luz ventricular hasta la superficie externa (superficie
pial). Este tipo de migracion, utilizado por el 80-90% de precursores neuronales, da
lugar principalmente a estructuras laminadas, y su conocimiento proviene
principalmente del estudio del desarrollo de la placa cortical de la corteza cerebral.
Aunque los mecanismos que gobiernan este proceso son similares para otras regiones
del telencéfalo, se debe tener en cuenta que pueden existir diferencias con la migracion
radial que acontece en estructuras carentes de laminacion, como por ejemplo el estriado.
En la migracion radial, las células postmitdticas migran dependiendo de un tipo celular

especifico, la glia radial (Rakic, 1972; Rakic, 1974; Rakic, 2003). La glia radial es uno
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de los primeros tipos celulares que se diferencian en el epitelio neural. Sus ntcleos se
localizan en las capas proliferativas extendiendo dos prolongaciones opuestas, una corta
hacia la superficie ventricular y otra mas larga dirigida hacia la superficie pial. Esta
prolongacion es la que conforma el sustrato fisico al cual se adhieren las células que van
a migrar. Las células en migracion adquieren una morfologia bipolar y, mediante
uniones tipo GAP (Elias et al., 2007), se adhieren a la prolongacion larga de la glia
radial y se desplazan a lo largo de ella. El conjunto de todas las células de glia radial
constituye un andamio por el que ascienden las células hasta posicionarse en sus

estratos definitivos (Figura 4).

Neurona
en migracion

" Frente de

avance de
neurona en
migracion

Proceso
de glia radial

Gliaradial e Progenitores

neuronales

Figura 4. Migracion radial en la corteza cerebral.

A) Representaciéon esquematica de neurona en
migracion sobre sustrato de glia radial (Addaptado
de Gilbert, 2006).

B) La proliferacion de los progenitores de la zona
ventricular origina células postmitdticas que se
adhieren a la glia radial e inician el proceso de
migracion radial. Las neuronas migran unidas a la
glia radial hasta llegar a su zona de destino; alli se
detiene la migracion y las neuronas se
desadhesionan de la glia y se diferencian en
neuronas maduras. CR, células de Cajal-Retzius;
MZ, zona marginal; IZ, zona intermedia; VZ, zona

~

ventricular. Adaptado de Dulabon et al., 2000.

Una vez han finalizado su funcion de soporte fisico en la migracion, la glia radial retrae
sus prolongaciones y se diferencia en astrocitos (Schmechel and Rakic, 1979). Sin
embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que la glia radial se puede comportar
como células madres neurales capaces de generar neuroblastos en el epitelio neural

(Malatesta et al., 2000; Malatesta et al., 2008).

Al llegar a la placa cortical, las células detienen su migracion y se desadhieren de la glia
radial para posicionarse en su estrato diana. Las neuronas se posicionan siguiendo un
patron o gradiente temporal de “dentro a fuera” (denominado en inglés inside-out,
(Angevine and Sidman, 1961)). Esto implica que las neuronas que se originan de forma
mas temprana se posicionan en las capas mas profundas mientras que las mas tardias se

localizan en posiciones mas superficiales, por lo que han de atravesar las capas de

células antiguas (Figura 5A). Este patron también es utilizado por las neuronas
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piramidales del hipocampo, el cerebelo y coliculos superiores (Edwards et al., 1986).
Sin embargo, las neuronas granulares del giro dentado se estratifican siguiendo un

patrén “de fuera a dentro” (Nowakowski and Rakic, 1981).

Placa cortical temprana
E14.5

Pla

Preplaca
E125E145 {_‘:}C‘)ic

/
i

Figura 5. Desarrollo embrionario de la corteza cerebral. A) Los neuroblastos generados en la zona ventricular migran
radialmente, insertandose en la preplaca, por debajo de las células Cajal-Retzius (en rojo). Las oleadas sucesivas de neuronas
migran formando la placa cortical, con un patroén de distribucion de “dentro a fuera”, de manera que aquellas células mas
jovenes (en azul) se sitlan mas cerca de la superficie pial. CR, células de Cajal-Retzius; MZ, zona marginal; CP, placa cortical;
SP, subplaca; IZ, zona intermedia; VZ, zona ventricular (4ddaptado de Tissir y Goffinet, 2003). B) Diferentes vias de migracion
de neuronas del telencéfalo. Las neuronas de proyeccion de la corteza cerebral migran de forma radial (fechas rectas), mientras
que las interneuronas (neuronas de circuito local) migran de forma tangencial radial (flechas curvas). Ach, acetilcolina; AEP,
area entopeduncular anterior; Cx, cortex; GABA, acido gamma-aminobutirico; Glu, glutamato;, GP, globus pallidus; H,
hippocampus; LGE, eminencia ganglionar lateral; MGE, eminencia ganglionar medial; POa, area predptica anterior.
(Adaptado de Wilson y Rubenstein, 2000).

La migracion tangencial es la que se produce de forma perpendicular al eje radial
ventriculo-pia y parece no depender de interacciones con la glia radial. Hasta ahora no
se conocen cuales son los mecanismos fisicos o quimicos que regulan este tipo de
migracion. En algunos casos, existen grupos de neuronas que migran conjuntamente
mediante uniones homofilicas. En otros, ciertas neuronas interaccionan con axones que
encuentran en su recorrido a lo largo de la corteza cerebral, lo cual ha llevado a sugerir
que estas células utilizan prolongaciones neuronales como sustrato (migracion
axonofilica) (Parnavelas, 2000; Rakic, 2007). Por ultimo, se ha visto que existen
algunos tipos de neuronas que migran de forma individualizada hasta su zona de destino
((Marin and Rubenstein, 2003; Marin et al., 2006; Nobrega-Pereira and Marin, 2009)
para revision).

El fendmeno de migracion tangencial es llevado a cabo por diversas poblaciones

neuronales, como por ejemplo neuronas del locus coeruleus (Aroca et al., 2006),

10



Introduccion

neuronas granulares del cerebelo (Gilthorpe et al., 2002; Komuro et al., 2001; Ryder
and Cepko, 1994), neuronas del bulbo olfativo (Lois and Alvarez-Buylla, 1994) y
células de Cajal-Retzius (Garcia-Moreno et al., 2007; Takiguchi-Hayashi et al., 2004).
Pero sin duda, el ejemplo mas estudiado es el de las interneuronas de la corteza cerebral
(Anderson et al., 1997; de Carlos et al., 1996; Marin and Rubenstein, 2003; Martini et
al., 2009; Yokota et al., 2007). A diferencia de las neuronas piramidales, generadas en la
ZV de la propia corteza, las interneuronas llegan a ésta desde zonas no corticales muy
alejadas, concretamente desde la eminencia ganglionar medial y la eminencia
ganglionar lateral (Figura 5B). Aunque en roedores, la mayoria de interneuronas
proceden de estas regiones, en primates y humanos existe una poblacion procedente de
zonas corticales (Jones, 2009; Letinic et al., 2002). Una vez las interneuronas han
llegado a la corteza, se van posicionando mediante un patrén de “dentro a fuera”, de
forma que neuronas piramidales e interneuronas de la misma edad se colocan en los
mismos estratos independientemente de su lugar de origen (Cobas and Fairen, 1988;

Fairen et al., 1986; Pla et al., 2006).

Diferenciacion: neuritogénesis, guia axonal y sinaptogenesis. Dos factores definen el
proceso de diferenciacion en cada célula: el microambiente genético en el que la célula
se generd y el ambiente molecular de su lugar de destino. La combinaciéon de estos
factores da lugar a la gran diversidad neuronal y glial a partir de un simple
neuroepitelio. Una vez que la célula ha llegado a su destino, y también durante el
proceso de migracion, emitira prolongaciones neuriticas que daran lugar a las dendritas
y al axén. Ademas, el axon ha de crecer, a veces largas distancias, y encontrar su célula
diana. Es un proceso conocido como guia axonal. Para ello, formara una estructura
altamente especializada, denominada cono de crecimiento axonal (Figura 6), capaz de
reconocer y dar respuesta a las sefiales moleculares presentes en el ambiente. Existen
cuatro familias clasicas de moléculas de guia axonal, Netrinas, Slits, Semaforinas y
Efrinas, ademas de morfégenos como WNT, Sonic hedgehog y BMPs, que generan
respuestas de atraccion o de repulsion del cono de crecimiento. Ademads, pueden actuar
en forma de factores difusibles (sefal de largo alcance) o mediante contacto, al estar
presente en la matriz extracelular o en superficie de otras células (sefial de corto
alcance). Por tanto, los mecanismos resultantes de la acciéon de estas moléculas se

pueden definir como: atraccion por contacto, quimioatraccion, repulsion por contacto y
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quimiorepulsion. Estos mecanismos actuan de forma simultanea y coordinada para
dirigir el avance del cono de crecimiento hacia su diana (O'Donnell et al., 2009; Tessier-

Lavigne and Goodman, 1996).

25 um

Figura 6. Microfotografia obtenida por microscopia electronica de barrido que muestra
un cono de crecimiento en el extremo del axén de una célula ganglionar sensorial
(izquierda). A la derecha, se muestra un cono de crecimiento con sus haces de actina
marcados en verde y sus microtubulos en rojo. Adaptado de Purves et al., 2001.

La integracion de las sefiales recibidas en el cono de crecimiento determina la respuesta
del axén y es la base de la especificidad de las conexiones sinapticas. Los procesos de
crecimiento y guia axonal son similares a los procesos de migracion celular, siendo
incluso las moléculas que participan en ambos procesos las mismas (Stoeckli and Zou,
2009; Zou and Lyuksyutova, 2007). Una vez los axones encuentran sus células diana,
formaran contactos sinapticos con ellas, los cuales se estabilizaran o eliminaran en un
proceso de refinamiento mayoritariamente dependiente de actividad neural. La
diferenciacion celular finalizara con la sintesis adecuada de neurotransmisores y
receptores y la muerte celular de aquellas neuronas que no han recibido los contactos
apropiados. Sin embargo, las sinapsis mantienen su capacidad de reconfigurarse tanto
estructural como funcionalmente, incluso en estadios adultos. Esta propiedad se conoce

como plasticidad neural y es la base de procesos de aprendizaje y memoria (Martin et

al., 2000; Waites et al., 2005).
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II. LA REGENERACION AXONAL

El sistema nervioso tiene la habilidad de adaptarse y responder a diversos estimulos que
van desde experiencias fisiologicas asociadas a memoria y aprendizaje hasta dafios
patologicos como lesiones traumaticas, isquemia o enfermedades neurodegenerativas
(Yiu and He, 2006). Ademas de la plasticidad a nivel funcional, las respuestas del
sistema nervioso también tienen lugar a nivel de reorganizacidon estructural. Por
ejemplo, estudios de imagen in vivo han mostrado que la experiencia sensorial puede
dirigir la formacion y eliminacion de sinapsis, y que estos cambios estan ligados al
reajuste adaptativo de los circuitos neurales (Yuste and Bonhoeffer, 2001; Zito and
Svoboda, 2002; Zuo et al., 2005). De forma similar, las lesiones neurales a menudo van
acompafiados de periodos transitorios de reestructuracién anatémica con la formacion
de nuevos brotes axonales por parte de neuronas intactas, sprouting colateral, para
mantener la funcionalidad del circuito (Devor and Govrin-Lippmann, 1979; Raisman,
1969). Uno de los ejemplos mas conocidos es la reinervacion aberrante que se produce
en algunos sindromes epilépticos (ver apartado 4.4.a). Sin embargo, cuando se produce
una lesion que secciona al axon (axotomia), la respuesta de éste es distinta dependiendo
del lugar y del momento en el cual se produce. Cuando la lesion tiene lugar en estadios
neonatales, tanto el SNC como el SNP, poseen la capacidad de regenerar sus axones.
Pero conforme el individuo madura, se produce una disminucion de esta capacidad en el
SNC, siendo totalmente nula en estadios adultos. Por el contrario, el SNP sigue
conservando esta caracteristica en un grado importante durante toda la vida del

organismo ((David and Lacroix, 2003; Horner and Gage, 2000) para revision).

Esta diferencia en la respuesta axonal tras una lesion es debida a diversos factores,
como veremos a continuacion. Tras la axotomia, la parte del axén que se mantiene
unida al cuerpo neuronal se denomina segmento proximal y la parte que queda separada
se denomina segmento distal. Este segmento es el que mas sufre tras la lesion, puesto
que tanto el axén como las vainas de mielina que lo rodean y las células gliales que
forman dichas vainas degeneran en un proceso denominado degeneracion walleriana
(Figura 7). Cuando la axotomia se produce en el SNP, los macrofagos invaden la zona
para eliminar los fragmentos de mielina y las células de Schwann proliferan y se alinean
longitudinalmente para proporcionar factores neurotroéficos que promueven la

regeneracion del axon. Ademads, ciertos componentes de adhesion presentes en sus
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membranas celulares y en la matriz extracelular también favorecen la extension de los
axones. Las neuronas dafiadas reaccionan mediante la expresion de factores
relacionados con el crecimiento, incluidos aquellos involucrados en la formaciéon del

cono de crecimiento axonal.

Segmento proximal Segmento distal

Lesion en
nervio periférico

Los macrofagos
eliminan los
restos de mielina

St SNP

Tiempo

Expresion de Cona e

genes asociados racini
al crecimiento < ot .

Axon regenerado Células de Schwann
proliferantes promueven

|a regeneracidn axonal

Segmento proximal Segmento distal

Limpieza retardada

Tiempo \‘5 \_/ | de restos de mielina \) L/ SNC

Factores inhibidores
impiden la regeneracion

Figura 7. Diferentes respuestas a la lesion por axotomia en SNP (figura superior) y SNC (figura ingerior).
Adaptado de Purves et al., 2001.

Sin embargo, en el SNC, la eliminacidn de los restos de mielina es relativamente lenta y

con la fragmentacion de las vainas de mielina quedan expuestas determinadas moléculas
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que producen un ambiente inhibitorio para el axén, por lo que é€ste solo es capaz de
desarrollar terminales distroficos incapaces de regenerar.

Aunque también existen factores intrinsecos, como la incapacidad de las neuronas
adultas del SNC para reactivar su programa de crecimiento, son los factores extrinsecos,
relacionados con la respuesta glial que se genera en la zona de lesion, la principal causa

del fallo en la regeneracion axonal.

2.1 Respuesta astroglial: cicatriz glial

La respuesta glial a una lesion da lugar al reclutamiento hacia la zona de lesion de una
variedad de células gliales como microglia, precursores de oligodendrocitos y astrocitos,
asi como de fibroblastos procedentes de las meninges (Fawcett and Asher, 1999; Silver
and Miller, 2004). La llegada de estas células tiene lugar a distintos tiempos postlesion
y ocupan distintos compartimentos en la zona dafiada. Ademas, el tipo celular que
participa es dependiente de la naturaleza de la lesion, de su severidad y de su
localizacion en el SNC (Fawcett and Asher, 1999; Pasterkamp and Verhaagen, 2001;
Silver and Miller, 2004). Esta respuesta tiene efectos beneficiosos, ya que forma una
cicatriz que sirve para aislar la zona de lesion, minimizar el area de inflamacion y
degeneracion celular y reparar la barrera hematoencefélica. Sin embargo, también tiene
efectos muy negativos ya que producen una barrera fisica y un ambiente inhibitorio y
restrictivo para la regeneracion de los axones dafnados (Silver and Miller, 2004;

Sofroniew, 2009).

La cicatriz glial como barrera fisica. La respuesta glial a una lesion consiste
mayoritariamente en la generacion de astrocitos reactivos, hipertrofiados mediante la
sintesis de filamentos intermedios como GFAP o vimentina. Se produce también cierta
proliferacion astrocitica, aunque es minoritaria y limitada a los alrededores de la zona de
lesion. Los procesos membranosos que desarrollan los astrocitos hipertrofiados
encapsulan la zona dafiada y constituyen una barrera fisica que impide el crecimiento de
los axones, aunque también puede evitar la entrada en la zona no dafiada de células
inflamatorias ((Sofroniew, 2009) para revision). Sin embargo, se necesitan varios dias,
incluso semanas, para que la cicatriz se forme por completo, por lo que existen otros
factores, principalmente moléculas inhibitorias, que limitan la regeneracion axonal de

forma previa a la formacion de la cicatriz glial (Figura 8).
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(c) Severe astrogliosis
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Figura 8. Formacion de cicatriz glial en raton tras lesion. A) Microfotografia de astrocitos (inmunoreactivos para
GFAP) en tejido intacto, cuyos procesos celulares no se solapan entre si. B) Astrogliosis reactiva moderada en
respuesta a inyeccion intracerebral del antigeno bacteriano LPS (lipopolisacarido) C) Astrogliosis reactiva severa y
formacion de cicatriz glial (Glial scar) adyacente a la zona lesionada por traumatismo inflamacion (Inflam). Hay que
destacar el extenso solapamiento e interdigitaciones de los procesos celulares de los astrocitos reactivos. Escala: 8 um.
D) Representacion esquematica de astrogliosis reactiva severa con formacion de cicatriz glial que incluye astrocitos
recién generados (con nucleo rojo) y otros tipos celulares (ntcleos en gris) como fibroblastos meningeos. La cicatriz
glial actia como una barrera para la regeneracion axonal pero también impide la entrada de células inflamatorias que
protege al tejido no dafiado de la inflamacion. Adaptado de Sofironiew, 2009.

La cicatriz glial como fuente de moléculas inhibitorias del crecimiento axonal. La
astroglia reactiva produce determinadas moléculas, como proteoglucanos y moléculas
de guia axonal y que tienen un efecto negativo en el crecimiento de axones formando
parte del ambiente inhibitorio y no permisivo de la zona. Los proteoglucanos son
glucoproteinas altamente glucosiladas que forman parte de la matriz extracelular y son
sintetizadas por astrocitos reactivos, pero también por células meningeas y
oligodendrocitos (Pasterkamp and Verhaagen, 2001; Shearer et al., 2003; Silver and
Miller, 2004). Los proteoglucanos consisten en un nucleo proteico al que se encuentran
unidas covalentemente varias cadenas de glucosaminoglucanos (GAG), que en
condiciones fisiologicas estan cargados negativamente por la presencia de grupos
sulfato o dacido urdnico (D-glucurénico o L-idurdnico). Estan involucrados en

numerosos procesos como crecimiento, adhesion, migracion e interaccion con otros
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componentes de la matriz extracelular. Los astrocitos producen varios tipos de
proteoglucanos con actividad inhibitoria, como Tenascina C (Meiners et al., 1995) y
principalmente proteoglucanos condroitin sulfato (CSPG, del inglés chondroitin
sulfate proteoglycan). La familia de CSPG consta de moléculas secretables (Neurocan,
Fosfacan), moléculas ancladas a la membrana mediante un dominio GPI (Brevican) y
moléculas transmembrana (NG2) (Kwok et al., 2008; Sandvig et al., 2004). Durante el
desarrollo, los CSPG participan en la modulacién de migracion neuronal y guia axonal,
en el crecimiento neuritico, tanto promoviendo como inhibiéndolo, y en la regulacién de
la polaridad neuronal (Bovolenta and Fernaud-Espinosa, 2000). Su efecto en el
crecimiento neuritico depende del tipo celular con el que interaccionan, de su
concentracion y de su interaccidbn con otras moléculas (Bovolenta and Fernaud-
Espinosa, 2000). En cultivo, los CSPG resultan extremadamente inhibitorios para
axones embrionarios de neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG), y actian
como potentes inhibidores de diversos promotores del crecimiento, como L1 o
Fibronectina (Sandvig et al., 2004). En mamiferos adultos, y en distintos tipos de lesion
del SNC, los CSPG son producidos y secretados por astroglia reactiva y
oligodendrocitos rapidamente tras lesion (durante las primeras 24 horas) y persisten
durante meses produciendo la inhibicidon axonal y la repulsion del cono de crecimiento.
Gran parte del efecto repulsivo proviene de las cadenas GAG, ya que la actividad
inhibitoria de los CSPG disminuye tras la aplicacion de condroitinasa ABC, una enzima
bacteriana que elimina las cadenas GAG (Kwok et al., 2008). Sin embargo, existen
datos que sugieren que el nucleo proteico también puede provocar inhibicion
independiente de las cadenas GAG (Sandvig et al., 2004). Hasta el momento, el
conocimiento acerca de los receptores y de la sefalizacion intracelular que
desencadenan los CSPG era escaso, aunque se ha implicado a la familia de enzimas
GTPasas Rho en su sefalizacion intracelular, puesto que la aplicacion de inhibidores
especificos de Rho o de Rock bloquean la inhibicién de CSPG sobre axones de retina
(Monnier et al., 2003). Sin embargo, recientemente se ha descubierto una molécula,
PTPo, capaz de revertir el efecto inhibitorio de CSPG sobre neuronas de DRG en
cultivo (Shen et al., 2009).

Aunque los CSPG son las principales moléculas inhibidoras de la cicatriz glial, los
astrocitos reactivos también generan moléculas de guia axonal como Efrinas y Slits
(Sandvig et al., 2004). Se ha descrito la expresion de todos los miembros de la familia

Slits y de su receptor en la zona de lesion en el SNC. De todos ellos, Slit2 muestra la
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expresion mas intensa, localizada en astrocitos reactivos que rodean el tejido necrético,
lo que sugiere que Slits podrian formar parte del ambiente inhibitorio creado en la zona
lesionada (Hagino et al., 2003).

A pesar de este efecto negativo en una situacion de lesion, los astrocitos también ejercen
una funcion positiva, ya que proveen de soporte tréfico y metabolico (nutrientes y
factores de crecimiento como NGF, BDNF y NT3) a las neuronas supervivientes
localizadas en los margenes de la zona de lesion. Ademas proporcionan un sustrato
favorable para la formacion de nuevos capilares sanguineos en la zona de lesion (Rolls

et al., 2009).

2.2 Inhibidores derivados de células meningeas

Cuando las lesion incluye la disrupcion de la barrera hematoencefalica, los fibroblastos
meningeos se infiltran en el tejido nervioso dafiado y sobreexpresan, al igual que los
astrocitos reactivos, moléculas de guia axonal (Semaforinas, Slits o receptores de
Efrinas), CSPG (NG2 y Fosfacan) y proteoglucanos (Tenascina C) (Rolls et al., 2009;
Sandvig et al., 2004; Tang, 2003). En cuanto a las Semaforinas, se ha observado que
estos fibroblastos sobreexpresan Semaforina 3A en lesiones del sistema olfativo, corteza
cerebral y via perforante, que al unirse a su receptor Neuropilina, sobreexpresado en los
axones presentes en la zona de lesion, se produce el colapso del cono axonal
(Pasterkamp et al., 1999; Pasterkamp and Giger, 2009). Las Efrinas, y sus receptores,
conocidas por su implicacidén en migracion celular y guia axonal durante el desarrollo,
también son sobreexpresadas en la zona de lesion. Asi, Efrina 2 y su receptor EphB2 se
expresan en fibroblastos meningeos y astrocitos reactivos respectivamente sugiriendo
que estas moléculas pueden ser importantes en la formacioén de la cicatriz y en el
reestablecimiento de la barrera hematoencefalica (Bundesen et al., 2003; Rolls et al.,
2009; Sandvig et al., 2004).

Estos fibroblastos derivados de las meninges, ademas de producir estas moléculas
inhibitorias también constituyen parte de la barrera fisica. De hecho, algunos estudios
sugieren que, mas que la barrera fisica que forman los astrocitos en la cicatriz glial, es el
limite celular astrocito/meningeo (estructura similar a la glia limitans) el que impide a
los axones cruzar dicha barrera (Sandvig et al., 2004; Shearer et al., 2003) (Shearer and

Fawcett., 2001).
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2.3 Inhibidores derivados de olicodendrocitos/mielina

La hipdtesis de una posible accion inhibitoria de la mielina del SNC sobre neuronas
adultas lesionadas fue inicialmente planteada tras observar que neuronas disociadas eran
capaces de regenerar en explantes de nervio ciatico pero no sobre explantes de nervio
optico (Schwab and Thoenen, 1985). Posteriores estudios realizados por Schwab
mostraron la primera evidencia de que la accion inhibitoria de la mielina residia en su
composicidon, concretamente en dos fracciones proteicas de distinto peso molecular, 35
y 250 kDa, conocidas posteriormente como NI-35 y NI-250 (Caroni and Schwab,
1988b). Entre los diversos anticuerpos monoclonales que generaron contra estas
fracciones, describieron que, IN-1, generado contra la fraccion de 250 kDa, era capaz de
bloquear su accion inhibitoria en diversos modelos de lesion (Caroni and Schwab,
1988a). El clonaje del epitopo reconocido por IN-1 llevo a la identificacion, por parte de
tres laboratorios independientes, de la primera molécula inhibidora asociada a mielina,
la proteina Nogo-A (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; Prinjha et al., 2000).
Posteriormente, se descubrieron otras moléculas con accion inhibitoria en el crecimiento
neuritico como MAG (McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay et al., 1994) y OMgp
(Kottis et al., 2002; Wang et al., 2002b). Estas tres moléculas, Nogo-A, MAG y OMgp,
descritas inicialmente en la membrana de los oligodendrocitos, se unen de forma
independiente a un mismo complejo receptor, el complejo “Nogo Receptor”, formado
por las proteinas Nogo Receptor 1(NgR1), p75/TROY (dependiendo del estadio de
desarrollo y de la poblacion neuronal) y Lingo-1 (Fournier et al., 2001; Mi et al., 2004;
Park et al., 2005; Shao et al., 2005; Wang et al., 2002a) (Figura 9). La union al

complejo estimula la interaccion entre p75~ '~

y Rho-GDI, una proteina inhibidora de
RhoA, secuestrandola e impidiendo asi que inactive a RhoA. Al activarse RhoA, se
activa su proteina efectora ROCK, que a su vez activa a la quinasa Lim que provoca la
estabilizacion de citoesqueleto y por ultimo el colapso axonal y la inhibicion del
crecimiento neuritico (He and Koprivica, 2004; Xie and Zheng, 2008). Como ya se ha

mencionado, estas enzimas GTPasas Rho también participan en procesos de guia axonal

mediados por Efrinas, Semaforinas y Netrinas.
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Figura 9. Inhibicion de la regeneracion axonal mediada por proteinas asociadas a mielina. Las proteinas Nogo-A, MAG y
OMgp, presentes en la superficie de oligodendrocitos, se unen a NgR1, reclutando a p75/TROY y Lingo-1 para formar el
complejo receptor y transducir la sefial inhibitoria al interior de la neurona. MAG también se une a NgR2, aunque no se
conocen sus correceptores. En la neurona, el complejo Nogo receptor estimula la formacion de RhoA-GTP, lo que conlleva la
inhibicion del crecimiento neuritico. Adaptado de Xie y Zheng, 2008.

Existen diversos estudios que muestran que Nogo-A, NgR1 y MAG son regulados tras
lesion (Hunt et al., 2002b; Mingorance et al., 2004). Puesto que esta regulacion se
produce de forma rdpida, y previa a la formacion de la cicatriz glial, las MAIPs
(proteinas inhibitorias asociadas a mielina) representarian uno de los principales
inhibidores de la regeneracion, por lo que su bloqueo contribuiria a promover la

regeneracion axonal.

Aunque las MAIPs representan el mayor componente inhibitorio presente en la mielina,
se han encontrado otras moléculas expresadas por oligodendrocitos, como Semaforina

4D/CD100 y Efrina B3, que también parecen participar en procesos inhibitorios. Efrina
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B3 funciona como repelente en la linea media durante la formacion del tracto cortico-
espinal (Kullander et al., 2001), pero continla expresandose durante estadios
postnatales en oligodendrocitos mielinizantes (Benson et al., 2005). Semaforina
4D/CD100 se expresa también en oligodendrocitos mielinizantes, y su expresion es
inducida por lesion causando colapso axonal (Moreau-Fauvarque et al., 2003). Por
tanto, aunque la mayoria de moléculas de guia axonal implicadas en estadios tempranos
de desarrollo disminuyen su expresion cuando el desarrollo se ha completado, algunas

persisten hasta la edad adulta para ejercer un efecto inhibitorio en el SNC maduro.

Otros inhibidores derivados de los oligodendrocitos son CSPG como, por ejemplo,
Brevican y las variantes V2 y V3 de Versican, y el proteoglucano Tenascina R, cuya
expresion se ve incrementada en la zona de lesion. Al igual que MAG, Tenascina R es
una molécula bifuncional, ejerciendo adhesion y antiadhesion neuritica, por lo que
promueve e inhibe el crecimiento axonal respectivamente (Busch and Silver, 2007;

Sandvig et al., 2004).

2.4 Inhibicion glial en la evolucion

De los estudios anteriores se puede concluir que una unica molécula no es responsable
del fallo en la regeneracion axonal en el SNC adulto, como tampoco se puede excluir la
existencia de otras moléculas clave que ain no hayan sido identificadas. Dada la
marcada diversidad entre los inhibidores derivados de células gliales, es dificil
establecer sus respectivas contribuciones al bloqueo de la regeneracion y, la eliminacion
de componentes de forma individualizada puede producir falta de regeneracion debido a
mecanismos compensatorios desarrollados por otros inhibidores. Por ello, las terapias
encaminadas a promover la regeneracion deberian incluir combinaciones de

tratamientos que abarquen las distintas vias de sefializacion implicadas.

Ademas, estos datos apoyan un modelo en el cual distintos factores inhibitorios
derivados de células gliales han evolucionado para promover la maduracion y la
estabilizacion de la compleja circuiteria neural de vertebrados superiores (Figura 10).
Durante el desarrollo, los axones embrionarios estdn sin mielinizar y responden a
diversas moléculas de guia axonal como Netrinas, Efrinas, Slits y Semaforinas para

establecer y refinar los circuitos neurales. Conforme el SNC madura, los
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oligodendrocitos envuelven a los axones para facilitar la transmisioén sindptica, pero
también para impedir la formacion de rebrotes axonales (sprouting) aberrantes, mientras
que los astrocitos expresan CSPG y asi limitar también cambios estructurales en el
adulto que pudieran desestabilizar el sistema. Por tanto, la expresion de estas moléculas
inhibitorias en el adulto, mas alld de impedir la regeneracion axonal en un contexto de
lesion, estarian actuando como un mecanismo protector para preservar las complejas

redes neurales formadas durante el desarrollo (Yiu and He, 2006).
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Figura 10. A) Durante el desarrollo embrionario, los axones no mielinizados con conos de crecimiento pueden extender,
retraerse y responder a diversos factores troficos y moléculas de guia. Este proceso dinamico permite el refinamiento de los
circuitos neurales. B) Conforme el sistema nervioso madura tras el nacimiento, los oligodendrocitos mielinizan los axones para
prevenir el sprouting aberrante y los astrocitos secretan CSPG para limitar la plasticidad estructural en el adulto. C) Tras una
lesion por axotomia en el SNC, los astrocitos reactivos sobreexpresan CSPG. La parte distal del axon seccionado forma conos
de crecimiento distroficos que son expuestos a CSPG de la cicatriz glial y a proteinas inhibidoras derivadas de mielina. El
bloqueo de estos inhibidores no consigue la regeneracion completa de los axones sino sblo promueve cierto sprouting
compensatorio. Adaptado de Yiu'y He, 2006.
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III. PROTEINAS ASOCIADOS A MIELINA: FUNCIONES NO
RELACIONADAS CON REGENERACION

Aunque clasicamente se ha estudiado el papel de estas proteinas en una situacion
patologica, se ha demostrado, como veremos a continuacion, que también ejercen otras

funciones no relacionadas con la inhibicion de la regeneracion axonal.

3.1 Nogo-A

Anteriormente, se han mencionado los experimentos realizados por Caroni y Schwab
que condujeron a la identificacion de moléculas con actividad inhibitoria para el
crecimiento axonal en dos fracciones proteicas de la mielina procedente del SNC
(Caroni and Schwab, 1988b). Estas fracciones fueron originalmente llamadas, NI-250 y
NI-35 (del inglés neurite growth inhibitor y un nimero correspondiente a su peso
molecular). Generaron un anticuerpo monoclonal, IN-1 (del inglés inhibition
neutralization) contra la fraccion de 250 kDa, capaz de bloquear su accion inhibitoria
(Caroni and Schwab, 1988a), y dado que IN-1 también era capaz de neutralizar la
actividad inhibitoria de NI-35, se asumid que esta fraccion era un producto proteolitico
de NI-250 (Bandtlow and Schwab, 2000). Se observo que IN-1 promovia el sprouting
colateral in vivo en diversos modelos de lesion aunque no se obtuvo una regeneracion
funcional completa (Bregman et al., 1995; Schnell and Schwab, 1990; Thallmair et al.,
1998). Sin embargo, la identidad del antigeno no se conoci6 hasta que fue identificado
por tres grupos independientes como Nogo-A (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000;
Prinjha et al., 2000).

Nogo-A es el transcrito de mayor tamafio del gen nogo (también conocido como
RTN4). Este gen codifica putativamente para siete proteinas por corte y empalme
(splicing) alternativo y diferente uso de promotores, aunque sélo tres son finalmente
transcritas en el SNC: Nogo-A, Nogo-B y Nogo-C (Hunt et al., 2002a; Oertle and
Schwab, 2003). Pertenecen a una familia de proteinas que se localizan en el reticulo
endoplasmatico (RE), por lo que reciben el nombre de familia Reticulon (RTN). Las
proteinas RTN se expresan de forma ubicua en vertebrados y han sido descritas en
diversos taxones eucarioticos, pero no en procariotas (Oertle and Schwab, 2003). Los
cuatro genes RTN de mamiferos (RTN1, RTN2, RTN3 y RTN4/Nogo), comparten una

estructura génica similar y dan lugar a diferentes transcritos alternativos (Figura 11A).
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Figura 11. Estructura y topologia de membrana de la familia
Reticulon (RTN).

A) Los nueve transcritos de los cuatro genes reticulon de
mamiferos. La regiéon C-terminal contiene el dominio
conservado RHD, mientras que la region N-terminal es
especifica de cada paralogo y no muestra homologia de
secuencia con las otras proteinas. La regiéon Nogo-66, situada
entre los dos dominios transmembrana (TM), y la region NiG,
especifica de Nogo-A, son responsables de la inhibicion del
crecimiento neuritico. (Adaptado de Oertle y Schwab, 2003).
B) Posibles topologias de membrana de las proteinas RTN.
Las diferentes topologias y localizacion subcelular (RE o
membrana plasmatica) puede permitir que los RTN
desempeiien diversas funciones en la célula. (Adaptado de
Yang y Strittmatter, 2007).
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La region N-terminal es muy divergente
entre los diferentes RTN y muestran poca o
ninguna similitud de secuencia entre ellos
(Yang and Strittmatter, 2007). Sin
embargo, todos comparten una region C-
terminal muy conservada conocida como
dominio RHD (del inglés reticulon-
homology domain). Este consiste en dos
regiones hidrofobicas, de 28 a 36
aminodcidos cada una, que flanquean una
region hidrofilica de 60-70 aminoacidos,
seguido de una cola C- terminal de 50
aminoacidos. El lazo o loop hidrofilico de
la region RHD ha sido detectado tanto en
celular

la superficie como

intracelularmente, por lo que se ha
sugerido que los dominios hidrofébicos
pueden cruzar completamente la membrana

plasmatica o de RE o doblarse para formar

una horquilla (Figura 11B). De esta
manera, las proteinas RTN pueden
presentar diferentes topologias en la

membrana celular o de RE, e incluso

diferentes topologias dependiendo del tipo

celular en el cual se expresen, lo que les confiere la capacidad de desempenar funciones

muy diversas (Yang and Strittmatter, 2007). Entre éstas destaca el papel que

desempefian en morfogénesis y estabilizacion del RE, en el trafico de material desde el

RE hasta otros compartimentos membranosos (complejo de Golgi, endosomas,

vesiculas sindpticas y membrana plasmatica) y también en apoptosis (Iwahashi et al.,

2002; Li et al., 2001; Oertle and Schwab, 2003; Tagami et al., 2000). Sin embargo,

células carentes de estas proteinas no presentan defectos importantes en la estructura

endosomal o de RE.
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La accion inhibitoria de Nogo-A en el crecimiento neuritico esta mediada al menos por
dos dominios: NiG, la region especifica de Nogo-A, y Nogo-66, la region de 66
aminodcidos flanqueada por las dos regiones transmembrana (Figura 11B). Puesto que
esta region esta presente en las tres isoformas, Nogo-A,-B y-C, las tres isoformas de
Nogo tienen potencialmente propiedades inhibitorias para el crecimiento axonal. El
dominio Nogo-66 inhibe el crecimiento axonal mediante la union a NgR1 mientras que
el dominio NiG, lo hace mediante su union a integrinas (Hu and Strittmatter, 2008) (ver
Figura 9, apartado 2.3). Recientemente, se ha caracterizado un tercer dominio
inhibitorio, localizado en la regién N-terminal comtn para Nogo-A/B que puede inhibir
la dispersion de células 3T3, pero que carece de efecto en neuronas (Oertle et al., 2003).
Por tanto, la investigacion actual se centra en la caracterizacion de los mecanismos que
implican la actividad de Nogo-66 y NiG, aunque Nogo-66 parece tener mayor poder
inhibitorio en ensayos de colapso axonal y su efecto es mas especifico de neuronas

(Fournier et al., 2001).

Nogo-A se expresa principalmente en el SNC, pero también en testiculos y corazon a
niveles mas bajos. Nogo-B tiene una amplia distribucion, tanto en SNC como en SNP, y
Nogo-C se expresa fundamentalmente en musculo esquelético, aunque también en
cerebro y corazén (Huber et al., 2002). A nivel celular, Nogo-A se expresa en
oligodendrocitos del SNC, pero no en células de Schwann del SNP (Chen et al., 2000;
GrandPre et al., 2000). Pero, ademas también se ha encontrado Nogo-A en diversos
tipos neuronales del sistema nervioso adulto y en desarrollo (Mingorance et al., 2004;
Tozaki et al., 2002). Por ejemplo, se ha descrito la presencia de Nogo-A en neuronas
adultas de médula espinal, de ganglios de la raiz dorsal (DRG), hipocampo, corteza
cerebral, cerebelo, nucleo de habénula, corteza piriforme, nucleo rojo, nucleo
oculomotor y nucleo trigeminal pontino (Huber et al., 2002; Hunt et al., 2002b;
Josephson et al., 2001). Su patréon de expresion aumenta desde estadios embrionarios
hasta estadios adultos (Mingorance et al., 2004). Ademas, se ha descrito que se expresa
en zonas presinapticas y postsinapticas (Aloy et al., 2006; Lee et al., 2008). La
expresion de Nogo-A en otros tejidos y, en particular en neuronas, y la amplia
distribucion de las isoformas Nogo-B y Nogo-C, sugieren que la familia de proteinas
Nogo debe tener funciones adicionales a la de inhibicion del crecimiento axonal. Por

otro lado, aunque los astrocitos no presenten Nogo-A durante el desarrollo ni en
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estadios adultos en condiciones normales, si que son capaces de expresarlo,
transitoriamente, después de una lesion mecanica (Mingorance et al., 2004).

A nivel subcelular, se han propuesto dos topologias principales de Nogo-A, aunque no
se pueden descartar otros tipos. En la primera, los dominios con funcién inhibitoria
estarian localizados extracelularmente o en el lumen del RE, mientras que en la segunda
topologia solo el dominio loop66 seria extracelular (Figura 11B). La localizacion exacta
de Nogo-A en la superficie celular tiene un gran significado bioldgico. Cuando Nogo-A
esta presente en la superficie de oligodendrocitos del SNC adulto inhibe el crecimiento
neuritico y la regeneracion mediante la exposicion extracelular de sus dominios
inhibitorios (Dodd et al., 2005; Oertle et al., 2003). Sin embargo, una gran cantidad de
Nogo-A intracelular estd asociado a RE y complejo de Golgi, por lo que puede
desempefiar una funcion diferente a la anterior (Oertle et al., 2003). Como se ha
comentado anteriormente, Nogo-A también se expresa en neuronas y fibroblastos, tanto
en RE como en superficie celular, lo que apunta la posibilidad de que pueda ejercer
diferentes funciones segin el tipo celular en el que se exprese y su localizacion

subcelular (Dodd et al., 2005; Oertle et al., 2003).

Funcion de Nogo-A en neuritogénesis y migracion neuronal durante el desarrollo
La capacidad neuronal de respuesta a Nogo-A parece depender del estadio de desarrollo
(Cai et al., 2001; Mingorance et al., 2004). Asi, en estadios embrionarios las neuronas
de DRG de rata y células ganglionares de retina de pollo son poco sensibles a Nogo-A,
pero en estadios adultos sufren colapso e incrementan sus niveles intracelulares de
calcio cuando son expuestos al inhibidor. Estos experimentos muestran que la
sensibilidad neuronal a Nogo-A es adquirida alrededor del momento de Ia
mielinizacion, lo que parece indicar que Nogo-A tiene otras funciones en el desarrollo
no relacionadas con la inhibicion axonal.

Durante el desarrollo, Nogo-A se expresa en la mayoria de poblaciones neuronales,
incluyendo las que se encuentran en estadios de proliferacion y migracion (Josephson et
al., 2001; Mingorance et al., 2004; Tozaki et al., 2002). Ademas, su expresion esta
particularmente enriquecida en tractos axonales telencefalicos (Tozaki et al., 2002). Esta
presencia de Nogo-A en neuronas, previa a la expresion de NgR1, es lo que refuerza la
idea de que ejerce otras funciones, posiblemente relacionadas con la formacion de
tractos axonales y de crecimiento neuritico (Hunt et al., 2002b; Mingorance et al., 2004;

Tozaki et al., 2002). Richard y colaboradores observaron que Nogo-A se acumulaba en
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conos de crecimiento axonal y en puntos de ramificacion axonal en el sistema olfativo
de rata en desarrollo, con una distribucion similar a la de las proteinas asociadas a
microtibulos. Ademads, vieron que Nogo-A se expresaba transitoriamente en procesos
dendriticos en el bulbo olfativo postnatal, lo que sugeria que podia estar involucrado en
procesos de crecimiento axonal y modelado dendritico a través de la regulacion de la
dindmica de microtibulos (Richard et al., 2005). Otros estudios también han sugerido
una relaciéon de Nogo-A con procesos de neuritogénesis al encontrar que Nogo-A esta
presente en dendritas de células de Purkinje en procesos sprouting (Huber et al., 2002) y
que su sobreexpresion en células COS conlleva la formacién de procesos similares a
neuritas (Voeltz et al., 2006). Sin embargo, otros estudios demuestran que Nogo-A
neuronal puede restringir el crecimiento neuritico a través de la modulacioén negativa del
cono de crecimiento (Mingorance-Le Meur et al., 2007; Montani et al., 2009). En linea
con estos resultados, se ha demostrado que Nogo-A puede inhibir in vitro el crecimiento
neuritico inducido por la proteina necdin (Liu et al., 2009).

En estudios realizados en nuestro grupo durante el desarrollo embrionario de la corteza
cerebral de raton se observo que Nogo-A era expresado por glia radial a lo largo del
periodo de corticogénesis, por neuronas corticales postmitoticas y también por neuronas
GABA¢érgicas que migraban tangencialmente desde las eminencias ganglionares.
Ademads, se observd que el mutante para Nogo-A presentaba alteraciones en la
migracion de cohortes tempranas de neuronas GABAérgicas, lo que sugeria que Nogo-
A podria desempefiar diversas funciones durante el desarrollo de la corteza cerebral,
como la modulacién de la migracion tangencial, formacién neuritica y maduracion
neuronal, lo que refleja una funcién de Nogo-A especifica de tipo celular (Mingorance-
Le Meur et al., 2007). También se ha identificado que Nogo-A neuronal interacciona
con la proteina GPR50, relacionada con desordenes mentales, y que ambas colocalizan
en espinas sinapticas. Ademas, en contraposicion a Nogo-A, la sobreexpresion de
GPRS50 conlleva a un aumento en la longitud neuritica y en la formacion de estructuras
similares a filopodios y lamelipodios (Grunewald et al., 2009).

Recientemente, Wang ha descrito que Nogo-A es expresado por la glia radial de la linea
media del quiasma optico y que estd involucrado en el direccionamiento de los axones
en el quiasma 6ptico del embridn de ratén (Wang et al., 2008b; Wang et al., 2008c).

En otro estudio se observo que la proteina Nogo-66 recombinante promovia la adhesion

de células de glia envolvente olfativa y que inhibia su migracion. Estos efectos se
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producian mediante la activacion de RhoA por NgR1, el cual esta presente en estas

células (Su et al., 2007).

Funcion de Nogo-A en la union axoglial

En el inicio de la mielinizacion, Nogo-A se localiza especificamente en la region
paranodal de la vaina de mielina, que es la zona que flanquea los nodos de Ranvier y
donde el oligodendrocito y la neurona establecen un contacto mas estrecho (Nie et al.,

2003) (Figura 12).

Durante este periodo, el loop Nogo-66 es vainas milina

expuesto en los paranodos e interacciona

* | oligodendrocito

con el complejo Caspr/F3 presente en la

nodo de ranvier Nogo-A

superficie neuronal. Esta unién da lugar a

canales de K’ Caspr

potasio desde el nodo al yuxtaparanodo, WE

proceso necesario para permitir la

un desplazamiento de los canales de Eg”
1

neurona

juxtaparanodo paranade | podo

conduccion saltatoria. Es posible que

finalizado el periodo de mielinizacion, la
Figura 12. Funcioén de Nogo-A en la union axoglial. Nogo-
distribucién de NOgO—A Varie e A se localiza en la mielina, en la region correspondiente a
los paranodos e interacciona con el complejo Caspr/F3 de

interaccione preferentemente con NgRl ) la neurona. Adaptado de Mz'ngorance et al., 2004b.

Funciones intracelulares de Nogo-A

Debido a su localizacion en el RE, Nogo-A puede desempefiar diversas funciones
intracelulares tanto en oligodendrocitos como en neuronas. Aunque no existen
evidencias claras de estas funciones de Nogo-A, es razonable pensar que la gran
cantidad de Nogo-A retenido en RE (tan s6lo el 1% estd presente en superficie celular)
pueda ejercer alguna funcion, probablemente relacionada con aquellas ejercidas por las
proteinas RTN. Por ejemplo, se conoce que RTNI1-C y Nogo-B ejercen funciones
proapoptoticas, al desplazar a Bel-2 y Bel-x; desde la mitocondria al RE, impidiendo asi
sus funciones antiapoptoéticas (Li et al., 2001; Oertle and Schwab, 2003; Tagami et al.,
2000; Watari and Yutsudo, 2003). Asimismo, Nogo-C también parece estar implicado
en mecanismos apoptdticos dado que su sobreexpresion en células HEK293 induce
apoptosis mediante un mecanismo dependiente de la via JNK-c-Jun (Chen et al.,

2006b). Dado que Nogo-A contiene la secuencia completa de Nogo-B, es muy probable
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que pueda regular también el proceso apoptotico. Aunque con cierta controversia, se ha
descrito que Nogo-A interacciona con una proteina mitocondrial de funcion
desconocida, NIMP (del inglés Nogo Interacting Mitochondrial Protein) (Hu et al.,
2002). Dado el relevante papel que ejerce la mitocondria en el proceso apoptdtico, la
interaccion con NIMP representaria un segundo indicio, junto con la homologia con
Nogo-B, que relacionaria a Nogo-A con el control apoptotico. Otras proteinas capaces
de interaccionar con Nogo-A son la tubulina y MBP, aunque se desconoce el papel que
estas interacciones puedan desempenar (Taketomi et al., 2002). Por otra parte, algunos
miembros de la familia RTN estabilizan el RE, regulan el trafico entre distintos
compartimentos membranosos e incluso interaccionan con las proteinas SNARE (Oertle
and Schwab, 2003; Steiner et al., 2004). Debido al alto grado de homologia de las
proteinas RTN, no podemos descartar que Nogo-A pueda ejercer funciones similares.
De momento, se ha identificado que Nogo-A es necesario para la formacion y
estabilizacion de la red de RE en Xenopus (Voeltz et al., 2006).

Por ultimo, los miembros RTN1 pueden formar homoémeros y heteromeros pudiendo
actuar como poros o complejos transportadores (Oertle and Schwab, 2003). Se ha
descrito que Nogo-A, Nogo-B and Nogo-C pueden formar complejos (aunque Nogo-A
no interacciona consigo mismo) cuando son sobreexpresados y también de forma
endogena en oligodendrocitos (Dodd et al., 2005)(Mingorance-LeMeur, tesis doctoral).
Estos complejos de proteinas podrian actuar como canales i6nicos, poros o
transportadores y, dado que Nogo-A y Nogo-B tienen un sitio putativo de unién a calcio
en su region N-terminal, el complejo Nogo-A/B/C podria ser un canal o transportador
regulador de calcio en RE, en otro orgdnulo intracelular o incluso en membrana
plasmatica (Dodd et al., 2005).

Otras proteinas descritas recientemente como proteina que interaccionan con Nogo-A
son la fosfodiesterasa CNP (del inglés 2', 3'-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase)
especifica de oligodendrocitos (Sumiyoshi et al., 2009) y la ubiquitina ligasa WWP1
(Qin et al., 2008), lo que amplia el espectro de posibles funciones para Nogo-A.

Funcionde Nogo-A en diferenciacion neural

Las células progenitoras neurales pueden diferenciarse en neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos, por lo que se les ha considerado como una posible herramienta en
terapias regenerativas del SNC. Sin embargo, cuando estos progenitores son

transplantados en la médula espinal, mayoritariamente se diferencian en células gliales y
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no en neuronas. Recientemente, se ha descrito que Nogo-A es capaz de inhibir la
diferenciacion neuronal de estos progenitores neurales y promover su diferenciacion en
células astrogliales a través de la via NgR1 y mTOR-Stat3, pero sin implicar la
activacion de la via de la quinasa RhoA (Wang et al., 2008a).

Ademas, se ha visto que Nogo-A/B y NgR1 se expresan en la superficie de células
madre embrionarias y blastocistos de raton y que la activacion de NgR1 por Nogo-66
inhibe la diferenciacion de estas células en las tres lineas germinales mediante la via de
sefializacion de Stat3. Por tanto, las proteinas Nogo y NgR1 podrian estar implicadas en
el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madre embrionarias y en el
desarrollo temprano del embrion (Gao et al., 2009).

Otra evidencia que sitlia a Nogo-A en un contexto de diferenciacion neural es el estudio
realizado por Caltharp en embriones de pollo, en el que muestran que la induccion de la
expresion de Nogo-A coincide con la formacion de la placa neural y que la expresion de
Nogo-A, inducida por FGF, persiste en estructuras derivadas del neuroectodermo

(Caltharp et al., 2007).

3.2 MAG

MAG (del inglés Myelin-Associated Glycoprotein), descrita en 1994 como inhibidor del
crecimiento axonal (McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay et al., 1994), se localiza
en la superficie de células mielinizantes: oligodendrocitos del SNC y células de
Schwann del SNP. Sin embargo, aunque MAG solo representa el 0,1% de las proteinas
de la mielina periférica, en la mielina del SNC constituye uno de sus principales

componentes (1% de la proteina total) (Trapp, 1990).

MAG es miembro de la superfamilia de las Inmunoglobulinas. Dentro de esta
superfamilia, se puede distinguir el grupo de las Ig CAMs (Immunoglobulines Cell
Adhesion Molecules), tformada entre otros por MAG, NCAM, L1, TAG-1 y DCC
(Figura 13). Este grupo se expresa ampliamente durante el desarrollo y juega un papel
importante en el desarrollo axonal (Walsh and Doherty, 1997). Existen dos isoformas de
MAG, generadas por splicing alternativo, S-MAG y L-MAG, que aparecen con un peso
molecuar de 67 y 71 kDa respectivamente, tras ser desglucosiladas. Ambas moléculas

comparten la region N-terminal formada por 5 dominios Ig extracelulares y un dominio
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transmembrana, pero difieren en su dominio intracelular. La isoforma L-MAG es la
predominante durante el desarrollo, mientras que en el adulto predomina S-MAG

(Pedraza et al., 1991; Tropak et al., 1988).
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Funcion de MAG en mielinizacion

Se ha sugerido que MAG ejerce un papel clave en los estadios iniciales de la
mielinizacidon y en el mantenimiento de las vainas de mielina, especialmente en el SNP
(Schachner and Bartsch, 2000). Los ratones deficientes para MAG muestran un retraso
en la formacion de la mielina compacta y degeneracion en los procesos distales de los
oligodendrocitos (ver (Quarles, 2009) para revision). Sin embargo, estas diferencias no
son tan graves como cabria esperar, por lo que se ha sugerido que otras moléculas

estarian actuando de forma compensatoria en estos animales.

Funcion de MAG en adhesion intercelular: union axo-glial

Después de la formacion de la mielina, la localizacion de MAG se restringe a la region
periaxonal, en contacto con los axones mielinizados, y estd especialmente enriquecida
en la region paranodal de las vainas de mielina. Debido a esta localizacion se ha

propuesto que MAG participa en la estabilizacion de los contactos entre los axones y los
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procesos gliales, siendo necesaria para el mantenimiento y supervivencia de algunos
axones ya que los ratones deficientes muestran atrofia axonal (Quarles, 2009). Sin

embargo, se desconocen los receptores que pueden mediar esta sefializacion.

Funcion de MAG en crecimiento neuritico

MAG es una molécula bifuncional, cuyo efecto en el crecimiento neuritico depende del
tipo celular con el que contacta y de la edad de dichas células. Por ejemplo, en neuronas
neonatales de DRG promueve el crecimiento neuritico, mientras que en estadios adultos
inhibe su crecimiento (Mukhopadhyay et al., 1994). Sin embargo, aunque se
desconocen las bases moleculares que expliquen este cambio de funcion promotora a
funcién inhibidora del crecimiento neuritico, algunos estudios apuntan al AMPc como

molécula responsable (Cai et al., 2001).

3.3 OMgp
OMgp (del inglés Oligodendrocyte Myelin glycoprotein) es la proteina menos conocida

de los tres inhibidores asociados a mielina, a pesar de que fue la primera en ser descrita
(Mikol and Stefansson, 1988). Fue identificada en extractos de sustancia blanca humana
y cultivos de oligodendrocitos de oveja y recibe su nombre por su localizacion
especifica en la mielina del SNC (aunque mdas tarde se observd que también era
expresada en neuronas). La proteina madura consiste en un polipéptido de 401
aminoacidos (aunque la forma inmadura consta de 440), distribuidos en 4 dominios: un
dominio N-terminal rico en residuos Cisteina, seguido de un dominio rico en residuos
de Leucina (LRR), un dominio rico en residuos Serina-Treonina (S/TR) y un grupo
glucosilfosfatidil inositol (GPI) por el cual se ancla a membrana plasmatica (Mikol et
al., 1990b) (Figura 14A). El dominio més importante para su funcion es el dominio
LRR, que consiste en 8 repeticiones en tdndem de residuos leucina (Vourch et al.,
2003b) y caracteriza a OMgp como miembro de la familia de proteinas LRR. Ademas,
es esta region la que permite que OMgp se una a NgR1 (Wang et al., 2002b). Las
proteinas LRR estan implicadas en interacciones proteina-proteina y desempefian
diversas funciones como reparacion de ADN, procesamiento de ARN, supervivencia
neuronal, adhesion celular, transduccion de sefiales y guia axonal (Kobe and Kajava,
2001). Algunos ejemplos de proteinas LRR con funcion en el SNC son Lingo-1, NgR1,
Slit, Amigo, Trk y Neuregulina-1.
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Figura 14. A) Representacion esquematica de la forma madura de OMgp. CR es region rica en Cisteina; LRR, es region
rica en repeticiones de Leucina; S/TR, region rica en Serina/Treonina y GPI es dominio glucosilfosfatidilinositol. B)
Localizacion cromosomica del locus NF1 en el cromosoma 17. Los genes OMgp, EVI2A y EVI2B estan embebidos
dentro del intron 27b del gen NF1. Las flechas indican la orientacion de la transcripcion y las cajas representan las
regiones codificantes. Adaptado de Vourc’hy Andres, 2004.

El esqueleto proteico de la forma madura de OMgp se corresponde con un peso
molecular de 46 kDa. Sin embargo, debido a modificaciones postraduccionales de
glicosilacion, su peso final es de 110-120 kDa (Mikol et al., 1990b). En el dominio LRR
tienen lugar procesos de N-glicosilacion (en residuos asparragina), mientras que en el
dominio S/TR se da N-glicosilacion y O-glicosilacion (en residuos Serina y Treonina).
Ademas de estas glicosilaciones, Mikol describié que existe una subpoblacion de
proteinas OMgp, presentes en extracto total de cerebro pero no en extractos de sustancia
blanca, que contiene el epitopo HNK-1 (del inglés human natural killer-1), un
trisacarido sulfatado: HSO3-3GlcAB1— 3GalB1— 4GlcNAc. Este carbohidrato, se une
a complejos de N-oligosacaridos de diversas glucoproteinas del SNC y desempefia
funciones de adhesion celular. Ademas, se ha observado que los ratones deficientes en
este epitopo muestran alteraciones en aprendizaje espacial y plasticidad sindptica
(Schachner and Martini, 1995; Yamamoto et al., 2002). Sin embargo, el papel funcional

de este epitopo, presente s6lo en un subpoblacién de OMgp, es atin desconocido.

El gen omgp humano fue localizado en la region q11-12 del cromosoma 17. Este gen
estd embebido dentro del intron 27b del gen NF1, que codifica para la proteina
Neurofibromina, una proteina que cuando muta causa la enfermedad neurofibromatosis
tipo I (Mikol et al., 1990a). Junto a omgp, se localizan otros dos genes, EVI2A y EVI2B

y los tres genes se transcriben en direccion opuesta al gen NF1 (Figura 14B). Esta
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organizacion, también presente en el raton, sugiere regulaciones transcripcionales

particulares dentro del locus NF1.

Inicialmente, se describid la presencia de OMgp en oligodendrocitos, pero
posteriormente se mostrd que su localizacion mayoritaria se daba en neuronas (Habib et
al., 1998b). En concreto, se describid que en el adulto, OMgp estaba presente en
neuronas de proyecciéon como las neuronas piramidales del hipocampo, neuronas de
Purkinje del cerebelo, neuronas del hipotdlamo y motoneuronas del tronco cerebral. El
patrén temporal de expresion de OMgp ha sido caracterizado durante el desarrollo
postnatal del SNC, y muestra un aumento progresivo desde el nacimiento hasta el adulto
(Habib et al., 1998b; Vourc'h et al., 2003a). Sin embargo, en el momento de iniciarse
este trabajo no existian estudios que analizaran la presencia de OMgp en estadios

embrionarios.

Funcion de OMgp en proliferacion celular

Como se ha comentado anteriormente, el gen omgp esta embebido dentro del intron 27b
del gen NF1, que codifica para la proteina Neurofibromina 1 (Mikol et al., 1990a). En
condiciones normales, la proteina Neurofibromina 1 regula negativamente al proto-
oncogen Ras mediante su actividad GTPasa. La mutacion de la proteina ocasiona una
disminuciéon de la actividad GTPasa con la consiguiente proliferacion de células
mediadas por Ras-GTP. Esto da lugar a la enfermedad neurofibromatosis tipo I, un
desorden caracterizado por neurofibromas (tumores formados por células de Schwann y
fibroblastos), manchas en el iris (n6dulos de Lisch), manchas “café con leche” en la
piel, defectos en el aprendizaje, macrocefalia y predisposicion a neurofibrosarcomas
malignos y gliomas 6pticos (Trovo-Marqui and Tajara, 2006).

Cuando se sobreexpresa el gen NF1 en células NIH3T3 se produce una inhibicion en el
crecimiento de estas células (Johnson et al., 1994). Sorprendentemente, Habib et al,
observaron que OMgp, al igual que la Neurofibromina 1, tenia funciones supresoras de
la proliferacion cuando era sobreexpresado en fibroblastos NIH3T3 y ademas, inhibia
vias de sefalizacion relacionadas con aquéllas reguladas por la Neurofibromina 1
(Habib et al., 1998a). Ademas, se ha demostrado que para desempefiar esta funcion en
células COS-7 es necesario el dominio LRR de OMgp y no su grupo GPI. Puesto que
NgR1 no se expresa en este tipo celular, deben existir otros receptores de superficie

necesarios para transducir las sefiales antiproliferativas al interior de las células
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(Vourc'h et al., 2003b). Aunque esta accion supresora ha sido estudiada solo en células
NIH3T3 y COS-7, no se puede descartar que OMgp pueda desempefiar una funcion
similar en neuronas y oligodendrocitos, tanto en el desarrollo como en el adulto. En
linea con esto, recientemente se ha descrito que células madre neurales procedentes de
embriones de rata expresan OMgp. La sobreexpresion de OMgp en neuroesferas
procedentes de estas células madre reduce su proliferacion aunque no afecta a su

diferenciacion en neuronas (Martin et al., 2009).

Funcion de OMgp en formacion de nodos de Ranvier y en el proceso de
mielinizacion

Ademés de su funcion como inhibidor del crecimiento axonal e inhibicion de la
proliferacion celular, se ha sugerido que OMgp participa en la formacion de los nodos
de Ranvier y en la mielinizacion. Asi, algunos estudios han descrito que OMgp se
acumula en los nodos de Ranvier, en concreto en el limite entre el nodo y el paranodo
(Huang et al., 2005; Nie et al., 2006), siendo este OMgp de origen oligodendroglial y no
neuronal. Ademas, el raton deficiente para OMgp presenta nodos de estructura anormal,
sugiriendo que OMgp puede estar implicada en la formacion de los mismos (Huang et
al., 2005). En modelos animales de desmielinizacion, como el ratén Shiverer, deficiente
en MBP (del inglés Myelin Basic Protein), la distribucion de OMgp es ectopica y
dispersa en vez de estar agrupada en los nodos. Estas observaciones indican que la
presencia de OMgp en los nodos podria depender de la integridad de la mielina y de la
polarizacion axonal subcelular. Otra evidencia que otorga a OMgp una funcién en la
formacion de los nodos de Ranvier es el hecho de que se requiere OMgp para la correcta
expresion de los canales de Na' y de la conduccién axonal (Nie et al., 2006). Ademés,
los ratones deficientes en OMgp muestran una elevada reinervacion axonal en la zona
de los nodos, sugiriendo que la presencia de OMgp en los nodos puede estar implicada,
ademds de en la formacion de los mismos, en la inhibiciéon de sprouting axonal
aberrante durante el desarrollo (Huang et al., 2005).

Por otra parte, se ha descrito que OMgp se expresa en células precursoras de
oligodendrocitos, oligodendrocitos mielinizantes y células similares a oligodendrocitos
que circundan los nodos (Nie et al., 2006). También se observo, que la sobreexpresion
de OMgp en oligodendrocitos inmaduros in vitro (linea celular OLN-93) promovia su
arborizacion celular, sugiriendo que OMgp estda implicado en la maduracion

oligodendroglial. En estudios realizados por Vourc’h, se ha descrito que la expresion de
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OMgp en cultivos de oligodendrocitos aumenta coincidiendo con la pérdida de
capacacidad proliferativa de los mismos (Vourc'h et al., 2003a). Todos estos datos
sugieren que OMgp puede estar implicado en el control de la proliferacion y/o

maduracion de los oligodendrocitos.

3.4 NgR1

La proteina Nogo receptor 1, NgR1, fue identificada en un primer momento como
proteina receptora del loop Nogo-66 (Fournier et al., 2001), aunque posteriormente se
observo que constituye un receptor comun para los tres inhibidores asociados a mielina,
Nogo-A, MAG y OMgp, aln incluso cuando éstos no muestran ninguna homologia

estructural o de secuencia entre si .

El gen ngr codifica para una proteina de 473 aminoacidos anclada
a la membrana neuronal mediante dominio GPI y localizada en

microdominios lipidicos (lipid rafts), que son microdominios de

]

membrana con alto contenido en colesterol (32%) y esfingolipidos :_”* -
o>

(14%) (Fournier et al., 2001). Al igual que OMgp, NgR1 pertenece > -

a la familia de proteinas LRR. Contiene un dominio N-terminal rico 'T* “*",

en Leucinas (LRR-NT), seguido de ocho dominios LRR, un 6%}

dominio C-terminal rico en Cisteinas (LRR-CT) y un dominio C- —

terminal unico por el cual se une al grupo GPI (Barton et al., 2003)

(Figura 15). Se han identificado dos homélogos para NgR1 en | itgougr;al ol
de NgRI1. El dominio

ratén y humanos, NgR2 y NgR3, que muestran una homologia del
55% entre ellos y un 45% de identidad respecto a NgR1 (Pignot et

al., 2003). Aunque los tres comparten propiedades estructurales y

LRRNT esta representado
en azul, los dominios
centrales LRR en verde y
el dominio LRRCT en
rojo. Adaptado de Barton

etal., 2003.

un patron de expresion similar, se ha descrito que NgR2 sélo es

capaz de unirse a MAG, y no a OMgp ni a Nogo-A.

Se han llevado a cabo diversos analisis de mutagénesis funcional para identificar
aquellos dominios implicados en la uniéon a ligandos y correceptores, aunque los
resultados obtenidos son controvertidos. En primer lugar, se describié6 que todos los
dominios LRR eran necesarios para la union a Nogo-66 (Fournier et al., 2001). Sin

embargo, Wang demostr6 que para la union a Nogo-66 se requiere el dominio LRR-CT,
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mientras que para la union a OMgp se necesita a los dominios LRR y LRR-CT (Wang
et al., 2002b). Debido a que MAG compite con Nogo-66 por la unién a NgR1, se ha
sugerido que MAG se une también al dominio LRR-CT (Domeniconi et al., 2002). Sin
embargo, se necesitan mas estudios para clarificar qué dominios son necesarios para la

union a los diferentes ligandos y correceptores.

La region C-terminal unica es requerida para la transduccion de sefial, probablemente
mediante su uniéon a otros correceptores, mientras que el grupo GPI, aunque no es
necesario para la sefalizacion, modula la eficacia de la senalizacion. Ademas, el grupo
GPI permite que NgR1 se localice en lipids rafts y proporciona una zona de escision,
por la cual se libera el fragmento NgR soluble. Este fragmento soluble puede
antagonizar los efectos inhibitorios de Nogo-66 o de la mielina y tiene afinidad por
NgR1 de superficie celular, lo que indica que puede formar homodimeros in vivo

(Fournier et al., 2002).

La expresion de NgR1 en raton ha sido descrita principalmente a nivel de ARNm
(Funahashi et al., 2008; Hunt et al., 2002a; Josephson et al., 2002) y muy poco estudios
se centran en la expresion de la proteina, debido a problemas metodologicos
(Mingorance et al., 2004; Wang et al., 2002c). En general, NgR1 se expresa en
poblaciones discretas de neuronas postmitdticas y, en particular, en sus axones y
contactos sinapticos (pre y postsinapticamente). Durante el desarrollo, los niveles de
proteina son bajos, aunque se puede detectar NgR1 en el hipocampo, corteza cerebral y
médula espinal. Los niveles aumentan con la edad, asi como los tipos neuronales en los
que se expresa. En el adulto, se observa en todas las capas de la corteza cerebral, en
neuronas piramidales y granulares del hipocampo, amigdala, talamo, substantia nigra,
caudatus putamen, neuronas de Purkinje y granulares del cerebelo y motoneuronas de
médula espinal. Se han obtenido similares resultados en rata y humano (Funahashi et
al., 2008; Josephson et al., 2002). El hecho de que NgR1 no se exprese en todas las
poblaciones neuronales del SNC adulto, pero que si expresan Nogo-A 6 OMgp, sugiere
que no todas las células son sensibles al efecto inhibitorio de las proteinas asociadas a
mielina, por lo que pueden ejercer una funcion diferente (mediante unién a otros
ligandos) o bien existir otros receptores para estos ligandos. De hecho, recientemente se
ha caracterizado un nuevo ligando para NgR1, no asociado a mielina, la proteina BLyS

(del inglés B Lymphocyte stimulator). Se trata de una proteina de la familia TNF (del
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inglés, Tumor Necrosis Factor) esencial para el desarrollo de células B y que se muestra
en niveles elevados en pacientes con esclerosis multiple. Se ha demostrado que la unién
de BLyS a NgR1 inhibe el crecimiento neuritico en DRG. Ademas, la expresion de
BLyS y NgR1 esté4 asociada a astrocitos y microglia/macréfagos en zonas lesionadas de
médula espinal. Asi, BLyS puede funcionar independientemente de los inhibidores
asociados de mielina y como ligando redundante de NgR1 para inhibir el crecimiento

axonal (Zhang et al., 2009a).

Funcion de NgR1 en diferenciacion celular

Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente a Nogo-A (ver apartado 3.1),
se ha descrito que NgR1, mediante su unidén a Nogo-A, estaria implicado en funciones
de diferenciacion celular, como por ejemplo, diferenciacion de las lineas embrionarias y

diferenciacion de precursores neuronales en células astrogliales.

Funcion de NgR1 en plasticidad sinaptica

Recientemente, se ha propuesto un papel de NgR1 en plasticidad sindptica y procesos
de LTP (del inglés Long Term Potentiation). Se ha descrito que, en cultivos corticales
primarios, NgR1 inhibe la ramificacion axonal inducida por FGF2 y que los ratones
deficientes en NgR1 muestran una morfologia alterada de las espinas dendriticas de la

region CAL1 del hipocampo (Lee et al., 2008).

3.5 p75° "R

La falta de un dominio intracelular de NgR1 capaz de transducir la sefial desencadenada
por su unidon a los diferentes ligandos, sugeria la existencia de otras moléculas
correceptoras. En esta busqueda de posible correceptores para NgR1 se identificaron

tres proteinas: p75™ '\, Lingo-1 y TAJ/TROY.

p75" "R, es una proteina receptora perteneciente a la superfamilia TNFR (del inglés
Tumor Necrosis Factor Receptor). La mayoria de los miembros de esta familia son
proteinas transmembrana tipo I que presentan en su region extracelular (dominio Nt) un
numero variable de repeticiones ricas en Cisteina, implicadas en la unidon a ligandos

NTR

(Gruss and Dower, 1995). La proteina p75 (75 kDa) consiste en una region

extracelular con cuatro dominios IgG ricos en Cisteina, una region transmembrana y
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una region intracelular con dominio de muerte (DD, del inglés Death Domain). Esta
region intracelular no presenta actividad enzimética intrinseca, por lo que contiene
motivos de unién a otros receptores o proteinas efectoras. Existen algunas diferencias
entre p75™ '} y el resto de miembros de la familia TNFR, pues mientras la mayoria suele
unirse a ligandos triméricos de la familia TNF, p75"'® se une a dimeros de

neurotrofinas. Ademas, el DD de p75™'™"%

no se autoasocia, aunque si conserva la
capacidad de activar a otros mensajeros, por lo que la sefalizacion de muerte que
desencadena no es la misma que la generada por otros TNFR (para revision (Chen et al.,

2009)).

p75"™ se expresa ampliamente durante el desarrollo del SNC y SNP, pero sus niveles
de expresion disminuyen dramaticamente con la edad. Sin embargo, se ha visto que la
expresion aumenta en situaciones patologicas relacionadas con muerte neuronal. Sin
embargo, esta regulacion de la expresion en el desarrollo también es especifica de tipo
celular, puesto que algunas poblaciones necesitan su expresion solo de forma transitoria
mientras que otras la expresan durante toda la vida del animal. En el ratoén adulto, la
expresion se reduce a un numero pequefio de neuronas de proyeccién, como son
neuronas sensoriales de DRG, motoneuronas de médula espinal, neuronas colinérgicas
del telencéfalo basal, neuronas ganglionares de retina y neuronas de Purkinje del
cerebelo. Ademds, también se expresa en diversas poblaciones gliales, como
oligodendrocitos y células de Schwann, especialmente durante el desarrollo y tras
lesion, y aunque son pocos los estudios focalizados en la funcion glial de esta proteina
se piensa que pueda ejercer algin papel en la mielinizacién (Chen et al., 2009; Roux
and Barker, 2002).

Funciones de p75™'*

Se trata de una proteina de sefalizacion neuronal muy importante que interacciona con
numerosos ligandos y correceptores para regular supervivencia neuronal y apoptosis,
crecimiento neuritico y repulsion, formacion de mielina y depresion a largo plazo (LTD,
del inglés Long Term Depression) (para revision (Schecterson and Bothwell, 2008;
Underwood and Coulson, 2008)). Estas interacciones con diversos correceptores
parecen estar reguladas diferencialmente por modificaciones postranscripcionales de

NTR
5

p7 , por su localizacion intracelular y por el estado de diferenciacion celular. Pero

ademas, p75™"™® puede iniciar cascadas de sefalizacion en ausencia de ligandos. Esto
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conlleva a que el espectro de funciones que se le han atribuido sea muy amplio. Por ello,
en la Figura 16 se muestran sélo tres mecanismos de accidon generales, en funcion de su

unidn a diferentes ligandos y correceptores (Barker, 2004).

Complejo receptor ~ Complejo receptor Complejo receptor Figura 16. Diferentes Congl?zlejos de
NGF proNGF Nogo seflalizacion formados por p75™ .
.'/’- TR . _'\\
Nogo-A Complejo  receptor NGF: p75N™®
Omgp interacciona con el receptor TrkA vy
NGF ProNGF MAG estimula la habilidad de TrKA para
responder a la neurotrofina NGF,
l LN desencadenando  una  respuesta  de
k supervivencia celular. Complejo receptor
LRR proNGF: p75"™ interacciona  con

Sortilina para mediar sefiales apoptdticas
en respuesta a proNGF. Complejo Nogo
receptor: p75N"™®  forma un complejo
tripartito junto a NgR1 y Lingo-1 para
responder a la uniéon de Nogo-A, MAG u
OMgp.

| |
DD T® l . .. .
Sortilina Abreviaturas: CRD, dominio rico en

Cisteinas; DD, dominio de muerte; LRR,
P7SNTR  TrKA,B,C P7SNTR P75NTR dominio rico en repeticiones Leucina;
L0 PN P J IgC2, dominio IgC2; TK, dominio
Tirosina quinasa; VPS10, dominio VPS10;

‘ ‘ ‘ LRRN, dominio N-terminal con LRR;

LRRC, dominio C-terminal con LRR.

lgc2 VPS10

LRRC
CRD

NgR1 Lingo-1
I

Inhibicion del
crecimiento axonal

Supervivencia
celular

Apoptosis

En un primer momento, se identifico a p75™ '~ como un receptor para la neurotrofina
NGF, aunque después se vio que también era receptor para el resto de neurotrofinas
(BDNF, NT3 y NT4/5) y de sus respectivas formas inmaduras (proneurotrofinas).

5NTR a proneurotrofinas (unién de alta afinidad) estd mediada por la

La union de p7
interaccidn con el correceptor Sortilina y produce una compleja respuesta intracelular de
apoptosis. Por el contrario, la unién a neurotrofinas (unién de baja afinidad) requiere la
interaccion con receptores TrK (del inglés Tropomyosin receptor kinase) y la respuesta
que se desencadena es de supervivencia celular y crecimiento axonal. En cuanto a la
inhibicion del crecimiento axonal, éste se produce mediante la uniéon de p75~' " a
factores asociados a mielina, pero también a la formacion de complejos con Efrinas y

plexinas/neuropilinas (Schecterson and Bothwell, 2008).
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3.6 TROY/TAJ

El hecho de que no se hallara regeneracion axonal en animales deficientes en p75™ '~

(Song et al., 2004), asi como la falta de expresion de dicha proteina en estadios adultos,
y en concreto, en poblaciones neuronales sensibles al efecto inhibitorio de proteinas
asociadas a mielina, hizo pensar que existia un segundo correceptor para NgR1. Asi,
dos laboratorios independientes, en su busqueda por encontrar otros receptores de la
familia TNFR con potencial para funcionar como p75"'\, describieron que TROY, el
miembro de esta familia que mas se asemejaba a p75™ '\, era capaz de unirse a NgR1 y
desencadenar la inhibicion de crecimiento neuritico dependiente de NgR1 (Park et al.,
2005; Shao et al., 2005). Ademads, demostraron que ratones deficientes en TROY tenian
una sensibilidad muy reducida a mielina (Shao et al., 2005) y que la aplicacion de la
forma dominante negativa de TROY promovia el crecimiento neuritico de células de

DRG sobre mielina (Park et al., 2005).

TROY, también conocido como TAJ o TNFRS19, es miembro de la familia TNFR
(Eby et al., 2000). Es una proteina transmembrana tipo I, de 416 aminoacidos y de un
peso molecular de 45 kDa, con dominios ricos en Cisteina en la region extracelular. En
su region citoplasmatica posee una secuencia de union a TRAF2 (tumor necrosis factor

NTR
5

receptor-associated factor 2), pero a diferencia de p7 no contiene dominio de

muerte (Kojima et al., 2000).

En el embrion de raton, TROY (INFRSF expressed on the mouse embryo) esta presente
a nivel de ARNm principalmente en cerebro y derivados epiteliales, aunque también se
expresa de forma moderada en pulmoén, higado, corazoén (Kojima et al., 2000). En el
SNC en desarrollo, TROY se expresa fuertemente en ZV y ZSV de diversas regiones,
incluyendo corteza cerebral, tdlamo e hipocampo pero disminuye hacia estadios mas
tardios de la neurogénesis (Hisaoka et al., 2003). También se expresa en bulbo olfativo
en desarrollo, desde E13.5 hasta estadios neonatales. En la etapa adulta, la expresion de

NTR

TROY disminuye, al igual que la de p75™ " (Figura 17), pero sus niveles se mantienen

NTR en el

mas altos que los de p75"™%, lo que sugirié que TROY podia sustituir a p75
complejo Nogo Receptor. Ademas, a diferencia de p75™'%, la cual se expresa solo en
determinadas poblaciones neuronales, TROY se expresa ampliamente en diversos tipos
celulares del cerebro incluyendo neuronas, astrocitos, microglia y células de glia

envolvente. Pero sobretodo, es de gran interés el hecho que TROY se exprese en células
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proliferativas positivas para GFAP de la SVZ y de la via de migracion rostral (RMS, del
inglés Rostral Migratory Stream) de ratones adultos (Hisaoka et al., 2006).

0,024

Normalized P75
mRNA expression

Normalized Troy
mRNA expression

0.00

El14 EI1I8 PO P4 PS8 P23 Adult El4 EIS PO P4 PS8 P23 Adult

Figura 17. Niveles de expresion de ARNm de TROY y p75™™® por PCR en tiempo real en SNC de raton.
Los datos fueron normalizados respecto a niveles de ARNm de GADPH. Adaptado de Mi, 2008.

Funciones de TROY en desarrollo

Como se ha comentado, TROY se expresa fuertemente en derivados epiteliales y
foliculos pilosos del embrion. Ademas, la region extracelular de TROY comparte una
gran homologia de secuencia con dos miembros de la superfamilia TNFR, los
receptores Edar y XEDAR, implicados en el desarrollo de la piel y en la induccion de
los foliculos pilosos en el embrion mediante la interaccion con TRAF6. Esto hace
pensar que TROY podria ejercer funciones similares a estos receptores durante el
desarrollo (Kojima et al., 2000). Ademas, también ha sido implicado en la regulacion
del crecimiento celular de melanomas, asi como también en el desarrollo dental (para
revision (Mi, 2008)).

Por otra parte, se ha descrito que la sobreexpresion de TROY induce la activacion de
vias JNK y NF-xB, por lo que podria estar regulando procesos de supervivencia y
apoptosis independiente de caspasas durante el desarrollo (Eby et al., 2000; Kojima et
al., 2000). De ahi que también reciba el nombre de TAJ (del inglés toxicity and JNK

inducer).

Funcion de TROY en el adulto
Ademas de su funcion en inhibicion de crecimiento axonal inducido por mielina, la
presencia de TROY en precursores astrogliales sugiere que podria estar actuando

también en procesos de proliferacion y diferenciacion astroglial en el adulto (Hisaoka et

42



Introduccion

al., 2003; Hisaoka et al., 2006). No obstante, dado que TROY no interacciona con
neurotrofinas y que se desconocen otros posibles ligandos, las funciones que TROY

ejerce tanto en desarrollo como en adulto aun estan por caracterizar.

3.7 Lingo-1

Debido a que la cotransfeccion de NgR1 y p75™'*

(o TROY) en células no neuronales
era incapaz de activar la via de sefalizacion de RhoA, se prosigui6 en la busqueda de
nuevas proteinas capaces de interaccionar con NgR1. Asi fue como se identifico a
Lingo-1 (LRR and Ig domain-containing, Nogo Receptor interacting protein) como
miembro del complejo receptor (Mi et al., 2004). Esta proteina se asemejaba a una
proteina llamada LERNI1 (Leucine-rich repeat neuronal protein 1) que estaba
codificada por un gen implicado en la predisposicion a desdrdenes de panico/ansiedad

(Carim-Todd et al., 2003).

. B . dominio LRR-NT
Lingo-1 es una proteina transmembrana tipo I,

codificada por el gen Lrrn6a (Leucine rich repeat
neuronal 6a). Su parte extracelular contiene 9
dominios LRR, flanqueados por dominios LRR

en N y C-terminal y un dominio IgC2, el cual esta

implicado en interacciones proteina-proteina dominio LRR-CT
(Figura 18). El dominio citoplasmatico es de corta dominio IgC2

. . .- . ., dominio
longitud y contiene un sitio de fosforilacion en transmembrana
Tirosina similar a EGFR (Carim-Todd et al., calacitonoton

2003; Mi et al., 2004).

Figura 18. Representacion esquematica
de la estructura en dominios de la
proteina Lingo-1. Adaptado de Carim-
Todd et al., 2003.

Lingo-1 pertenece a una subfamilia de proteinas con LRR que comprende a otros tres
paralogos: Lingo-2, Lingo-3 y Lingo-4, con los que comparte poca homologia a nivel de
proteina (61, 56 y 44 % de identidad respectivamente). Por el contrario, Lingo-1

muestra un alto grado de conservacion entre especies, siendo la homologia entre los

43



Introduccion

ortdlogos de raton y humano de un 99,5%, lo que sugiere que Lingo-1 desempena

funciones criticas en vertebrados.

Diversos estudios han demostrado que Lingo-1, a nivel de ARNm se expresa
exclusivamente en el SNC, durante el desarrollo y en estadios adultos de rata y raton.
Ademas, se ha observado un gradiente rostrocaudal, encontrandose los niveles mas
elevados en estructuras telencefalicas y un gradiente temporal, ya que el ARNm
disminuye con la edad (Carim-Todd et al., 2003; Mi et al., 2004). Sin embargo, no se ha
determinado el patron de expresion de Lingo-1 a nivel de proteina, siendo el unico dato
preciso la presencia de Lingo-1 en neuronas granulares y de Purkinje de cerebelo (Mi et
al., 2004). Asi como tampoco se ha demostrado si la proteina Lingo-1 se expresa en las
mismas regiones y en las mismas etapas que el resto de miembros del complejo

receptor.

Funcion de Lingo-1 en desarrollo

Ademas de su implicacion en inhibicidn del crecimiento axonal, es posible que Lingo-1
ejerza otras funciones adicionales, principalmente durante el desarrollo del SNC. Por
ejemplo, teniendo en cuenta que el ARNm de Lingo-1 se expresa en estadios tempranos
del SNC en desarrollo, en los cuales atin no se ha expresado NgR1, es bastante probable
que desarrolle alguna funcién no relacionada con la inhibicién por mielina. Por otra
parte, Lingo-1 fue descubierto en una base de datos de secuencias de homoélogos de Slits
humanos que se expresaban especificamente en cerebro (Mi et al., 2004). Los Slits son
moléculas implicadas en guia axonal y migracion celular, pero ademas Slit2 también
esta implicado en inhibicidon de la regeneracion axonal al ser expresado por astroglia
reactiva (apartado 2.1). Por tanto, no podemos descartar que Lingo-1 desarrolle
funciones similares a las de las proteinas Slit.

Existen otras proteinas con gran similitud estructural a Lingo-1, como las familias
AMIGO/Alivin, NLRR, FLRT y NGL-1, todas ellas con funcion reguladora del
crecimiento neuritico (para revision (Chen et al., 2006a) (Figura 19). Todas presentan
un nimero variable de dominios LRR, flanqueados por dominios LRR-NT y LRR-CT,
y un dominio IgC2. De entre todas estas proteinas, la que muestra mayor homologia es
NGL-1, una proteina implicada en el desarrollo de la conexion cortico-talamica al
promover el crecimiento de los axones talamicos mediante la interaccion con Netrina.

Por tanto, el patron de expresion de Lingo-1 y su homologia estructural con moléculas
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de guia axonal sugieren que Lingo-1 podria estar actuando en procesos de guia axonal y

migracion neural.

Péptido senal

dominio LRR-NT
dominios LRR

dominio LRR-CT

dominio IgC2

repeticion Fibronectina tipo Ill

dominio transmembrana

cola citosdlica

AMIGO-1 NGL-1 Lingo-1 LRIG-1 FLRT-1 NLRR-3 PAL

Figura 19. Representacion esquematica de la organizacion en dominios de proteinas transmembrana con LRR. Adaptado
de Chen et al., 2006.

Funcion de Lingo-1 en diferenciacion oligodendroglial y mielinizacion

Por otra parte, se han atribuido otras funciones a Lingo-1, como son la regulacion de la
diferenciacion de oligodendrocitos y mielinizacion. Se ha descrito que Lingo-1 estd
presente en oligodendrocitos y células progenitoras de oligodendrocitos y que ejerce un
papel modulador negativo de la mielinizacion del SNC (Mi et al., 2005). Asi, la
sobreexpresion de Lingo-1 conlleva la inhibicion de la diferenciacion oligodendroglial y
de la mielinizacién. Por el contrario, la pérdida de funcion de Lingo-1 en
oligodendrocitos tanto in vitro como in vivo (Lingo-1 knockout) conlleva un aumento en
longitud y ntimero de los procesos de los oligodendrocitos y un aumento de la
formaciéon de vainas de mielina. Sorprendentemente, esta inhibicién de la maduracion
de oligodendrocitos se lleva a cabo mediante la activacion de la via RhoA. Esta funcion
de Lingo-1 también ha sido estudiada en un contexto de desmielinizacion, como es el
modelo de encefalomielitis autoinmune experimental en rata (EAE, del inglés
Experimental Autoinmune Encephalomyelitis) (Mi et al., 2007). En €l se ha visto que la
pérdida de funcion de Lingo-1, en el animal deficiente para Lingo-1 o con tratamientos

bloqueantes de su funcion, disminuye los sintomas de la enfermedad, mejora la
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integridad axonal y favorece la mielinizacion al promover la diferenciacion de
precursores en oligodendrocitos mielinizantes maduros. No obstante, se ha demostrado
que Lingo-1 neuronal (al menos en neuronas DRG) también es capaz de inhibir la
diferenciacion oligodendroglial y la mielinizacion a través de la estimulacion de TrkA
por NGF (Lee et al., 2007). Esto implicaria que no sélo los oligodendrocitos sino

también los axones que van a ser mielinizados participan en el proceso de mielinizacion.

Funcion de Lingo-1 en neurodegeneracion

También se ha relacionado a Lingo-1 con una funciéon neurodegenerativa, ya que la
inhibicién de éste protege a neuronas dopaminérgicas de una neurodegeneracion
inducida en un modelo experimental de enfermedad de Parkinson. Ademas, se ha visto
que los pacientes tienen niveles aumentados de Lingo-1 en la substantia nigra, lo que
implicaria que Lingo-1 puede estar promoviendo la degeneracion en esta enfermedad.
Segun este modelo, en condiciones normales, Lingo-1 reclutaria a EGFR regulando
negativamente la via de sefalizacion EGFR/Akt. En cambio, la inhibicién de Lingo-1
aumentaria los niveles de EGFR favoreciendo la supervivencia neuronal (Inoue et al.,
2007a). En la Figura 20 se muestran las distintas vias de sefalizacion en las que

interviene Lingo-1.
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Regulate oligodendrocyte
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Figura 20. Mecanismos de sefalizacion de Lingo-1. Adaptado de Mi et al., 2008.
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Funcion de Lingo-1 en plasticidad

Otros estudios sugieren que Lingo-1 puede estar implicado en procesos de plasticidad
neural inducidos por actividad (Trifunovski et al., 2004). Asi, en un modelo de
plasticidad como es el de administracion intraperitoneal de acido kainico, se observo un
aumento en los niveles de ARNm de Lingo-1 en el giro dentado de rata, al contrario de

lo que ocurria con los niveles de NgR1.
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IV. LA FORMACION HIPOCAMPICA

4.1 Anatomia basica

La formacion hipocampica (FH) ha atraido la atencidon de los neuroanatomistas desde
los comienzos del estudio formal del sistema nervioso, y la mayor parte de informacion
acerca de la organizacion celular y de sus conexiones intrinsecas procede de los estudios
clasicos mediante tincion de Golgi de Ramoén y Cajal y Lorente de N6 (Lorente de No,
1933; Lorente de NoO, 1934; Ramon y Cajal, 1911). Su gran complejidad
citoarquitectonica, la organizacion laminar de sus conexiones, asi como su preciso e
intrincado patrén de conectividad son caracteristicas que van a determinar y posibilitar

su funcionalidad.

Esta estructura tiene un papel destacado en procesos mentales superiores como la
memoria y el aprendizaje. En lo que respecta a la memoria, participa en procesos de
memoria, tanto de trabajo como espacial (Morris et al., 1982; O'Keefe and Conway,
1978; O'Keefe and Speakman, 1987), en la adquisicion de memoria declarativa a corto
plazo (Squire, 1987; Watanabe and Niki, 1985) y, en definitiva, en el mapeo cognitivo.
En el aprendizaje participa en la deteccion de estimulos novedosos y, por tanto, en los
procesos de habituacion, sensibilizacion y en el condicionamiento cldsico (Berger,
1984; Segal and Olds, 1972). Otra funcion atribuida es la de participar en la conducta de
busqueda y en la respuesta al estrés (Lynch et al., 1988). Cuando se produce una lesion
en esta region tiene lugar una incapacidad para formar nuevas memorias (amnesia
anterdgrada), pero también puede afectar a memorias formadas antes del dafo (amnesia
retrograda). Sin embargo, no afecta al aprendizaje de nuevas tareas o habilidades

motoras o cognitivas.

La estructura tridimensional de la FH es muy compleja. Su eje rostrocaudal se extiende
en forma de “C”, formando un semicirculo alrededor del talamo (Figura 21). El término
comprende distintas regiones: el hipocampo propio (a partir de ahora referido
simplemente como “hipocampo™), el giro dentado, la corteza entorrinal y el complejo

subicular (Amaral and Witter, 1995).
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Figura 21. Formacion hipocampica de rata. A) Representacion tridimensional del hipocampo de rata (Adaptado de Amaral y
Witter, 1995). B) Imagen en blanco y negro de una seccion horizontal de la formacion hipocampica de rata tefiida mediante la
tincion de Nissl. (Adaptado de Witter y Amaral, 2004). C) Dibujo de Ramoén y Cajal de los circuitos neuronales de la
formacion hipocampica (Adaptado de Ramon y Cajal, 1901). Abreviaturas: CA1-CA3, Cornu ammonis 1-3; DG, giro dentado;
EC, corteza entorrinal; PaS, parasubiculum; PrS, presubiculum; S, subiculum; Escala: 500 pm

El giro dentado

El giro dentado (DG) o fascia dentata es una estructura laminada formada por tres capas

muy diferenciadas (Figura 22):

-Capa molecular o stratum moleculare. Es la capa mas proxima a la fisura
hipocampica y contiene los arboles dendriticos de las células granulares asi como
diversos tipos de interneuronas. Dicha capa se subdivide en tres subestratos, interno,
medio y externo, en funcion del origen de los axones aferentes que contactan con los
arboles dendriticos de las células granulares. El interno (iml, del inglés inner molecular
layer) recibe aferencias asociativas/comisurales de células musgosas, mientras que los
estratos medio (mml, medial molecular layer) y externo (oml, outer_molecular layer)

reciben las proyecciones de la via perforante.

-Capa granular o stratum granulosum. Esta formada por los somas de las células
principales del giro dentado, las neuronas granulares, que se agrupan en filas
densamente empaquetadas. Junto con la capa molecular forma una V o U (dependiendo
de la posicion anteroposterior) dejando al hilus en su interior. A lo largo de la superficie
de la capa granular se localizan otros tipos celulares, la mayoria de ellos interneuronas

inhibidoras (Amaral and Witter, 1995). Las células granulares tienen sus arboles
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dendriticos localizados en la capa molecular mientras que sus axones, las llamadas
fibras musgosas, opuestos a las dendritas atraviesan el hilus para contactar con la
dendritas de las células piramidales de la region CA3 del hipocampo, formando botones
sinapticos de gran tamafio conocidos como terminales musgosos (Amaral and Witter,
1995; Freund and Buzsaki, 1996). Por otra parte, la region de la capa granular mas
cercana al hilus es conocida como zona subgranular y constituye una zona de
proliferacion de precursores neuronales en estadios adultos (Amaral and Witter, 1995;

Amaral et al., 2007).

-Hilus o capa polimérfica es la capa mas superficial del DG. Su principal componente
celular son las células musgosas, aunque también presenta otros tipos celulares
minoritarios. Las células musgosas hacen sinapsis con las dendritas de las células
granulares, situadas en la capa molecular del DG, siendo la inervacion tanto ipsi como
contralateral; las fibras contralaterales de las células musgosas forman la proyeccion
comisural del DG (Amaral and Witter, 1995). Contiene también los axones de las

células granulares que pasan por esta capa en direccion a la capa CA3 del hipocampo.

Figura 22. Seccion coronal de hipocampo de
raton, tefiido con doble tincion de Timm-
Nissl.

Abreviaturas: cc, corpus callosum; CAl-
CA3, Cornu ammonis 1-3; DG, giro dentado;
fi, fimbria; Gr, Capa granular del DG; h,
hilus; ml, molecular layer; Py, capap
piramidal; RAd, stratum radiatum; slm,
stratum lacunosum-moleculare; so, stratum
oriens.

El hipocampo propio

El hipocampo consta de tres regiones, llamadas CA (por Cornu ammonis, o cuerno de
Amon): CA1, CA2 y CA3. Entre las regiones CAl y CA3 existen diversas diferencias
en cuanto al tamafio de sus células principales (neuronas piramidales) y al patrén de

conexion. Al igual que el DG, el hipocampo estd estructurado en tres capas o estratos
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principales y claramente definidos, los cuales estan presentes en las tres regiones CA

(Amaral and Witter, 1995) (Figura 22).

-Estrato piramidal o stratum piramidale contiene los cuerpos o somas de las células
principales del hipocampo, las neuronas piramidales, que son de mayor tamafo en la
region CA3 que en CAl. También este estrato contiene los somas de células en cesto
inhibitorias de diferentes formas y tamafos, cuyos axones se extienden formando un
plexo en forma de cesto que inerva los somas de neuronas piramidales (Seress and
Ribak, 1984).

-Alveus. Es la capa mas profunda y contiene los axones de las neuronas piramidales que
se dirigen a la fimbria/fornix. Es la sustancia blanca del hipocampo.

-Estrato oriens. Es la capa adyacente a capa piramidal y contiene las dendritas basales
de las neuronas piramidales.

-Estrato lucidum. Esta estrecha capa sin células es adyacente y superficial a la capa
piramidal, pero solo esta presente en region CA3. Ademas, marca el limite entre CA3-
CA2. Contiene las fibras musgosas del DG aunque las sinapsis de estas fibras tienen
lugar en el estrato piramidal.

-Estrato radiatum. Se sitaa superficial al estrato lucido en CA3 y al estrato piramidal
de CA2 y CAl, y contiene las dendritas apicales de las neuronas piramidales.

-Estrato lacunosum-moleculare. Es la capa mas superficial del hipocampo, y donde
termina, entre otras, la conexién procedente de la corteza entorrinal, llamada via
perforante. También contiene, al igual que el estrato radiatum, las dendritas apicales de
las neuronas piramidales.

-Fisura hipocampica. Es una region carente de células que separa la region CAl del

giro dentado.

Como ya se ha mencionado, el tipo celular principal del hipocampo es la neurona
piramidal, de naturaleza excitatoria. Sin embargo, existen otras neuronas no piramidales
con caracteristicas inhibitorias que se distribuyen por todas las regiones y capas del
hipocampo propio y del DG. En su mayoria son inmunoreactivas para GABA (Freund
and Buzsaki, 1996; Pettit and Augustine, 2000; Ribak et al., 1978) por lo que se

consideran interneuronas que forman circuitos locales inhibidores (ver apartado 4.2).
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La corteza entorrinal

La corteza entorrinal (CE) es una estructura laminada, con las seis capas tipicas de una
estructura neocortical. Se distinguen dos capas acelulares (capas [ y IV) y cuatro capas

celulares (capas II, III, V, VI) (Amaral and Witter, 1995):

-Capa L. es la mas superficial, con muy pocas neuronas. Contiene células GABAérgicas
que proyectan al DG y al hipocampo.

-Capa II. Contiene mayoritariamente cé¢lulas estrelladas (neuronas piramidales
modificadas) que tienden a agruparse formando islas celulares. Estas células son la
principal fuente de fibras de la via perforante, la cual proyecta a region CA3 del
hipocampo y al DG. También contiene otros tipos celulares: piramidal, multipolar,
horizontal, que contribuyen también a la proyeccion de la via perforante. La mayoria de
las neuronas de la capa II distribuyen sus dendritas entre las capas [ y III.

-Capa III. La mayoria de sus cé€lulas son piramidales y proyectan hacia el subiculum y
region CA1 del hipocampo mediante la via perforante. Ademas, en esta capa coexisten
otros tipos celulares, como estrelladas, fusiformes, horizontales y bipolares, lo que le da
a la capa un aspecto heterogéneo, formando parte todas ellas de la via perforante.

-Capa IV. También llamada lamina dissecans, es una capa basicamente acelular.

-Capa V. La parte superior o capa Va estd formada esencialmente por neuronas
piramidales de gran tamafio, ademas de células multipolares, horizontales y estrelladas.
La parte inferior o capa Vb contiene neuronas piramidales mas pequefias y tipos
celulares polimoérficos, y algunas de ellas contribuyen a la proyeccion hacia el
hipocampo y DG.

-Capa VI. Contiene una poblacién muy heterogénea en cuanto a tamafio y forma. Parte
de esta poblacidén también proyecta al hipocampo y DG (Amaral and Witter, 1995). Las
capas V y VI también proyectan a areas fuera de la formacion hipocampica,

principalmente a estructuras corticales.

Como ocurre en el hipocampo, existen interneuronas GABAérgicas en todas las capas
de la CE, siendo mas abundantes en las capas superficiales.

Por otra parte, la CE se subdivide en dos regiones: el drea entorrinal medial o MEA
(del inglés Medial Entorrinal Area), adyacente al hipocampo, y el drea entorrinal
lateral o LEA (del inglés Lateral Entorrinal Area), adyacente a la corteza perirrinal.

Existen diferencias en cuanto a sus propiedades histoquimicas y fisioldgicas, ademas de
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sus patrones de terminacion en el hipocampo y de sus aferencias (Amaral and Witter,

1995; Kerr et al., 2007).

El complejo subicular

El complejo subicular se situa en la zona de transicion entre la CE y el hipocampo. Se
subdivide en tres areas: parasubiculum (PaS), presubiculum (PreS) y subiculum (S)
(Figura 21).

El subiculum se sitha adyacente a la region CAl, de manera que sus capas piramidal y
molecular son continuas a la capa piramidal y estrato radiatum de CAl,
respectivamente, mientras que el estrato oriens no tiene continuidad en el subiculum y
queda interrumpido. Recibe aferencias de CAl y la capa III de neuronas piramidales de

la CE (a través de la via perforante) y es la principal zona eferente del hipocampo.

4.2 Interneuronas del hipocampo

Las interneuronas GABA¢érgicas desempeiian un papel fundamental en la funcién de la
sistema nervioso, no so6lo porque permiten la sincronizacion de las neuronas piramidales
y mantienen la integridad de los circuitos, sino también porque ejercen una gran

influencia en la diferenciacion y la maduracion de estas neuronas durante el desarrollo.

Uno de los principales problemas en el estudio de las interneuronas ha sido la
imposibilidad de clasificar a las interneuronas en subpoblaciones anatomicas o
funcionales bien definidas. Anatomicamente, las interneuronas representan una de las
poblaciones celulares mas diversas en el SNC de mamiferos, y esta clasificacion basada
solo en aspectos anatdmicos no aporta conocimiento alguno acerca de su funcion. Sin
embargo, si diferenciamos en base a la porcion celular de las células dianas donde
establecen contactos, si que podremos conocer mejor sus funciones especificas.
(McBain and Fisahn, 2001). Ademds, muchas de estas interneuronas GABAérgicas
colocalizan con otras substancias neuroactivas, como neuropéptidos y proteinas de
unién a calcio. Sin embargo, células idénticas en contenido neuroquimico poseen
propiedades funcionales sorprendentemente diferentes. Esta caracteristica, junto con sus
caracteristicas morfologicas y su conectividad, ha permitido la identificaciéon y

clasificacion de distintas poblaciones de interneuronas en el hipocampo y DG. Dichas
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clasificaciones a menudo definen grupos de interneuronas que se solapan entre ellas, lo

que indica la gran complejidad de esta poblacion celular.

A) Interneuronas atendiendo a su morfologia y conectividad

-Interneuronas axo-axdnicas o de candelabro. Su ax6n forma hileras de botones
sinapticos que contactan especificamente con el segmento inicial del axén de neuronas
principales, y el soma se sitia en la capa piramidal del hipocampo y en la capa granular
del DG (Freund and Buzsaki, 1996). Contienen la proteina de union a calcio,
Parvalbimina, pero no otros marcadores (neuropéptidos o proteinas de union a calcio)
hasta ahora conocidos (para revisison (Freund, 2003)).

-Células en cesto. Su terminal axdnico adopta la forma de un cesto que envuelve
el soma de las neuronas principales, y su soma se localiza en las capas piramidal o
granular, o en su proximidades.

-Interneuronas que inervan las dendritas de neuronas principales, regulando la
plasticidad y la eficacia del input excitatorio (Magloczky and Freund, 2005). Existen
distintos tipos segun la distribucion de su arbol dendritico y su contenido neuroquimico,
todos ellos especializados en contactar con segmentos dendriticos especificos de las
neuronas principales.

-Interneuronas especializadas en inervar otras interneuronas (IS, interneurona-
selectiva). Hay tres tipos principales, segin su conectividad y caracteristicas
neuroquimicas: IS-1, que contiene Calretinina, IS-2 e IS-3, ambas inmunoreactivas para

Calbindina y VIP.

B) Interneuronas atendiendo su contenido en proteinas de union a calcio

-Calbindina. Se localizan principalmente en estrato radiatum limitando con estrato
lacunosum-moleculare y en las capas de neuronas principales. Existe una subpoblacion
de interneuronas que contienen Calbindina y Somatostatina, situadas en el estrato
oriens/alveus del hipocampo que proyectan hacia el Septum Medial. Ademas de estas
interneuronas, también las neuronas granulares del DG y neuronas piramidales

superficiales de CA1 presentan inmunoreactividad para Calbindina (Figura 23).
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-Parvalbimina. Son interneuronas con somas grandes localizados en la capa piramidal

y granular, y en general corresponden a células en cesto o axo-axdnicas. (Freund, 2003).

-Calretinina.  Existen dos poblaciones de

Parvalbumin

interneuronas  que  contienen  Calretinina:
interneuronas espinosas y no espinosas. Las
primeras estdn presentes en el hilus y estrato
lucidum de CA3 y presentan grandes espinas que
reciben contactos sinapticos de fibras musgosas
del giro dentado. Las interneuronas no-espinosas
son, en su mayoria, interneuronas IS,

especializadas en inervar a otras interneuronas.

Figura 23. Dibujos a camara lucida que ilustran la distribucion de
interneuronas en el hipocampo y DG segun su contenido en
proteinas de unién a calcio: Parvalbumina, Calretinina y Calbindina.
Adaptado de Freund y Buzsaki, 1996.

C) Interneuronas atendiendo a su contenido en neuropéptidos

-Somatostatina (SOM). Se localizan en el hilus, en el estrato oriens de CA1l y en
los estratos oriens, piramidal, lucidum y radiatum de CA3. Aquellas que se localizan en
el hilus son las HIPP (hilar perforant path-associated cell), interneuronas cuyas
dendritas se restringen al hilus, y cuyo axén arboriza profusamente en los subestratos
oml y mml de la capa molecular, donde coincide con los axones entorrinales (adyacente
al input de via perforante). La interneuronas de CA1 y CA3 corresponden a células O-
LM (oriens-lacunosum-moleculare), caracterizadas por tener un axdn que ramifica
exclusivamente en el estrato lacunosum-moleculare, coincidiendo alli con fibras
entorrinales. La mayor parte de interneuronas de CAl, situadas en el estrato
oriens/alveus colocalizan con Somatostatina y Calbindina y proyectan hacia el Septum

medial (Freund and Buzsaki, 1996; Matyas et al., 2004b) (Figura 24).
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-Neuropeéptido Y (NPY). Se sitiian mayoritariamente en el hilus y capa granular del DG,

en el estrato oriens y la capa piramidal de CA1 y en todas las capas de CA3 excepto en

estrato lacunosum-moleculare. Muchas de las interneuronas inmunoreactivas para NPY

comparten caracteristicas con
interneuronas positivas para Somatostatina
(células HIPP y O-LM).

-Colecistoquinina (CCK). Se localizan en
el hilus y la capa granular, y en el
hipocampo ocupan mayoritariamente el
estrato radiatum. Forman una subpoblacion
de células en cesto, independiente de
aquella que contiene Parvalbumina, e
inervan la region perisomatica de neuronas
granulares, piramidales, interneuronas y
células musgosas (Matyas et al., 2004a).
-Polipéptido intestinal vasoactivo (VIP).
En el DG existen dos poblaciones
distintas: una poblacién localizada en la
capa granular 0 proximidades,
correspondiente a células en cesto que
contactan con el soma de células
granulares y que también contienen CCK.
Y otra poblacion que se sittia en el hilus o
estrato molecular, colocalizan Calretinina
y VIP y estd formada por interneuronas
que inervan otras interneuronas
(concretamente del tipo IS-3). En el
hipocampo, se distinguen tres poblaciones
de interneuronas VIP-positivas,

distribuidas por todas sus capas.

Figura 24. Dibujos a camara lucida que ilustran la
distribucién de interneuronas en el hipocampo y DG segin
su contenido en neuropéptidos: Polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP), Colecistoquinina (CCK), Somatostatina
y Neuropéptido Y (NPY). Adaptado de Freund y Buzsaki,
1996.
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4.3 Principales conexiones de 1a formacion hipocampica

4.3.a. Conexiones intrinsecas: el circuito trinaptico clasico

El término de FH, como ya se ha comentado, agrupa varias regiones corticales: el
hipocampo (formado por el hipocampo propio y el DG), la CE y el complejo subicular.
La principal justificacion para incluir a estas regiones dentro de esta agrupacion es la
existencia de un flujo unidireccional, serial y secuencial de la informacién procesada
por sus conexiones intrinsecas, hecho extremadamente atipico entre conexiones cortico-
corticales (donde lo normal es que haya un flujo reciproco de informacion). Las
conexiones unidireccionales de la formacion hipocampica son tres: la via perforante, las

fibras musgosas y las fibras colaterales de Schaffer (Figura 25).

b

LA ——

Figura 25. Principales conexiones de la formacion hipocampica. El hipocampo forma un circuito con la entrada de
informacioén desde CE (via perforante, PP) hacia DG, CAl y CA3. El DG envia conexiones a CA3 mediante fibras
musgosas (FM). La region CA3 envia a CA1 mediante colaterales de Schaffer (comisurales y asociativas, CS/AC). La
region CAl proyecta a subiculum y éste a CE, con lo que se forma un bucle de informacion reverberante.

La CE constituye la mayor entrada de informacion del DG a través de la via perforante.
A su vez, el DG conecta mediante sus fibras musgosas con las neuronas piramidales de
CA3 del hipocampo y éstas Ultimas dirigen sus axones ramificados, denominados
colaterales de Schaffer, a las neuronas de la region CAl. Ante este circuito de tres
conexiones unidireccionales surgio el concepto de circuito trisinaptico de la FH. Otra
particularidad de este circuito es que se repite en cada seccion transversal a lo largo de

su eje septotemporal. Sin embargo, la conectividad intrinseca del hipocampo se va
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dibujando cada vez mas compleja, ya que también existen otras conexiones tanto en
serie como en paralelo, por lo que el concepto de circuito trisinptico se ha convertido

en una ligera simplificacion (Amaral and Witter, 1995).

Conexidn entorrino-hipocdmpica: la via perforante

Diversas regiones de la neocorteza (como por ejemplo la corteza de asociacion.Ver mas
adelante apartado 4.3c) proyectan sobre la CE, que ejerce de via de entrada de la
informacion cortical a la FH (Witter and Amaral, 2004), con un importante potencial
excitador sobre el hipocampo. Esta conexion recibe alternativamente el nombre de via
perforante porque sus fibras, una vez abandonan la CE, atraviesan la sustancia blanca,
el haz angular, la capa de células piramidales del subiculum y la fisura hipocdmpica
(Amaral and Witter, 1995; van Groen et al., 2003). Es una proyeccion glutamatérgica, y
su origen principal se encuentra en las neuronas piramidales de las capas II y III de la
CE, aunque capas mas profundas contribuyen en menor medida a esta via (ver apartado
4.1). Estas neuronas establecen sinapsis con las células principales del DG y del
hipocampo propio, de forma predominantemente ipsilateral en el raton, aunque también
existen conexiones contralaterales.

Por un lado, el DG recibe la proyeccion de las neuronas situadas en la capa Il de la CE,
finalizando la conexion en las dendritas de las células granulares de la capa molecular,
aunque también pueden contactar con neuronas GABAérgicas. Aquellos axones
procedentes del LEA inervan de forma muy especifica el subestrato oml del DG,
mientras que los que proceden del MEA terminan en el mml. No existe proyeccion
reciproca hacia la CE.

Por otro lado, la proyeccion de la CE al hipocampo propio finaliza en la parte mas
distal de las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CA3 y CAl. Asi, los
axones originados mayoritariamente en las capa III de CE quedan confinados en el
estrato lacunosum-moleculare siguiendo un patrén topografico caracteristico: la LEA
inerva principalmente la region correspondiente a la interfases de CAl-subiculum y
CA2-CA3, mientras que MEA inerva el resto del estrato de CA1 (Amaral and Witter,
1995; Witter and Amaral, 2004; Witter, 2007).
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Fibras musgosas

A pesar del nombre que recibe, el origen de las fibras musgosas no tiene lugar en las
células musgosas del hilus sino que procede del tinico ax6n no mielinizado de cada una
de las células granulares del DG. Dichos axones, conocidos como fibras musgosas,
forman la conexion principal del DG con el hipocampo propio, ya que éstos establecen
sinapsis especificas con las dendritas (situadas en el estrato lucidum) de las neuronas
piramidales de la region CA3. Ademads, también pueden establecer sinapsis con las
neuronas en cesto presentes en este estrato. A lo largo de su recorrido por el hilus, las
fibras musgosas desarrollan proyecciones colaterales que establecen contactos con las
células musgosas, asi como con interneuronas y otros tipos celulares formando un

extenso plexo en dicha zona (Amaral and Witter, 1995).

Las fibras colaterales de Schaffer

Todas las neuronas piramidales de la region CA3 proyectan ampliamente a distintas
partes del hipocampo propio y fuera de ¢l (Amaral and Witter, 1995; Freund and
Buzsaki, 1996). La principal conexion es la conocida como colateral de Schaffer o
asociativa. Se denomina asociativa porque se establece entre los niveles transversales
del eje septotemporal del hipocampo, de forma ipsilateral. Asi, los axones ramificados
de neuronas piramidales de CA3 (colateral de de Schaffer) inervan esencialmente el
estrato oriens y radiatum de CA1 del mismo hemisferio, mediante un patrén topografico
muy organizado (Witter and Amaral, 2004). Simultaneamente, las mismas neuronas de
CA3 dan lugar a conexiones comisurales, al contactar con el hipocampo contralateral,
en los estratos oriens y radiatum de las regiones region CAl, CA2 y CA3 (Blackstad,
1956).

4.3.b Proyecciones asociativas/comisurales
Dentro de este apartado se agrupan las proyecciones denominadas asociativas, que se
establecen entre los niveles transversales a lo largo del eje AP del hipocampo y las

conexiones comisurales, que son las que contactan con el hipocampo contralateral.
El DG, recibe en la parte mas interna de su capa molecular (iml) proyecciones que

parten exclusivamente de células musgosas del hilus, tanto de las situadas en el mismo

hipocampo como en el contralateral (Blackstad, 1956; Witter and Amaral, 2004;
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Zimmer, 1971). De hecho, una misma célula musgosa puede formar a la vez una
proyeccidon asociativa/comisural. La mayoria de estas células forman contactos
excitadores con las dendritas mas proximales de las células granulares, pero ademas
contactan también con las interneuronas inhibidoras llamadas células en cesto (Seress
and Ribak, 1984). Mediante este sistema se establece una retroalimentacion positiva de
la activacion de las células granulares y también la posibilidad de regulacion del

proceso mediante la intervencion de células en cesto (Amaral and Witter, 1995).

Como se ha mencionado anteriormente, en el hipocampo propio los axones de las
neuronas piramidales de CA3, las llamadas fibras colaterales de Schaffer, inervan la
region CALl tanto de forma ipsi como contralateral, formando asi conexiones asociativas
y comisurales respectivamente. Por lo que respecta a las neuronas de la region CAl, a
diferencia de las de la region CA3, no desarrollan gran cantidad de conexiones
asociativas ni comisurales. Solo algunas fibras de CAl, de camino hacia su diana
principal, el subiculum, se ramifican y alcanzan el estrato oriens y la capa piramidal,

donde se situan las dendritas basales de las neuronas piramidales (Amaral et al., 1991).

4.3.c. Conexiones extrinsecas: aferencias y eferencias de la formacion hipocampica
La principal entrada de informacion tiene lugar a través de la conexién entorrinal-
hipocampica (via perforante). Esta informacién procede de regiones corticales y
subcorticales (Amaral and Witter, 1995; Kerr et al., 2007) (Figura 26). A partir de una
de estas regiones subcorticales, como es el ntiicleo medio del sepfum y nicleo de Banda
Diagonal de Broca, se origina otra importante via de entrada, la proyeccion septo-
hipocampica que inerva al DG y a las regiones CAl y CA3. Esta inervacion es
mayoritariamente colinérgica, aunque también contiene proyecciones GABAérgicas, y
ademas es reciproca. Asimismo, también se generan eferencias subcorticales, a partir de
la FH que inervan regiones como amigdala, nticleo septal, nucleo accumbens, tadlamo e

hipotalamo, y eferencias corticales.
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Figura 26. Conexiones intrinsecas y extrinsecas de la formacion hipocampica. Adaptado de Amaral y Witter, 1995.

4.4 Alteraciones que afectan a la formacion hipocampica

4.4.a Epilepsia de l6bulo temporal mesial (MTLE)

El término epilepsia abarca un conjunto de diversos sindromes, cuya caracteristica

comun es la predisposicion a padecer convulsiones espontaneas recurrentes. Estas

convulsiones o crisis epilépticas son ataques repentinos de conciencia alterada,

trastornos sensoriales, motores o cognitivos o un comportamiento inapropiado debido a

una actividad neuronal anormal, ya sea por su excesiva intensidad o hipersincronia. El

fenotipo de cada convulsion viene determinado por el origen de las descargas y su grado

de dispersion en el cerebro (Elger and Schmidt, 2008; Engel, 1996).
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A pesar de ser una de las enfermedades neuroldgicas mas frecuente en humanos, ain
estan por determinar los mecanismos basicos que dan luagr a que circuitos neuronales
normales desencadenen descargas eléctricas anormales. La teoria clasica defendia el
desequilibrio entre la actividad inhibidora y la excitadora como origen de la crisis
epiléptica. Actualmente, se piensa que esto es s6lo una simplificacion, y que estarian
implicados diversos factores como aumento de transmision excitadora, fallo en
mecanismos inhibidores, cambios en las propiedades intrinsecas de las neuronas y

conectividad exacerbada entre otros (Elger and Schmidt, 2008; Sloviter, 2005).

La epilepsia puede trasmitirse genéticamente y no presentar lesiones estructurales en el
cerebro ni déficits neurolédgicos, epilepsia idiopatica, o puede ser el resultado de otras
lesiones cerebrales (genéticas o adquiridas) como tumores, alteraciones vasculares y
alteraciones en el desarrollo, en cuyo caso hablamos de epilepsia sintomatica (Engel,
1996). Sin embargo, estas alteraciones no son per se epileptogénicas y cualquier
estimulo que favorezca la hipersincronizacion y la excitabilidad es susceptible de
originar descargas epileptiformes, como por ejemplo hipoxia, hipoglucemia, fiebre,

abuso de alcohol o falta de suefio ((Elger and Schmidt, 2008) para revision).

La forma mas comun de epilepsia sintomatica en humanos es la epilepsia de 16bulo
temporal mesial (MTLE) y se caracteriza por presentar crisis epilépticas focales
complejas recurrentes en el hipocampo y corteza temporal (Engel, 1996).
Aproximadamente, el 40% de los pacientes son resistentes al tratamiento farmacoldgico,
por lo que la reseccion quirtrgica del foco epileptdgeno es la terapia mas efectiva para
reducir la frecuencia de las crisis (de Lanerolle and Lee, 2005). Otro rasgo caracteristico
de la MTLE es su asociacion con esclerosis de hipocampo, término que engloba
distintos aspectos como atrofia y endurecimiento del hipocampo, pérdida neuronal y
proliferacion astroglial. Aunque la pérdida neuronal afecta especialmente al hilus del
DG y a la capa piramidal de las regiones CA1 y CA3, también se observa en el resto de
estratos del hipocampo, asi como en capas superficiales de la corteza entorrinal.
También se asocian otros cambios morfoldgicos e histoquimicos en el DG, como son
pérdida selectiva de interneuronas inhibidoras (positivas para Somatostatina y
neuropéptido Y), sprouting axonal aberrante de neuronas granulares, reorganizacion de
receptores de neurotransmisores y alteracion en los sistemas de segundos mensajeros

(de Lanerolle and Lee, 2005). La pérdida de determinadas poblaciones neuronales
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alteraria el equilibrio entre las células excitadoras e inhibidoras remanentes, lo que
resulta en una desinhibicion permanente de células granulares e hiperexcitibilidad de las
mismas. En concreto, existen dos teorias para explicar este desequilibrio. Segun la
hipotesis de excitacion recurrente, la hiperexcitabilidad es debida al sprouting aberrante
de las fibras musgosas en respuesta a la pérdida de células musgosas del hilus y de
neuronas piramidales de CA3 (Okazaki et al., 1999). En cambio, la hipodtesis de
inhibicion recurrente sostiene que es la pérdida de interneuronas inhibidoras lo que
causa la hiperexcitabilidad de las células granulares (Sloviter, 1992) (para revision

(Sharma et al., 2007)).

Desde el punto electrofisiologico y anatomopatolégico, el hipocampo es la estructura
mas estudiada en la MTLE. Aunque se ha sugerido que tiene un papel importante en la
epileptogénesis, existe una gran controversia acerca de si la esclerosis es la fuente
primaria de la actividad epiléptica o si es s0lo una consecuencia de los episodios
epilépticos recurrentes. No hay duda de que en modelos animales, la esclerosis se
produce como consecuencia de las frecuentes crisis, pero también es evidente que la
reseccion quirargica del hipocampo es suficiente para prevenir futuras crisis (de
Lanerolle and Lee, 2005; Sloviter, 2005). Sin embargo, las alteraciones histopatologicas
no son lo suficientemente homogéneas como para identificar un conjunto inequivoco
de lesiones hipocampicas responsables de la epilepsia. En este sentido, cobra fuerza la
idea de que, como ha ocurrido en los estudios sobre animales, la esclerosis del

hipocampo es una patologia secundaria al proceso epileptogeno.

Estas modificaciones morfolégicas e histoquimicas que se observan en el hipocampo
esclerdtico suponen grandes cambios de reorganizacion sinaptica y plasticidad, por lo
que se ha llegado a pensar en la participacion de moléculas de guia axonal o factores

reguladores del crecimiento axonal en la formacion de las mismas.
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4.4.b Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s Disease) es la enfermedad
neurodegenerativa que mas se relaciona con la edad y la mayor causa de demencia en la
vejez (50-60% de los casos). Fue descrita por primera vez por Alois Alzheimer en
1906 tras estudiar el cerebro de una mujer de 55 anos (Augusta D.) que presentaba
pérdida de memoria, alucinaciones, desorientacion temporoespacial, paranoias y
trastornos en la conducta y lenguaje. La descripcion histopatoldgica post mortem incluia
la presencia de unos depositos extracelulares en determinadas areas del cerebro (y que
ahora conocemos como placas amiloides) y de depositos intraneuronales de apariencia
filamentosa (ovillos neurofibrilares). Estas dos caracteristicas representan los rasgos
distintivos de la enfermedad y su observacion durante el examen post mortem es todavia
necesaria para un diagnostico concluyente de la AD (para revision (LaFerla and Oddo,
2005)) (Figura 27A-B).

A nivel macroscopico, el cerebro de los enfermos

A

de AD presenta una atrofia, sobretodo de las
regiones implicadas en el aprendizaje y la
memoria, incluyendo la corteza (temporal, parietal
y frontal), el hipocampo y la amigdala. Presentan
ademds una disminucion del peso y volumen
cerebral y del espesor de la corteza (especialmente
de la sustancia gris) lo que origina una mayor
separacion entre las circunvoluciones, un aumento
de la profundidad de los surcos y dilatacion de los
ventriculos (Figura 27C). De hecho, Alois
Alzheimer ya se refirio a este trastorno como
“una enfermedad especifica de corteza cerebral”.
Esta atrofia es debida principalmente a la elevada

tasa de muerte neuronal.

Figura 27. Alteraciones histopatologicas en el cerebro de AD. A) Microfotografia de placas amiloides en el cerebro de AD,
visualizadas mediante inmunotincién con anticuerpo anti-Afs,. B) Microfotografia de ovillos neurofibrilares, visualizados
mediante inmunotincion con anticuerpo anti-PHF1. Hay que sefialar la elevada inmunoreactividad en el compartimento somato-
dendritico, caracteristico de la distribucion andémala de la proteina Tau. Escala: 125 um en A y 62.5 um en B. (Adaptado de
Laferla y Oddo, 2005). C) Neuroimagen por PET (tomografia de emisiéon de positrones) que muestra la atrofia de cerebro
afectado por AD (izquierda) en comparacion con cerebro sano (derecha). Adaptado de Pasieka (Science photo library/ Photo
Researchers, Inc).

64



Introduccion

Ademas de estas alteraciones, en el cerebro afectado por ADtambién se produce pérdida
de conexiones sinapticas, declive en la sintesis de algunos neurotransmisores (por ej.,
dopamina, noradrenalina y acetilcolina) y cuerpos de Lewy (agregados de proteina o-

sinucleina) en algunos casos.

En cuanto a los depdsitos extracelulares, aunque fueron descritos por primera vez en
1907, no fue hasta la década de 1980, cuando se conocid su naturaleza quimica. El
elemento fundamental que los compone es el péptido B-amiloide (AB) que se origina a
partir del procesamiento proteolitico de la proteina APP (del inglés Amyloid Precursor
Protein) (Glenner and Wong, 1984). La proteina APP es una proteina transmembrana
que se encuentra en terminales nerviosos y puede presentar dos vias de procesamiento:

via amiloidogénica y via no amiloidogénica (Figura 28).
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Figura 28. Vias de procesamiento de APP.

Via no amiloidogénica. La enzima a-secretasa escinde a la proteina transmembrana APP en los residuos 16-17, liberando un
fragmento N-terminal extracelular soluble, APPsa, y un fragmento C-terminal de 83 residuos, C83. El fragmento C83 es
procesado por el complejo enzimatico y-secretasa que libera al fragmento AICD (APP intracellular domain) y al péptido p3, que
aunque se deposita en placas difusas es considerado como no amiloidogénico.

Via amiloidogénica. Para generar el péptido A, la proteina APP debe ser escindida en primer lugar por la enzima B-secretasa,
conocida como BACE-1 (B-site APP-cleaving enzyme). Este corte genera un fragmento N-terminal soluble, APPsf, y el
fragmento amiloidogénico C-terminal, C99. Este fragmento sera procesado por el complejo enzimatico y-secretasa para liberar
AICD y el péptido AB. Los mondémeros de AP se iran agregando, formando oligdmeros y en ultimo término placas amiloides.
Adaptado de Laferla y Oddo, 2005.
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Cuando APP es escindida por la enzima a-secretasa, siguiendo la via no
amiloidogénica, el producto resultante es un péptido soluble, sSAPPa, con caracteristicas
neuroprotectoras y neurotréficas. Cuando predomina la via amiloidogénica, se produce
la escision consecutiva de APP por parte de las enzimas B-secretasa y del complejo -
secretasa, generandose entonces el péptido AP que es liberado al exterior. En individuos
sanos, el péptido AP se produce de forma constitutiva durante el metabolismo celular a
partir del procesamiento proteolitico de la proteina APP y se encuentra en pequeias
cantidades en forma de mondmeros solubles circulantes en sangre y fluido
cerebroespinal. Sin embargo, cuando los niveles aumentan significativamente, por
sobreproduccion o por defectos en los mecanismos de eliminacion, el péptido se
autoensambla formando oligémeros, protofibrillas, fibrillas y por ultimo placas
amiloides. Entre éstas se distinguen las placas neuriticas (con nucleo denso de péptido
AP y presencia de neuritas distroficas) y las placas difusas (sin neuritas distroficas).
Aunque la mayor parte de estos péptidos poseen una longitud de 40 residuos (APa4o),
también se produce, aunque en menor medida (aproximadamente del 10%) una variante
de 42 residuos (Aps,). Esta tltima es mas hidrofobica y tiene mas tendencia que APy a
formar fibrillas, por lo que es la isoforma que se encuentra en las placas (para revision

(Mattson, 2004) ).

En cuanto a los depositos intracelulares, su principal componente es la proteina
microtubular tau en su forma hiperfosforilada (Grundke-Igbal et al., 1986) (Figura
27B). La proteina tau normal forma los "puentes" que mantienen correctamente unidos
los microtibulos que conforman el citoesqueleto neuronal. Sin embargo, en AD se
produce una hiperfosforilacion andmala de esta proteina que hace que pierda afinidad
por la tubulina, por lo que se desensambla el citoesqueleto y se forman agregados
intracelulares que reciben el nombre de ovillos neurofibrilares (NFTs, del inglés
NeuroFibrillary Tangles). La falta de un citoesqueleto funcional obstruye el trafico
celular contribuyendo a la muerte celular. Los dos tipos de lesiones (placas y ovillos
neurofibrilares) se pueden encontrar también en el cerebro de ancianos sanos, y lo que
en realidad marca el diagndstico histopatoldogico es su cantidad y topografia,
correlaciondndose su numero y densidad con la intensidad de la demencia en estos
pacientes. Sin embargo, algunos investigadores mantienen que la presencia de estos

agregados en individuos sanos es un indicador del comienzo de la enfermedad.
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La hipétesis de la cascada amiloide (Hardy and Higgins, 1992) sostiene que es la
agregacion del péptido AP, como consecuencia del desequilibrio entre su sintesis y su
eliminacion, la causa del resto de alteraciones celulares y por tanto, el evento
desencadenante de la enfermedad. Los oligdbmeros pueden directamente alterar la
funcion sinaptica e inhibir la LTP y otras cascadas de sefializacion, ademas de activar la
microglia y astroglia. Esta activacion glial genera procesos inflamatorios y estrés
oxidativo que acaban provocando la formaciéon de los ovillos y la interrupcion del
trafico celular, provocando en ultimo término la muerte neuronal. También los
oligodendrocitos resultan gravemente danados, lo que provoca rotura de las vainas de
mielina y por tanto, alteracion en la conduccion nerviosa. Sin embargo, existe cierta
controversia respecto a esta hipotesis, ya que algunos investigadores argumentan que la
acumulacion del péptido sélo es un efecto secundario a la muerte neuronal o un
mecanismo protector para concentrar y aislar oligomeros del espacio extracelular (para

revision (Hardy, 2009)).

Etiologia y epidemiologia. Segtin la edad de inicio y la etiologia podemos distinguir
dos tipos de enfermedad: FAD y AD esporadica. Los dos tipos de enfermedad presentan

los mismos rasgos histopatologicos y déficits neurologicos.

-FAD (del inglés familial alzheimer’s disease) es hereditaria y constituye solo entre el
1-5 % de los casos. Se hereda por transmision autondémica dominante de mutaciones en
los genes APP (cromosoma 21), presenilina 1 (cromosoma 14) y presenilina 2
(cromosoma 1) y la aparicion de los sintomas se produce de forma temprana (antes de
los 65 afios). Estas mutaciones favorecen la via amiloidogénica, ya sea por mutaciones
en la secuencia de APP o en las proteinas que generan el péptido (por ej., en

presenilinas, que forman parte del complejo y-secretasa)

-El resto de los casos son AD esporadica o compleja, con una etiologia multifactorial
con diversos factores de riesgo, que incluyen la predisposicion genética (parientes de
primer grado que presentan la enfermedad o mutacion en el alelo €4 del gen APOE), la
edad (es mas frecuente a partir de los 65 afios, a partir de los cuales el riesgo se duplica
cada 5 anos) y factores de riesgo exogenos, ambientales, que parecen favorecer su
desarrollo, como ocurre con los traumatismos craneoencefalicos graves y enfermedades

vasculares (Blennow et al., 2006).
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Avance/progresion de la enfermedad. La acumulacion de placas y ovillos, comienza
muchos afios antes de la aparicion de los sintomas de la AD. Durante este periodo
presintomatico, aparentemente no hay sintomas porque las neuronas que sobreviven
compensan dicha pérdida neuronal, y s6lo cuando esta pérdida es de mas del 80 %, los
sintomas se hacen evidentes, momento en el cual el proceso ya es irreversible.

Sorprendentemente, los depositos empiezan a acumularse en areas muy determinadas
del cerebro, como corteza temporal, hipocampo y amigdala, y se van extendiendo
progresivamente siguiendo un patron bilateral perfectamente predecible, hasta alcanzar
todas las regiones de la corteza. Este avance predecible de la enfermedad tiene lugar de
forma inversa al proceso de mielinizacion. Este empieza en 4reas motoras y sensoriales
primarias (corteza frontal y parietal) acabando en 4areas limbicas (hipocampo y corteza
entorrinal) alrededor de los 40-50 afios de edad. Precisamente, son estas areas, que
poseen envolturas mielinicas de menor grosor y, por tanto, mas vulnerables a cualquier
lesion, especialmente al dafio oxidativo, las primeras en presentar los dafios celulares

desencadenantes de la enfermedad (Braak and Braak, 1996) (Figura 29).

Progresion de la
mielinizacion cortical

Progresion de la AD

Inicio de AD AD moderada AD avanzada

Figura 29. Progresion del avance de AD en relacién al proceso de mielinizacién cortical. La mielinizacion cortical
comienza en corteza frontal y parietal y finaliza en areas limbicas, como hipocampo y corteza entorinal. Por el contrario, el
péptido AP comienza a acumularse en areas limbicas, extendiéndose los depdsitos por la corteza mediante un patrén
predecible e inverso al proceso de mielinizacion. Adaptado de alz.org.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los oligodendrocitos son particularmente
reactivos y vulnerables tanto al estrés oxidativo como a las citoquinas inflamatorias y
excitoxicidad que se derivan de la acumulacién de péptidos AP. De hecho, se ha

correlacionado la degeneracion de oligodendrocitos con la pérdida de tractos axonales
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mielinizados en AD. Es de esperar que esta pérdida de oligodendrocitos y de mielina
tenga graves efectos no solo en la funcién neuronal (comprometiendo la conduccion del
impulso axonal) sino también en la viabilidad neuronal (ya que los oligodendrocitos
proveen de diversos factores troficos a las neuronas) (Bartzokis, 2004). El hecho de que
el avance de la enfermedad recapitule, aunque de forma inversa, el proceso de
mielinizacién sugiere un importante papel de la mielina, y por tanto, de los

oligodendrocitos, en el desarrollo de la enfermedad.
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Las proteinas inhibitorias asociadas a mielina, Nogo-A, OMgp o MAG se unen al
complejo Nogo receptor, formado por NgRI1, Lingo-1 y p75" */TROY,
desencadenando una sefializacion intracelular que conlleva la inhibicion de la
regeneracion axonal tras lesion. Sin embargo, los estudios publicados en el momento de
iniciarse el presente trabajo sugerian que, tanto los ligandos como los componentes del
complejo receptor podrian ejercer otras funciones no relacionadas con la inhibicion de
la regeneracion axonal en el adulto. Por ejemplo, Nogo-A habia sido implicado en
neuritogénesis y formacion de tractos axonales (Tozaki et al., 2002; Mingorance et al.,
2004; Huber et al., 2002; Richard et al., 2005). Igualmente, p75NTR era conocido desde
hacia afios por su funcidn como receptor de baja afinidad para NGF y por su
participacion en vias de sefializacion de supervivencia y muerte celular (Chao, 1994), y
TAJ/TROY habia sido identificado como miembro de la superfamilia TNFR, capaz de
mediar muerte celular independiente de caspasa 3 (Eby et al., 2000). Ademas, aunque se
acababa de describir que Lingo-1 era miembro esencial del complejo receptor para las
MAIPs (Mi et al., 2004), no se habia demostrado si los tres componentes propuestos
para formar el complejo receptor compartian el mismo patrén de expresion, ni tampoco
si podian coexistir en el mismo tipo celular y compartimento. De hecho, todos los
resultados que apoyaban esta teoria habian sido realizados en células cotransfectadas
con las tres moléculas, por lo que se desconocia si la formacion de complejo tenia lugar
in vivo en condiciones fisiologicas normales. Con todo esto, era razonable considerar
que se necesitaba de un estudio detallado del patrén de expresion de Lingo-1 y de su

distribucion celular, para poder definir mejor su funcion.

Por otra parte, existian ciertas discrepancias en cuanto al tipo celular en el que se
expresaba OMgp. Solo existian tres articulos que tratasen la cuestion y mientras que
unos sostenian una localizacion exclusiva en oligodendrocitos (Mikol and Stefansson,
1988), otros proponian una expresion neuronal (Habib et al., 1998b; Hunt et al., 2002a).
Estas diferencias son muy similares a las observadas afios atras en cuanto a la expresion
neuronal y oligodendroglial de Nogo-A (Mingorance et al., 2004). Ademas, todos los
estudios de expresion descritos hasta la fecha se centraban en estadios postnatales y
adultos, pero no en estadios embrionarios (Vourc’h et al.,, 2003), y ademas sdlo
analizaban los niveles de ARNm de OMgp y no de su proteina. Debido a estas

discrepancias, uno de nuestros objetivos fue profundizar en la distribucion celular y
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regional de la proteina OMgp a lo largo del desarrollo y determinar posibles funciones
adicionales.

Por ultimo, algunos estudios habian descrito la implicacién de algunas proteinas de la
mielina, como Nogo-A, ademas de otros Reticulones, en diversas enfermedades
neurodegenerativas. Por ejemplo, se habia mostrado que Nogo-A aumentaba, a nivel de
ARNm y de proteina, en el hipocampo de pacientes con epilepsia del lobulo temporal
(Bandtlow et al., 2004) y también aumentaba en pacientes de esclerosis multiple, tanto
en extractos de cerebros como en suero y liquido cefalorraquideo (Reindl et al., 2003;
Satoh et al., 2005). Asimismo, también se observo un aumento de Nogo-A en biopsias
de musculo esquelético de pacientes con esclerosis lateral amiotréfica y en el modelo
animal de esta enfermedad (Dupuis et al., 2002), y un aumento de ARNm en corteza
cerebral de pacientes con esquizofrenia (Novak et al., 2002). Ademas, también se habia
descrito que RTN3 y NogoB interaccionaban con la enzima [-secretasa, lo que
conllevaba una disminucion en la sintesis de péptido AP (He et al., 2004). Estas tltimas
evidencias llevaron a plantearnos la posibilidad de que la expresion de Nogo-A pudiera

estar alterada en AD.

Por tanto, los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral fueron los siguientes:

Objetivo 1. Estudiar el patron de expresion de la proteina Lingo-1/LERNI en el SNC

de raton.

-Describir el patron de expresion de Lingo-1 en SNC de raton durante el

desarrollo y en estadio adulto

-Analizar la coexistencia de los componentes del complejo Nogo receptor in

Vivo

-Estudiar la funcion del dominio C-terminal de la proteina Lingo-1 para el

desarrollo de su funcion

Objetivo 2. Estudiar del patron de expresion de la proteina OMgp en SNC de raton.

-Describir del patron de expresion de OMgp en el teléncefalo de raton durante el

desarrollo y en estadio adulto
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Objetivos

-Analizar la localizacion subcelular de OMgp

-Estudiar la funcion de OMgp en el desarrollo de la conexion tdlamo-cortical.

Objetivo 3. Estudiar el patron de expresion de la proteina Nogo-A en la formacion

hipocdmpica humana durante el envejecimiento normal y en la enfermedad de Alzheimer.
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Resultados Capitulo 1

Analisis del patron de expresion de la proteina Lingo-1/Lernl durante
el desarrollo del cerebro de raton: Interaccion de su dominio
intracelular con Mytl1l

Franc Llorens, Vanesa Gil, Susana Iraola, Laura Carim-Todd, Eulalia Marti, Xavier
Estivill, Eduardo Soriano, José Antonio del Rio y Lauro Sumoy.

Resumen

Lingo-1, también conocido como LERNI1, es uno de los componentes del complejo
Nogo receptor que media la sefalizacion intracelular en respuesta a las proteinas
inhibidoras asociados a mielinas (MAIPs): Nogo-A, MAG y OMgp. La senalizacion a
través de este complejo no solo estd implicada en la inhibicion de la regeneracion
axonal tras lesion, si no que se ha descrito que también interviene en maduracion
funcional neuronal. Mediante ratones deficientes para Lingo-1, se ha demostrado que
Lingo-1 est4d implicado en funciones de diferenciacion de oligodendrocitos durante el
desarrollo nervioso, y que el tratamiento con antagonistas de Lingo-1 pueden mejorar la
regeneracion axonal tras lesion en animales adultos. Sin embargo, hasta el momento no
se ha descrito el patron de expresion de la proteina Lingo-1 en relacion a los otros
componentes del complejo. En el presente trabajo, se muestra la coexistencia de Lingo-
1, NgR1, p75 y TROY en el cerebro de raton durante una ventana temporal postnatal
muy definida. También hemos determinado la distribucién de Lingo-1 en determinadas
subpoblaciones neuronales, pero no en oligodendrocitos mielinizantes maduros.
Sorprendentemente, Lingo-1 se expresa en estadios tempranos del desarrollo en los
cuales no se expresa NgR1, lo que refuerza la idea de que Lingo-1 pueda participar en
otras funciones en neuronas en desarrollo diferentes a la maduracion oligodendroglial o
a la inhibicion de la regeneracion en el adulto. Finalmente, mostramos que el dominio
intracelular de Lingo-1 contribuye a la sefializacion y ademds interacciona con la
proteina postmitdtica neuronal Mytl1l, sugiriendo que Lingo-1 puede regular la actividad

de este factor de transcripcion al afectar a su localizacion subcelular.
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Developmental Analysis of Lingo-1/Lern1 Protein
Expression in the Mouse Brain: Interaction of its
Intracellular Domain with Myt1l
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ABSTRACT: Lingo-1 (also known as Lernl) is a
component of the Nogo receptor complex that mediates
intracellular signaling in response to myelin associated
inhibitors {(MAls): NogoA, MAG, and Omgp. Signaling
through Nogo receptor extends to more than its well
known role in preventing axon regeneration after lesion
in the CNS, being implicated in neuronal functional
maturation. Using Lingo-1-deficient mice, it has been

demonstrated that Lingo-1 plays relevant roles in oligo-
dendrocyte differentiation during brain development,
and that treatment with Lingo-1 antagonists can
improve axon regeneration after lesion in adult mice by
decreasing MAI mediated signaling. However, a detailed
description of the pattern of expression of Lingo-1 pro-
tein in correlation with the other partners of Nogo re-
ceptor is missing. Here, we show that components of the

This article contains supplementary material available via the
Internet at http:/fwww mrw inferscience wiley.com/suppmat/1932-
8451/suppmat/

*The two principal investigators contributed equally to the work.

"Preseni address: Mouse Cancer Genetics Program, Neural
Development Group, Center for Cancer Research, National Cancer
Institute, Frederick, Maryland 21702, USA.

Correspondence to: L. Sumoy (lauro.sumoy@crg.es).

Confract grant sponsor: Fundacid La Maratd de TV3; contract
grant number: 013110,

Contract grant sponsor: Spanish Ministry for Science and Tech-
nology; confract grant numbers: SAF2003-05266, SAF2004-06976,
BFU2006-13651, SAF2005-00171.

Contract grant sponsor: Generalitat of Catalunya; contract grant
numbers: SGR2005-00382, SGR2005-00830, SGR2005-00008,
SGR2005-00404.

Contract grant sponsor: Spanish Ministry of Health (FIS); con-
tract grant number: CB06/02/0058.

Contract grant sponsors: Spanish Ministry of Science and Tech-
nology (Ramon y Cajal contract to L.5.), Spanish Ministry of Educa-
tion (Juan de la Cierva contract to FL.).
© 2008 Wiley Periodicals, Inc.

Published online 10 January 2008 in Wiley InferScience (www.
interscience.wiley.com).
DOI 10.1002/dneu.20607

521

81



322 Liorens et al.

Nogo receptor complex, Lingo-1, NgR1, p75, and TROY
coexist in monse brain in a defined time window only at
later postnatal stages. We have also determined the
Lingo-1 distribution showing expression in particular
subsets of neurons, but not in myelinating mature oligo-
dendrocytes. Surprisingly, Lingo-1 is expressed at early
developmental stages without NgR1, which supports the
notion that Lingo-1 may participate in other activities in
developing neurons different from oligodendrocyte mat-

Resultados Capitulo 1

nration or axon extension inhibition in the adult.
Finally, we propose that the intracellnlar domain of
Lingo-1 contributes to signaling and show that it inter-
acts with the postmitotic nearonal specific zinc finger
protein Mytll, suggesting that Lingo-1 may regunlate
Mytll transcription factor activity by affecting its sub-
cellular localization. @ 2008 Wiley Periodicals, Inc. Develop
Neurobiol 68: 521541, 2008

Keywords: Lrrn6A; Lingo-1; p75; NgR1; Mytll

INTRCDUCTION

There are active cormponents in myelin that prevent
axons from regenerating after injury termed the mye-
lin associated inhibitory proteins (MAIs). Three
MATs: NogoA (R4}, Omgp (Omg), and MAG
(Mag) have been identified that act via the same re-
ceptor, the Nogo receptor {NgR1, Rin4r) (Fournier et
al., 2001; Yamashita et al., 2005) or its paralogues
(Rindrll and Rin4rl2) (Barton et al., 2003; Lauren et
al.,, 2003; Pignot et al., 2003; Venkatesh et al., 2003) to
prevent axon regeneration. While NgR1 is a GPI anch-
ored protein and therefore is unable to transduce signal
to the cytoplasm, it has been shown to form a complex
either with p73 (Ngfr) (Wang et al., 2002; Wong et al.,
2002y or TANTROY (Tufrsfl9) (Park et al., 2005;
Shao et al., 2005), which can signal by activating
RhoA (Yamashita and Tohyama, 2003; Park et al.,
2005; Shao et al., 2005). On the basis of changes in
gene expression and association to known partners,
these receptors have been also implicated in activity
dependent plasticity {McGee et al., 2003} and neurode-
generative disease (Strittmatter, 2002; Karnezis et al.,
2004; Teng and Tang, 2005; Gil et al., 20006; Jokic et
al.,, 2006; Park et al., 2006). While MAIs and their
receptors are widely expressed in the adult central nerv-
ous systerm and increasing knowledge is reported about
their functions, little is known about their roles during
development. For example, NogoA was only impli-
cated in preventing axon regeneration after lesion or in
neurodegenerative diseases (Strittmatter, 2002; Kame-
zis et al., 2004; Teng and Tang, 2005; Gil et al., 2006;
Jokic et al., 2006; Novak and Tallerico, 2006; Park et
al., 2006). However, recent studies have reported
NogoA involvement in cell migration and axonal fasci-
culation during brain developiment (Mingorance et al.,
2004; Mingorance-Le Meur et al,, 2007). The same
happens with other MAIs such us Omgp with key roles
in the formation of nodes of Ranvier (Nie et al., 2006).
The Lrrn6A gene, encoding the Lingo-1 protein,
also termed Lernl, is the third essential component of
the Nogo receptor complex (Carim-Todd et al., 2003;
Carim-Todd, 2004; Mi et al., 2004). Lingo-1 is a type
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I transmembrane protein with 11 leucine rich repeats
and an immunoglobulin domain in the extracellular
portion, and a short infracellular tail. Its amino acid
sequence is extrernely well conserved among verte-
brates (Carim-Todd et al., 2003; Mi et al., 2004). The
crystal structure of the extracellular portion has been
shown to form a tetramer (Mosyak et al., 2006). It
has been proposed that Lingo-1 has a pivotal role
in repressing oligodendrocyte differentiation, since
Lingo-1-deficient mice showed premature myelina-
tion (Mi et al., 2005). In addition, extracellular block-
ade of Lingo-1 function is able to overcome the mye-
lin inhibitory activity in the spinal cord that prevents
axonal regeneration after lesion in rats (Ji et al.,
2006). More recently, Lingo-1 inhibition has been
shown to improve dopaminergic neuron activity in a
model of Parkinson’s disease (Inoue et al., 2007} and
to promote spinal chord remyelination in an experi-
mental model of auto-immune encephalitis (Mi et al.,
2007). Finally, the Lingo-1 protein has been identi-
fied as part of the APP interactorne in brain tissue and
its downregulation correlates with a decrease in fA
release (Bai et al., 2007).

Gene expression studies have shown that Lingo-1
mRNA is expressed almost exclusively in the CNS
throughout embryonic and postnatal stages, with re-
gional differences (Carim-Todd et al., 2003; Mi et al.,
2004; Mi et al., 2005; Okafuji and Tanaka, 2005;
Park et al., 2005; Bai et al., 2007; Barrefte et al.,
2007; Lee et al., 2007). However, it is relevant fo
determine in detail the distribution of Lingo-1 protein
in the CNS to evaluate its ability to interact in vivo
with the other components of the Nogo receptor com-
plex: NgR1 and p75 (or TROY). With this in mind, in
this study we conducted a detailed analysis of the
Lingo-1 protein expression pattern in the developing
and adult mouse brain. Besides confirming the exis-
tence of complexes in vivo biochemically, we also
show that Lingo-1 is expressed in brain regions and
subcellular compartments not overlapping with other
components of the Nogo receptor complex, which
point to additional roles of Lingo-1 during develop-
ment and in the adult. In addition, we have investi-
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gated the role of the C-terminal domain of Lingo-1,
which has been shown to be essenfial for its function,
by screening for proteins that interact with this
domain. We demonstrate for the first time that the
Myt1l transcription factor is able to interact with the
C-terminal domain of Lingo-1. This transcription fac-
tor has been shown to be a very early marker of post-
mitotic neuronal differentiation and its protein intra-
cellular location appears to be modulated during spi-
nal cord regeneration. On the basis of this interaction
and what is already known about Lingo-1 function,
we propose a relevant role for Mytll as a target for
Lingo-1 mediated intracellular signaling in neurons.

METHODS

Antibodies

Anti-Lingo-1 (1:1000) and anti-ATPase Na/K (1:1000)
were from Upstate, anti-tubulin (1:10,000), anti-FLAG
(1:2000) and anti-SNAP-25 (1:5000) were from Sigma.
Anti-calretinin (1:1000) was from Bender Med Systems
and anti-p75 (1:1000) was from Promega. Anti-NgR1
(1:500) and goat anti-Lingo-1 (1:500) were from R&D Sys-
tems and Anti-lamin B (1:2000) was from Santa Cruz.
Anti-calbindin  D-28K (1:2000) and anti-parvalbumin
(1:500) were from Swant Antibodies. Anti-TNFRSFI19
(anti-TAJ-TROY) (1:5000) was from Lifespan Biosciences.
Anti-Lern-p1331 antibody was raised in rabbit against the
extracellular Lingo-1 peptide RSYSPDWPHQPNKTFC.
Anti-serum was purified by Protein-A chromatography
{Amersham-Pharmacia), lyophilized, resuspended in PBS
and used at a 1:200 dilution in immunofluoresence and
immunocytochemistry experiments. Rabbit anti-MytI1
(1:1000) was originally described by Kim et al., 1997.

Northern Blot

For detection of the mouse Lingo-1 transcript, a mouse multi-
ple-tissue Northern blot (Clontech, BD Biosciences) was
hybridized with a probe obtained by excising the 983 bp
insert of the IMAGE cDNA clone 1617960 with Netl and
EcoRI. The probe was radioactively labeled using a random
priming Rediprime II labeling kit according to the manufac-
turer’s imstructions (Amersham-Pharmacia). Hybridization of
blots was performed ovemight at 63°C in ExpressHyb solu-
tion (Clontech, BD Biosciences) and washed thoroughly at
68°C in 0.2x SSC with 0.5% SDS to avoid nonspecific sig-
nals. Control §-actin was that provided with the kit.

Immunoblotting and
Immunocytochemistry on Cell Cultures

For Western blotting, transfected and nontransfected cell
lines as well as neural tissues were washed twice with cold
PBS and lysed on ice for 10 min with Lysis Buffer A
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{50 mA Tris/HC1 pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100,
1.5 mM MgCl,, 10% glycerol, | mM PMSF and Protease
Inhibitors). After centrifugation at 14.000g for 20 min,
supernatants were mixed with SDS-PAGE sample buffer,
boiled, and subjected to 8-10% SDS-PAGE. Gels were
transferred onto PVDF membranes and processed for spe-
cific immunodetection using the antibodies at the dilutions
indicated above.

For immunocytochemistry assays on cell cultures indi-
cated cell lines were grown on glass coverslips, and trans-
fected with ptag4A-FLAG vectors with Lipofectamine
2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruc-
tions, After 24 h, cells were rinsed twice with cold PBS and
fixed with Methanol/Acetone (1:1) for 5 min at —20°C.
After 1 h blocking with 10% FCS-PBS, coverslips were
incubated ovemnight at 4°C with anti-Lem-pl331 and anti-
FLAG antibodies in 1% FCS-FBS. Successive washes with
1% FCS-PBS were carried out to reduce nonspecific reac-
tivity and were followed by a 45 min incubation with Alexa
Fluor-488 and Alexa Fluor-368-coupled secondary antibod-
ies {(Molecular Probes) in 1% FCS-PBS. Cells were washed
in 1% FCS-PBS before mounting coverslips with Vecta-
shield containing [50 ng/ml. DAPI and analyzed on a
LEICA DMR microscope.

Primary Cell Culture

A primary culture of mouse cerebellar granule neurons
{CGNs) was prepared from 5-day-old mice. Cerebella
were isolated, cut into small pieces and then trypsinized at
37°C. The dissociated cells were seeded at a density of 0.25
X 10%cm? into a poly-D-lysine coated culture dish (12-mm
diameter). Cells were grown in DMEM supplemented with
10% FCS (DMEM-FCS) containing 25 mM KCl at 37°C in
humidified 3% CO,. After 24 h, medium was refreshed
with DMEM-FCS containing 25 mM XCl supplemented
with 10 ¢M cytosine arabinoside (Ara-C) and cultured for
7 days.

Cell Culture and Transfection

Cell lines were grown in DMEM with 4.5 g/L. glucose sup-
plemented with 10% FCS. Incubation was at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% CO,. For cell trans-
fection, cells were seeded at 0.5 X 108 cells/ml. and trans-
fected the next day with Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. After 4 h, the
complete medium was reestablished ovemnight and cells
were lysed as described before.

Plasmid Construction

Full length Lingo-1-FLAG was cloned as described before
in the mammalian expression vector ptagdA (Carim-Todd
et al., 2003). The C-terminal deletion mutant Lingo-1
(1-387)-FLAG was obtained by subcloning from the full-
length construct using the £coRI and Sall sites of the poly-
linker. Sequence was confirmed by DNA sequencing.
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Subcellular Fractionation

Neuroblastoma NIE-115 and CGN subcellular fractions
were obtained using the Qproteome cell compartment kit
(Qiagen), which enables the sequential isolation of proteins
associated with the cytosol, membranes and nucleus from
cell lysates. Appropriate markers were used to ensure cor-
rect isolation of cell compartments.

For density gradient subcellular fractionation, 7 days
postnatal mouse brains were disaggregated with a Potter ho-
mogenizer (10 strokes at 600 rpm) in ice-cold buffer con-
taining 0.32M sucrose, 10 mM Hepes (pH 7.4), 1 mM
PMSF and 1 mM EGTA, (1:10, w/v). The brain homoge-
nate was centrifuged for 2 min at 2.000g and the post-nu-
clear supematant was collected and subfractionated by cen-
trifugation on 13 mL of a 0.4-2.0M discontinuous sucrose
gradient (nine layers of 0.2 increments) at 33.000 rpm for
3 h in a SW41 rotor (Beckman Instruments). Aliquots of
04 mlL were extracted from top to bottom of the gradient.
Equal volumes of every fraction were mixed with SDS-
PAGE sample buffer and analyzed by SDS-PAGE and
Western blot, using the indicated antibodies.

Biotinylation Assay of Membrane
Proteins

CGN neurons grown on pely-p-lysine-coated dishes were
washed three times with ice-cold PBS and incubated 13
min with 1.0 mg/mlL EZ-link sulfo-N-hydroxysulfosuccini-
mide-S-S-biotin (Pierce) in cold PBS, pH 8.0 (or with
buffer without biotin), with gentle agitation at 4°C. Cells
were washed twice and incubated with a quenching buffer
(192 mM glycine and 25 mM Tris in PBS) for 10 min.
Next, cells were rinsed three times and scraped m cold
PBS, pelleted down, and homogenized in lysis buffer as
mentioned above. Supernatants were then incubated with
50 ul of a 50% sluiry of streptavidin-sepharose beads
(Amersham Biosciences) for 2 h at 4°C. Beads were pel-
leted by brief centrifugation. Beads were then washed three
times with lysis buffer, and biotinylated proteins were
eluted, SDS-PAGE-separated, and immunoblotted with
anti-Lingo-1 antibody. Aliquots from lysates were collected
and blotted against Lingo-1 and Tubulin to ensure equal
amounts of protein in all samples.

Animals

A total of five OF1 pregnant mice (Iffra Credo, Lyon,
France) were used in the present study. The mating day was
considered as embryonic day 0 (E0) and the day after birth
(in the night between E19 and E20) as postnatal day 0 (P0).
Animals were killed at the following stages: E16, PO, P53,
P10, P15, P21, and A (adult). Three to five animals from at
least three different litters were processed for immuno-
chemistry and immunoblotting at each of the stages ana-
lyzed. Fetuses were removed by caesarean section after
deep anesthesia of the mother with chloral hydrate (3.5 mg/
kg intraperitoneal injection). Postnatal mice were anesthe-
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tized with 4% halothane. All amimals were transcardially
perfused with 4% paraformaldehyde dissolved in phosphate
buffer 0.123 (pH 7.2-7.4). After perfusion, dissected
brains were removed from the skull and post-fixed in the
same solution for 12 h, cryoprotected in 30% sucrose and
sectioned on a freezing microtome (50-pm thick for E16
and 30 ym for PO-adult). For double inmunchistochemical
detection of Lingo-1 and Mytl1L using the Lingo-1 polyclo-
nal antibody raised in goat, mice were perfused and post-
fixed as above and 30-pm thick sections were obtained
using a vibratome (Leica). All amimal procedures were per-
formed in accordance with the guidelines approved by the
Spanish Ministry of Science and Technology and following
the European Community Council Directive 86/609 EEC.

Immunohistochemistry

Free floating sections were permeabilized with PBS con-
taining 0.5% Triton X-100 and blocked with 10% normal
goat serum containing anti-mouse or anti-rabbit Fab
fragments (1/50 dilution; Jackson Immunocytochemical) to
avoid unwanted cross-reactivity with the immunoreagents,
and incubated with primary antibody (Anti-Lernl pl331)
overnight at 4°C. Tissue-bound primary antibodies were
detected using the avidin-biotin peroxidase complex (ABC)
as indicated by the manufacturer {Vector Laboratories).
Immunoreagents were diluted in PBS containing 0.5%
Triton X-100, 0.2 gelatin, and 5% preimmune serum. After
development with 0.05-0.07% diaminobenzidine and
0.01% Hy0,, sections were mounted onto gelatinized slides,
dehydrated, and coverslipped with Eukitt™ (Merck).

Immunocytochemical controls, including omission of
the primary antibody or its substitution by normal serum,
prevented immunostaining. Parallel, additional sections
were stained with cresyl violet or alternatively processed by
the double immunofluorescence detection of Lingo-1 and
Calbindin or Parvalbumin or Mytll by using Alexa-Fluor
488, Alexa-Fluor 568 tagged secondary antibodies (Molec-
ular Probes). Sections were mounted on Fluoromount
(Vector Laboratories) and analyzed with a confocal micro-
scope (TCS SPII, Leica) or an Olympus FluoView SV 500
confocal microscope. All images were obtained in sequen-
tial laser scanning mode to avoid fluorochrome cross-exci-
tation. Additional sections were double processed for the
detection of Lingo-1 and MAG mRNA as indicated {Min-
gorance et al., 2005).

Immunoprecipitation

Seven days postnatal mouse brains were disrupted with a
Potter homogenizer (10 strokes at 600 rpm) in Lysis Buffer
A. For cell lines, transfected COS-7 cells were lysed on ice
for 15 min with buffer A. In both cases, lysates were centri-
fuged for 20 min at 12.000g and supematants were used for
immunoprecipitation assays. Protein A/G (Santa Cruz) was
incubated with 2 ug of anti-FLAG, 4 pg of anti p75, or4 ug
of anti NgR1 antibodies for 2 h and after three washes with
Lysis Buffer, brain homogenates (1 mg/sample) or cell line
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extracts ({5 mgfsample) were added to the assay overnight
at 4°C with shaking. The immunocomplexes were washed
three times with Lysis Buffer A and protein attached to the
beads eluted with SDS-FAGE sample buffer.

RT-PCR

Quantitative real-time PCR was performed for Lingo-1 on
cerebellum and anterior brain homogenates taken over a
developmental time course. Mouse mRNA was extracted
from E16, FC, P3, P10, F135, P21, and adult brains using
Trizol reagent {Invitrogen) following the manufacturer’s
protocol. Purified RNAs were cleaned up using RNAeasy
columns {Qiagen) and used to generate the corresponding
cDNAs that served as PCR templates for Lingo-1 mRNA
quantification. Data were normalized with respect to o-
tubulin mRNA levels. Lingo-1 forward primer was, 5'-
CCTGGTGCTGCTGTTTCT-3 and reverse primer was
5-CCCCOTCCTCATATCATCTT-¥. w-tubulin forward
primer was 5 -AAGGAGGATGCTGCCAATAA-3 and re-
verse primer was 5 -CCTOTCCAAAACCAAGAAGC-Y.

PCR amplificaticn and detecticn were performed with
the ROCHE LightCycler 480 detector, using 2X SYBR
GREEN Master Mix as reagent following the manufac-
turer’s instructicns. The reaction profile was: denaturation-
activation cycle (95 for 10 min) followed by 40 cycles of
denaturation-annealing-extension {93°-10/, 60°-40/, 72°-1")
and a final melting cycle {95°-5, 72°1’, 98°-continuous).
Each sample was amplified in triplicate. mRNA levels were
calculated using the LightCycler 480 software.

Yeast Two-Hybrid Screen

A fragment corresponding to the C-terminal domain of
Lingo-1 was amplified by PCR using primer R3 (5
CCTGGTGCTGCTGTTITC 3) and 403modSall (¥
CTCOTCGACTATCATCTTCATGTTGAACTTG 3 from
IMAGE clone 172219 DNA. The resulting fragment was
cloned into pGEM-T wvector (Promega). Next, an Ncol-Sall
fragment was excised and subclened intoe pAS2-1. This
clone was used as a bait in a veast two-hybrid screen of a
pACTII fetal brain cDNA library (MatchMaker veast two-
hybrid system; Clontech, Mountain View, CA). Y190 yeast
strain was used for cotransformation and clenes were
selected by growth on Trp/Leu/His deficient medium and
screened using a f-galactosidase assay. Positive clones
were further verified by sequencing and retrotransformaticn
with the bait vector followed by fi-galactosidase assay.

Pull Down Assay

The intracellular domain of LINGO-1 was amplified using
primer Fl (5’ TGGGAAGGACTGGAGAG 3') and primer
403BamHI (5* GAGGGATCCTGCCTGGTGCTGCTGTT
TCTCTG 3') on IMAGE clone 172219 DNA. The FCR
fragment was then cloned into pGEM-T vector (Promega).
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Fipure 1 Specific expression pattern of Lingo-1. (A}
Western blot and (B} Northern blot hybridization analysis
of Lingo-1 expression in the indicated adult mouse tissues.
For Western-blot assay samples were subjected to SDS-
PAGE, transferred on to FVDF membranes, and developed
with Lingo-1 antibody, detecting a single band exclusively
on brain samples with an apparent molecular weight of 90
kDa. Lingo-1 probe used for Northern-blot experiments,
containing the Lingo-1 mouse cDNA fragment, detected
two alternative mRNAs bands exclusively on brain samples
between 2.4 and 4.4 kb, Hybridization with the mouse f-
actin probe was used as a control.

Digesticn with BamHI-EcoR]I yielded a fragment that was
then subcloned inmto pGEX-2ZT GST expression vector
{Amersham-Pharmacia). The Lingo-1 GST fusion protein
and GST protein alone were produced in E.colf and bound
ta glutathione-sepharcse 4B beads {Amersham-Fharmacia).
HEK293 cell extracts were used as a source of endogenous
Mytll and incubated with Lingo-1 GST or GST alone
beads, overmight, 4C. After three washes in PBS, beads
were resuspended in Laemmli buffer, denatured to release
bound protein and analyzed by SDS-PAGE and Westem
blotting with anti-Myt1l (Kim et al., 1997}, anti-LINGO1,
and anti-FLAG m?2 {(SIGMA) antibodies.

RESULTS

Pattern of Expression of Lingo-1 Protein
in Vivo

Initial characterization of the Lingo-1 protein expres-
sion pattern has been sparsely described and a
detailed description of the general pattern of distribu-
tion and cellular localization of Lingo-1 is missing
(M et al, 2004; Mi et al., 2005; Okafuji and Tanaka,
2005; Lee et al., 2007, First, we used a commercially
available anti-Lingo-1, antibody with good perform-
ance in Westem blotting, to examine the distribution
of mouse Lingo-1 protein in adult tissues (see Fig. 1).
Our results indicate that Lingo-1 protein is enriched
in the brain [Fig. 1{A}]. This coincides with the pat-
tern observed by Northern blot [Fig. 1{B}], in agree-
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ment with similar analyses performed at the mRNA Given the poor performance of the commercial
level in human {Carim-Todd et al., 2003) or rat tis- anfi-Lingo-1 antibody in immunohistochemistry, and
sues (Mi et al., 2004}, to better ascertain the pattem of Lingo-1 distribution

Figure 2
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in brain regions at the cellular level, we generated an
affinity purified polyclonal antibody (anti-Lernl-
p1331) against a peptide sequence in the extracellular
region next to transmembrane domain. The specificity
of the antibody was determined in transfected cells
with Lingo-1 expressing vectors (Suppl. Fig 1). More
recently a Lingo-1 polyclonal antibody raised in goat
was also validated in our hands for immunohisto-
chemistry. This antibody renders good and specific
Lingo-1 immunodetection, especially in vibratome
sections (see above) and was used in double inmunos-
taining with rabbit raised primary antibodies (e.g.,
Myt1L).

Immunohistochemical analysis of adult brain sec-
tions revealed that Lingo-1 protein is present promi-
nently in neocortex, hippocampus, thalamus, amyg-
dala, with lower levels in cerebellurm and basal nuclei
{Fig. 2, Table 1). Particular subsets of cells in differ-
ent brain regions were labeled specifically with our
antibody: mitral cells in the olfactory bulb [Fig.
2{A}], pyramidal neurons in the cerebral cortex [Fig.
2{B)], Purkinje cells in the cerebellum [Fig. 2(C)],
hippocampal neurons [Fig. 2(D,E)], and in neurons of
the medial septum [Fig. 2(F)], the superior colliculli,
the substantia nigra and the red nucleus [Fig.
2{G,H)]. In the hippocampus, closer inspection
showed expression in the granule cells of the dentate
gyrus, in the hilar cells, and in the pyramidal cells of
the CA1-4 layers, with higher expression in CA3 than
in CA1 [Fig. 2(D)]. In addition, while no differences
were observed among neuronal subtypes in the neo-
cortex, hippocampal interneurons displayed increased
imrmunoreactivity levels when compared with princi-
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pal neurons (see Fig. 3). We detected high expression
levels of Lingo-1 in most but not all the hippocampal
inferneurons in the adult brain [Fig. 2(D)]. However,
the different subsets of interneurons analyzed, {e.g.,
calbindin- and parvalbumin-positive) in the hippo-
campus in vivo also display Lingo-1, ubiquitously
distributed in the whole cell and processes.

These data were contrasted with quantitative bio-
chemical analysis of different dissected brain regions.
Western blotting showed Lingo-1 protein levels are
highest in hippocampus, neocortex, and striatum,
while lower in cerebellum, pons, bulb, and spinal
cord [Fig. 2(I)], confirming with commercial anti-
Lingo-1 antibodies our histological results obtained
with anti-Lern1-p1331 [Fig. 2{A-H)].

Subcellular Targeting of
Endogenous Lingo-1 Protein
to Membrane Compartments

Previous observations indicated that Lingo-1 labels
neuronal processes, which might indicate that it is tar-
geted to the plasma membrane in vivo. Transfected
cells may show modified infracellular processing of
proteins in terms of post-translational glycosylation
and proteolysis. Thus, we decided to study the subcel-
lular distribution of endogenous Lingo-1 in cultured
untransfected cerebellar granular neurons {CGNs).
We performed protein sub-fractionation experiments
using a differential filtration and centrifugation tech-
nique followed by Western blot (Suppl. Fig. 2). Our
results indicate that Lingo-1 protein was exclusively

Figure 2 Expression of Lingo-1 in adult mouse brain. (A—H) Analysis of Lingo-1 expression in
adult mouse brain by immunchistochemistry using anti-Lernl pl331 antibody. Lingo-1 labeling
was intense in (A) the mitral cell layer of the olfactory bulb, (B) pyramidal cells of the neocortex
and (C) Purkinje cells of the cerebellum. (D,E) Photomicrographs illustrating details of Lingo-1
inmunoreactivity in the hippocampus. Note the intense labeling of interneurons located in the
pyramidal layer and the stratum oriens (boxed area in E). (F-H) Low power photomicrographs of
the (F) thalamus, {G) superior colliculli, and {H) brain stem. (I) Analysis of Lingo-1 expression in
adult mouse brain by Western-blot using anti-Lingo-1 antibody. Tubulin antibody was used to
ensure equal amounts of protein in each sample. Abbreviations: 10, dorsal motor nucleus vagus
nerve; 12, hypoglossal nucleus; AP, area postrema; CAl-3, comus ammonis region 1-3; CbC, cere-
bellar cortex; Cpu, caudate putamen; Cu, cuneatu nucleus; DG, dentate gyrus; Epl, external plexi-
form layer of olfactory bulb; GL, granule cell layer; gl, dentate gyrus granule cell layer; Gl, glo-
merular layer of olfactory bulb; h, hilus; H, Hippocampus; HDB, nucleus horizontal diagonal band;
Hth, Hypothalamus; 10, inferior olive nuclei; Igl, internal plexiform layer of olfactory bulb; IGr, in-
ternal granular layer of olfactory bulb; I-VIb, cortical cell layers; LRt, lateral reticular nucleus; Mi,
mitral cell layer of olfactory bulb; ML, molecular layer; MS, medial septum; Nc, neocortex; OB,
olfactory bulb; ON, olfactory nerve layer; PCL, Purkinje cell layer; PAG, periaqueductal gray; Pn,
pontine nuclei; R, red nucleus; SC, superior colliculus; slm, stratum lacunosum-moleculare; SN,
substantia nigra; so, stratum oriens; sp, stratum pyramidale; SpC, spinal cord; sr, stratum radiatum;
VDB, nucleus vertical limb diagonal band; Wm, white matter. Scale bars: A, 500 pm pertains to

B. C, 500 pym. D—J, 50 pm.
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Table1 Lingo-1 Protein Distribution During Mouse Brain Development

El6 PO P5 P10 P15 P21 Adult
Telencephaion
Olfactory bulb
Glomerular cell layer - — — — _
Mitral cell layer + + ++ +++ +++ +++ +++
Granular cell layer +/— +/— +— + + + 4
Neocortex
Marginal zone -
Cortical plate + +
Subplate/intermediate zone + +
Ventricular zone + +
Subventricular zone/RMS +/— +/— +/— +/—
II-IIT layers + T T + +
IV-VIlayers + + + ++ ++
Tenia tecta +— +— + + ++ + I
Cingulate/retrosplenial + + ++ +++ +++ +++ T+
Piriform cortex + + ++ +H+ +H+ +++ +H+
Entorhinal cortex + + +t +t +++ +Ht +++
Hippocampus
Subiculum + + + ++ ++ ++ ++
Alveus — - — - — — —
CAIL, CA2 + + ++ ++ ++ ++ ++
CA3 ++ ++ - - - - -
Dentate gyrus + + + + + + +
Hilus + ++ ++ ++ ++
Interneurons ++ +H+ +++ +++ +++
Fimbria/fomix — — — _ _ _ _
Basal forebrain
Ganglionar eminente -
Caudate/putamen +/— +/— + + + + +
Globus pallidus +/— +— ++ ++ T+ T+ T+
Medial septum/diagonal band + + ++ +H+ SENE 4+ 4
Daorso-lateral septum +— +— + + + + +
Amygdaloid complex + ++ ++ ++ ++ ++ T+
Diencephalon
Epithalamus/habenula/Sco + + ++ ++ ++ ++ T+
Thalamus
Dorso-lateral nuclei + + + ++ + + +
Medial nuclei + + + ++ ++ T T
Ventral nuclei + + ++ ++ ++ ++ ++
Geniculate nuclei + + ++ ++ ++ ++ ++
Reticular nuclei +/— + + ++ ++ ++ T+
Hypothalamus
Dorso-lateral nuclei +— +/— + ++ ++ T+ T+
Medial nuclei +/— +/— + ++ ++ T+ T+
Ventral nuclei +— +/— + ++ ++ ++ T+
Arcuate nucleus +/— +/— + ++ ++ ++ T+
Mammillary nucleus +/— +f— + ++ ++ ++ T+
Periventricular nuclei +— +/— + ++ ++ ++ T+
Paraventricular nuclei +— +/— + ++ ++ T+ T+
Mesencephaion
Periaqueductal grey area +— +/— + + + + +
Raphe nuclei + + ++ ++ ++ ++ ++
Superior colliculus +/— + + + + + +
Inferior colliculus +/— + + + + + +

Developmental Neurobiology

88



Table 1 (Confinued)

Resultados Capitulo 1

Lingo-1 binds to NgR1, p75, and Mytl!l in vivo 529

El6 PO P5 P10 P15 P21 Adult

Substantia nigra +/— + ++ T+ ++ ++ Tt
Red nucleus +— + + -+ + + -
Oculomotor nucleus + + ++ ++ T+ T+ Tt
Me5s ++ ++ -+ -+ -+ -+ R
Hindbrain
Cerebellum

Cerebellar primordium +— +—

Deep nuclei +— ++ ++ + + ++

External germinal layer

Purkinje cell layer -+ -+ +++ +++ T

Internal granular layer +H— +— +— +H— +/—
Brainstem

Pontine nuclei, reticular ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

Reticular formation +— + +++ +++ i+ T+ T+

Superior olive + + ++ ++ ++ T+ s

Inferior olive +— +/— ++ ++ ++ T+ .

Cochlear nucleus ++ ++ +++ +++ +++ +++ +H+

Trigeminal nucleus ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

Facial + + -+ -+ -+ -+ -

Spinal nuclei +— +— -+ -+ -+ -+ -

Hypoglossal En En ++ ++ ++

Cuneatu nucleus +++ +++ +++ +++ +++

Very low (+/—), low (+), moderate (++), igh (+++), and very ligh (++++) levels of Lingo-1 expression are shown en each developmental stage.
Non detectable expression is also indicated (—). An empty cell means that the corresponding areas were not defined at that developmental stage.

localized in the membrane compartment as deter-
mined by the commercial anti-LINGOI1 polyclonal
antibody [Fig. 4(A)]. However, this fechnique does
not allow discriminating between different membrane
compartments. To better determine whether endoge-
nous Lingo-1 protein is localized to the plasma mem-
brane, we performed biotinylation experiments in cul-
tured CGNs [Fig. 4(B)]. Thus, after biotinylation of
plasma membrane proteins in nonpermeabilized
CGNs, we were able to find that Lingo-1 was biotin-
ylated. Taken together and as predicted from its mo-
lecular structure, Lingo-1 is targeted to the plasma
membrane of neurons in vive, although we cannot
completely rule out that a percentage of the protein is
present in other intracellular compartments.

Developmental Expression of
Lingo-1 Protein

Next we aimed to explore the developmental expres-
sion of Lingo-1 by using Western Blot and inmuno-
histochemical techniques. Western blot analysis
revealed a progressive increase in Lingo-1 protein lev-
els from late embryogenesis through postnatal stages
(see Fig. 5). In addition, there were significant differ-
ences in Lingo-1 protein expression between the ante-
rior and posterior telencephalic regions [Fig. 5(A)]. In

our study, we determined that Lingo-1 expression
peaks around P21 in anterior brain whereas it peaks at
P5 in the cerebellum [Fig. 5(B)], suggesting putative
functional differences. This is somewhat in contrast
with the mRNA profile as determined by RT-PCR
[Fig. 5(C)], pointing to the fact that mRNA levels
mainly profile somatic expression and that protein
may reflect levels accumulated at neuronal terminals.
This highlights the relevance of describing expression
at the protein level with cellular resolution. Lingo-1
protein levels were very low in all neuronal and non-
neuronal cell lines tested in comparison with brain tis-
sue protein extracts (Suppl. Fig. 3). There were minor
size differences, which appeared species specific
likely to be due to post-translational modifications
given the almost identical amino acid sequences.

From immunohistochemical analysis with the anti-
Lernl-p1331 antibody we can conclude that Lingo-1
protein is extensively expressed across the CNS
through late embryogenesis and during postnatal de-
velopment, showing a peak of expression around the
first week after birth (Table 1). Importantly, it is not
detectable in myelinating oligodendrocytes (MAG-
positive) at P15 (Suppl. Fig. 4) providing further
evidence of a largely neuronal specific distribution
already at late postnatal stages that would continue
on through adult stages.
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Figure 3 Immunchistolegical analysis of Linge-1 expression in interneurcns from the hippocam-
pus (A C) High magnification photographs illustrating double-labeled {Calb/Lingo-1} interneurons
{open arrows) in the stratum oriens. (D,E} High magnification photographs llustrating double-
labeled (Parv/Lingo-1) interneurons {open arrows) in the stratum oriens. Note that some Lingo-1-
positive cells are not labeled with Calbindin or Parvalbumin antibodies {arrows in B,E}. Abbrevia-
tions are as in Figure 2. Scale bart A F, 25 pm.

Colocalization of Lingo-1 with Nogo
Receptor Complex Components NgR1/p75

Lingo-1 has been established as an essential compo-
nent of the receptor complex that responds to the
myelin companents NogoA, Omgp or MAG, result-
ing in inhibition of axonal regeneration (Mi et al,
2004}. Lingo-1 has been shown to be necessary for
Nogo receptor activity, since dominant negative
forms interfere with the ligand induced responses in
vitro (VI et al., 20043,

One basic prerequisite for Lingo-1 involvement in
receptor complex activity in vivo would be that all
the components are present in the same cells so that
they are able to interact. Westem blot analysis of
cortical brain extracts showed a clear overlap in time
between the three components, although we have
found that Lingo-1, p75, and NgR1 proteins have dif-
ferent protein expression temporal profiles [Fig.
5(B,DE}. We observed strong expression during
embryonic and early postnatal stages of Lingo-1 and

Developmental Nenrobiology

p75 in absence of NgR1, while in the adult p75 levels
were reduced and NgR1 levels remained constant.
Whereas Lingo-1 and NgR1 show overlapping tissue
distributions and similarly strong anterior posterior
regional differences, p75 shows no differences
between the cerebellum and the rest of the brain.
NgR1 shows litfle differences in kinetics but strong
anterior—posterior differences in total protein levels.
Owerall, we observed differences between anterior
brain and cerebellum in the localization and levels of
the three coreceptors, suggesting that a Lingo-1/
NgR1/p75 receptor complex may not be uniformly
present to respond to the endogenous ligands in the
intact brain.

To establish biochemically whether endogenous
Lingo-1 colacalizes in the same membrane compart-
ment i vivo together with other fripartite Nogo re-
ceptor complex components, we performed sucrose
gradient fractionation experiments. Our results sup-
port the targeting of the endogenous Lingo-1 protein
to specific membrane fractions, as shown before for
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Figure 4 Subcellular localization of Lingo-1. {A) Local-
ization of Lingo-1 on CGNs. The separation of nuclear, cy-
tosolic and membrane fractions from 7-day CGN cultures
was carried out using the Qproteome cell compartment kit
{Qiagen} according to the manufacturer’s instructions. Sam-
ples were subjected to SDS-PAGE, transferred on to FVDF
membranes, and develeped against Lingo-1 and the follow-
ing subcellular markers: tubulin {cytosolic), ATPase Na/K
{membrane), and lamin B {nuclear). (B} Localization of
Lingo-1 in plasma membrane from CGN cultures. Cell cul-
tures were biotinylated as described in materials and meth-
ods and plasma membrane proteins were pulled down using
streptavidin-sepharose beads. Complexes bound to strepta-
vidin were washed, subjected to SDS-FPAGE, transferred cn
to PVDF membranes, and developed with anti-Lingo-1
antibody (Pellet). Top panels show equal amounts of
Lingo-1 and Tubulin present in the samples before pull-
down (input}.

the recombinant protein [Fig. 6(A)]. In addition,
when analyzing P7 brains, we found that Lingo-1,
NgR1, and p75 copurfied in subcellular fractions
enriched in plasma and ER membranes. Besides
these common compartments, each component was
enriched in fractions that differed in their density
properties, therefore suggesting each gene product
also associates to different membrane compartments.

Lingo-1 Interacts In Vivo with p75
and NgR1 Independently of its
Intracellular Domain

Although several authors have proposed a role for
Lingo-1 as a member of the myelin inhibitor receptor
complex, to date there has been no direct proof of the
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existence of the formation of this complex in vive.
All evidence so far has relied on over-expression of
the components in cell lines (WVh et al., 2004; Mi et
al., 2005; Park et al_, 20035; Shao et al., 2005} In such
assays it was shown that only the presence of three
receptors (NgR1, p75, and Lingo-1; or NgR1; TAY/
TROY and Lingo-1} was able to mediate receptor
response to NogoA or MAG i RhoA activation
ASSays.

Indirect functional evidence of the existence of
such a complex comes from the use of dominant
negative or inactivating forms of Lingo-1 such as the
extracellular moiety (LINGO-Fc} or a form lacking
the C-terminal intracellular domain. These were used
to show that Lingo-1 must be present and is required
endogenously by DRG or CG neurons to be able to
respond to myelin inhibitory activity on newrite
extension (Mi et al., 2004}, This same type of experi-
ment was used to demonstrate the role of NgR1
(Fournier et al., 2001}, p75 (Wang et al., 2002; Wong
et al., 2002} and TAJ/TROY (Park et al., 2005; Shao
et al., 2005},

To demonstrate the existence of the tripartite com-
plex in vivo we used coimmunoprecipitation assays.
We used P7 brain exfracts since at this time mice
coexpress all three proteins [Figs. 4(A) and 6(A}].
Both NgRl and p75 antibodies were able to bring
down Lingo-1 protein in P7 whole brain extracts
[Fig. 6(B}]. Together with the colocalization experi-
ments described above, these resulfs indicate that
the three coreceptor molecules are able to interact
invivo.

The infracellular domain of Lingo-1 has been
shown to be critical for Lingo-1 activity. Its deletion
turns the protein into a dominant negative form,
atfecting ligand binding, neurite extension inhibition
by the ligands in vire and in vivo in response to
injury, RhoA activation in neurons and oligodendro-
cytes, oligodendrocyte precursor differentiation into
myelinating oligodendrocytes, and myelination of
neurons in coculture (Mi et al., 2004; Mi et al., 2005;
Ji ef al., 2006; Mosyak et al., 2006; Lee et al., 2007).
Thus, we next tested whether removal of this domain
was able to affect the ability of Lingo-1 to interact
with its partners in the receptor complex [Fig. 6(C)].
Our results indicate that the extracellular domain of
Lingo-1 is sufficient to mediate the interaction.

Lingo-1 Intracellular Domain Interacts
with the Myt1l Transcription Factor

To gain an understanding why the C-terminal domain
of Lingo-1 is critical for its function, we screened for
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interacting partmers using the yeast two hybrid system

with the intracellular domain alone as bait on a fetal
¢DNA library. Our main validated result was the iso-
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lation of a partial clone of Myt1l (also known as png-
1 or NZF-1) (Kim et al, 1997; Weiner and Chun,
1997). The interaction was confirmed by retro-trans-
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forming yeast {data not shown), by pull down of
tagged protein expressed in B.coli [Fig. 7(A)] and by
immunoprecipitation of Mytll from COS cells over-
expressing Lingo-1-FLAG [Fig. 7(B)]. Cell fractiona-
tion experiments showed that even though a major
fraction of Myt1l is found in the nucleus, sorme Mytll
purifies with Lingo-1 in the membrane compartment
[Fig. 7(C}]. These results indicate that the interaction
can occur in vivo. To further determine this point, we
first checked the pattern of expression of Mytll by
immunohistochemistry. Mytll expression in the hip-
pocampus in adult mice closely follows the labeling
described with Lingo 1 [Fig. 8(A-F)]. The neuronal
soma and dendrites of labeled cells were clearly
observed over a pale background. Most importantly,
double immunchistochemical detection demonstrated
that most Lingo-1 positive neurons are also labeled
with the Myt1l antibody in the hippocampus.

DISCUSSION

Neuronal NgR1 binds the myelin inhibitors NogoA,
Omgp, and MAG and has been proposed to function
as the ligand-binding component of a receptor com-
plex that also includes Lingo-1 and p75, or Lingo-1,
and TAJ/TROY to prevent axon regeneration and
plasticity. However, recent studies have complicated
this scenario concerning additional functions of
ligands and/or coreceptors. For example, Venkatesh
and coworkers have recently demonstrated in several
studies that other myelin receptors, besides the tripar-
tite Nogo receptor, can take a role in preventing axon
extension in a cell specific way (Venkatesh et al.,
2005, 2007), and the same authors indicate that the
participation of NgR1 in preventing axon regenera-
tion is only relevant in the first stages after lesion and
that myelin derived inhibition is NgRI1-independent
at chronic stages (Chivatakarn et al., 2007). On the
other hand, emerging evidence demonstrates a myriad
of functions for Nogo receptor ligands (i.e., during
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development) different from those reported in pre-
venting axon regeneration in adult lesions. The same
happens with compounds of the Nogo receptor com-
plex, since p75 was initially described as the low af-
finity receptor for NGF (Chao, 1994) or TROY (TAJ)
that was identified as an orphan member of the TNF
receptor super-family able to mediate caspase-inde-
pendent cell death (Eby et al., 2000). Taken together,
it is reasonable to consider that roles of Lingo-1 are
still not fully determined, and that as a first step to as-
certain these functions a detailed study of its pattem
of expression and cellular distribution is needed. This
was the main objective of the present study.

Lingo-1 Protein is Present in Neurons and
in Immature Oligodendrocytes During
Development and in the Adult Brain

Our findings demonstrate that Lingo-1 protein is
expressed in the mouse telencephalon throughout
brain development (from early to adult stages). More
interestingly, the differences in both rostro-caudal
protein distribution and temporal evolution of Lingo-
1 protein levels, together with the fact that the Lingo-
1 protein is observed in most but not in all neurons,
already suggest that Lingo-1 may perform different
functions that are under cellular and developmental
control, first acting as a putative signaling molecule
(see below) and further participating in Nogo receptor
complex functions during critical developmental peri-
ods or after adult lesions.

Functions of members of the Nogo receptor com-
plex can affect particular intracellular responses not
only in a cell-specific but also in a time-dependent
manner. For example, as indicated above, NgR1 func-
tions in preventing axonal regeneration, are required
only for the acute growth cone-collapse acting on the
neuronal cytoskeleton (mainly via Rho Kinase) but
not for the chronic growth-inhibitory actions of mye-
lin inhibitors (Chivatakarn et al., 2007). In this
respect, Ji et al. demonstrated that LINGO-Fc treat-

Figure 5 Lingo-1 expression during mouse brain development. (A) Western-blot analysis of
expression levels of Lingo-1 and its coreceptors NgR1, p75, and TROY during mouse brain devel-
opment. Brain cell extracts from cerebellum and anterior brain from the indicated developmental
stages were subjected to SDS-PAGE, transferred on to PVDF membranes and developed with anti-
bodies against Lingo-1, NgR1, p73, and TROY. Anti-tubulin antibody was used to ensure equal
amount of protein in the assay. (B,D.E,F) Densitometries of the Western blots from three independ-
ent sets of animals. Levels were expressed taking the maximum value as 100%. (C) RT-PCR analy-
sis of Lingo-1 levels during mouse brain development. Cerebellum and anterior brain mRNAs from
the indicated developmental stages were subjected quantitative Real-time PCR (see material and
methods for details). Levels were expressed taking the maximum value as 100%, expressing the

values from three independent sets of ammals.
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ment, blocking Lingo-1/NgR1 interaction, promotes
functional recovery and axonal sprouting after spinal
cord injury, but also prevents neurons and oligoden-
drocytes from cell death in the acute phase after
lesion (Ji et al., 2006). Their last data suggest addi-
tional functions for Lingo-1 besides those exclusively
related to axon regeneration. Qur results demonstrate
that Lingo-1 is expressed at embryonic stages in sev-

A
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eral brain regions in cells lacking NgR1. Although
this hypothesis awaits for further studies, our data
points to the possibility that Lingo-1 may participate
in neuronal development and maturation. However,
given the extensive presence of Lingo-1 from early
embryonic stages on, it is infriguing that the loss of
funiction i vivo by targeted deletion fewer effects on
normal neuronal development (Vi et al., 2005} On
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the other hand, mice lacking NgR1 or ligands of
Nogo receptor complex are also viable (ie., Filbin,
1996; Kim et al., 2003; Simonen et al., 2003; Zheng
et al., 2003; Lee et al., 2004; Zheng et al., 2005). This
could either indicate a redundant role that can be
compensated upon Lingo-1 or NgR1 loss by other
gene products or its implication in cell processes not
analyzed to date. For example, the participation of
Nogo-A or Omgp in functions different from those
associated to axonal regeneration has been recently
revealed (Nie et al., 2006, Voeltz et al., 2006;
Mingorance-Le Meur et al., 2007). As indicated,
further studies will be required to ascertain these
possibilities.

We were unable to determine a clear correlation
between Lingo-1 expression and a particular neuronal
phenotype. However, some conclusions can be made
from our data. First, neural expression of Lingo-1
protein is not exclusively associated with myelinated
neurons since neurons lacking myelin sheaths dis-
played high levels of Lingo-1 {(e.g., those lying in the
septum or the hippocampus). Some of these neurons
also lack NgR1 in the adult {e.g., cholinergic cells in
the septal area) (Hunt et al., 2002a,b; Mingorance et
al., 2004). The septum and the hippocampus are two
of the most well studied brain regions in terms of
axonal plasticity and maturation. Among the myriad
aspects playing a role in both of these processes, the
participation of growth factors in cell survival and
neuronal maturation is one of the most analyzed his-
torically. Increasing evidence indicates that growth
factors involved in neuronal survival and axon speci-
fication, and in connectivity of a particular neuronal
population during development, also play roles dur-
ing its myelination. In this respect, NGF has been
shown to induce Lingo-1 expression in DRG cultures
inhibiting axonal myelination (Lee et al., 2007).
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Thus, it is tempting to suggest that Lingo-1 expres-
sion in cholinergic cells of the medial septum can be
regulated by NGF to inhibit myelination of choliner-
gic fibers during their maturation. Indeed, it seems
that Lingo-1 and NgR1 have opposite regulation
under certain experimental conditions in the adult.
For example, treatment with BDNF or kainic acid
increases Lingo-1 and decreases NgR1 expression in
hippocampal neurons (Josephson et al., 2003; Min-
gorance et al.,, 2004; Trifunovski et al., 2004; Gil et
al., unpublished results). Whether NgR1 and Lingo-1
have opposing or compensatory activities during neu-
ronal development remains to be seen.

On the other hand, it is well known that BDNF
influences the phenotype of GABAergic interneurons
(i.e., Rutherford et al., 1997) and this promotes the
maturation of cortical inhibition during early post-
natal life, thereby regulating the critical period for
visual cortical plasticity (Huang et al., 1999). We
have determined expression of Lingo-1 by hippocam-
pal interneurons that receive relevant innervation
(cholinergic and GABAergic) from septal regions,
which modulate hippocampal activity. In this respect,
NgR1-deficient mice displayed abnormal consolida-
tion of the neural circuitry established during experi-
ence-dependent plasticity in contrast to what is
reported for BDNF loss of function {McGee et al.,
2003), and BDNF down-regulates NgR1 as indicated
above. On the other hand, p75 expression remains
nearly constant throughout development in the neo-
cortex (Rossi et al., 2002). Taken together, the puta-
tive participation of Lingo-1 in GABAergic matura-
tion during cortical development merits further stody.

The main conclusion from the Lingo-1 loss of
function model as described so far is that Lingo-1
must have an inhibitory activity on oligodendrocyte
differentiation and myelination (Mi et al., 2005).

Figure 6 Lingo-1 associates with NgR1 and p75 in vive and in vitro. {(A) Localization of Lingo-
1 on P7 mouse brain subfractionations. Supernatants of a first low rate centrifuged P7 mouse cell
extracts were subfractionated onto a 0424/ sucrose gradient. Samples were subjected to SDS-
PAGE, transferred on to PYDF membranes, and developed with the indicated antibodies: Lingo-1;
the Lingo-1 coreceptors NgR1 and p75; the soluble protein calretinin; and the plasma membrane
protein markers SNAP-25 and ATPase Na/K. Lingo-1 showed a single peak between fractions 9
and 19. Fractions from 11 to 17 were pooled for further experiments. (B) P7 mouse brain samples
were subjected to immunoprecipitation with non specific serum (NS), anti-NgRI or anti-p75.
Immunoprecipitates and an aliquot of the whole cell extract (Input) were subjected to SDS-PAGE,
transferred on to PYDF membranes, and developed with anti-Lingo-1 commercial antibody recog-
nizing Lingo-1. (C) COS-7 cells were transfected with p73, NgR1, and either empty plasmid,
Lingo-[-FLAG or Lingo-1-FLAG (1-587) plasmids as indicated. Cell extracts were subjected to
immunoprecipitation with anti-FLAG, anti-NgR1, or anti-p75 and immunoprecipitated protein
complexes were subjected to SDS-PAGE, transferred on to PYDF membranes, and developed with
anti-FLAG or anti-p75. Top panel indicates Lingo-1 input used for the immunoprecipitation assay.
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Figure 7 Lingo-1 interacts with the Mytll transcription factor. {A)} GST and GST-Lingo-1i
expressing the intracellular domain of Lingo-1 were incubated with 500 pg of COS-7 cell extract
expressing endogenous Mytll. Complexes were pulled down with glutathione, analyzed by SDS-
PAGE and analyzed by Western-blot using the anti-Mytll antibody. (B} COS-7 cells were trans-
fected with Linge-1-FLAG or empty vector {Con} and cell lysates were subjected to immunopreci-
Fitaticn using the anti-FLAG antibody. Immuncprecipitates were processed by SDS-PAGE and
Western-blotting analyzed with the anti-Myt1]1 antibedy. (C) COS-7 subcellular fractions {Cyt, cyto-
sol; M, membrane; N, nuclel; Cs, cytoskeleton) were obtained using the Qpretecme cell compart-
ment kit {(Qiagen; according to the manufacter’s instructions. Samples were subjected to SDS-
PAGE and Western-blot using anti-Mytll, Lingo-1, Tubulin {cytosclic marker} and Lamin B {nu-
clear marker).

Indeed, it was recenfly shown that NGF inhibits mye-
lination by increasing Lingo-1 levels (Lee et al.,
2007). In this respect, our immunohistochemical
results pomt to a lack of Lingo-1 expression in MAG-
positive oligodendrocytes in the adult brain. These
data are consistent with more recent results at the
RNA level (Bamette et al., 2007} Interestingly,
TROY and Lingo-1 have been reported to be

Developmental Neurobiology

expressed in reactive astrocytes and microglia but not
in oligodendrocytes in multiple sclerosis (MS) lesions
and total levels of Lingo-1 were decreased in MS
patients (Satoh et al., 2007). In confrast, Lingo-1 defi-
cient mice showed increased myvelin (Mi et al., 2004},
Although these conflicting data could be associated to
sample or speciesrelated differences, Lingo-1 is
expressed earlier at P7 (in raf} in pre-myelinating
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Figure 8 Double confocal colocalization of Linge-1 and Mytll in adult mouse hippocampus.
{A C) Double labeled sections against Mytll (A) and Lingo-1 (B} using rabbit and commercial
goat antibodies, respectively (see materials and methods for details). Most pyramidal neurcons
{arrows) are double labeled in the sp. Note that few Lingo-1 positive cells are Mytll negative in the
st {arrowheads in B and C). {D F) High power photemicrographs illustrating examples of double
labeled interneurons {arrows) in the slm of CAl region. For the confocal study, vibratome sections,
necessary to allow specific Mytll and Lingo-1 immunoclabeling, were mounted on Fluoromount
and analyzed on an Olympus FluoView SV 500 confocal microscope. All images were obtained in
sequential scanning laser mode to avoid fluorochrome cross-excitation. Arrowheads in E-F point to
Lingo-1 positive/Mytl]l negative cells. Scale bars: A, 50 mm pertains to B and C; D, 50 mm per-

tains to E and F. Abbreviations as in Figure 2.

oligodendrocytes (Mi et al., 2005} but not by mature
oligodendrocytes (present results, in mice}. This indi-
cates that Lingo-1 gene may be present in pre-myeli-
nating oligodendrocytes and further down-regulated
in mature oligodendrocytes. Such a pattern would be
compatible with the role derived from the loss of
function phenotype and from overexpressing wild
type and dominant negative forms of Lingo-1 in oli-
godendrocytes (Mi et al., 2005). Therefore, how
Lingo-1 participates modulating the maturation of
myelinating oligodendrocytes and which factors act
on Lingo-1 expression dwing development are open
questions.

Lingo-1 Forms Complexes with NgR1 and
p75 In Vivo During Brain Development

Here we describe the time window of parallel expres-
sion of Lingo-1, NgR1, and p75 proteins in postnatal
stages and, for the first time, that they are able to

interact in vivo. Our study supports the existence of
complexes in vivo in the mtact CNS, and reinforces
the essential nature of Lingo-1 for Nogo receptor
complex function from the second postnatal week on.
Besides this, the fact that we observe fractions that
contain Lingo-1 in the absence of other coreceptors
would suggest that it may have other roles on its own,
possibly interacting with different molecular partniers.

At the protein level, it has been shown that NgR1
and p75 proteins are expressed in regions that overlap
with Lingo-1 expression (Hunt et al, 2002ab;
Josephson et al., 2002; Mingorance et al., 2005}, Our
results show the highest overlap in postnatal stages,
from P5 to P21, suggesting a window of Lingo-1/
NgR1/p75 complex activity in a period critical for
CNS maturation and myelination (e.g., McGee et al.,
2005}, It remains to be determined whether the
Lingo-1 knock out is able to respond differently to
axonal damage (Wi et al, 2005). Although Lingo-1
mRNA and protein are induced in the ventral hom 7—

Developmental Neurobiology

97



538 Liorens et al.

14 days after spinal cord lesions {Mi et al., 2004) and
antagonizing Lingo-1 can reverse myelin inhibition
upon damage in rats, no changes in Lingo-1 expres-
sion could be seen after cortico-spinal injury in wild
type mice (Barrette et al., 2007). Given the high con-
servation of Lingo-1 this may point either to differen-
ces in the experimental lesion protocol or, less likely,
to species specific differences in regenerative behav-
ior. On the other hand, Lingo-1 may participate in the
protracted NgR1-independent inhibition described
recently in chronic lesion (Chivatakarn et al., 2007)
or in modulating different myelin inhibitory receptors
(Venkatesh et al., 2007).

An Intrinsic Signal Transduction
Function for Lingo-1 Mediated by its
Intracellular Domain?

Deletion of the intracellular domain of Lingo-1 trans-
forms the molecule into a dominant negative form.
The dominant negative effect may be explained by
interference with the stoichiometry of the receptor
complex. As our results suggest, the complexes are
still formed, but loss of the intracellular domain of
Lingo-1 may interfere with signaling. It has been
shown that Lingo-1 forms homo-tetramers (Mosyak
et al., 2006) and it is possible that overexpression of
the deleted form leads to formation of dysfunctional
heterotetramers with disrupted signaling properties,
while if is still able to interact with p75 and NgR1.

Given that NgR1 has no intracellular component,
it has been proposed that it acts as a decoy to bind
NogoA, MAG, or Omgp but that the signal transduc-
tion is effected by p75 or TROY (Mi et al., 2004;
Shao et al., 2005). Our results would bring in a puta-
tive and interesting signaling mechanism to the al-
ready well-defined contribution of p75 and TROY by
incorporating a second signal transduction function
mediated by the intracellular portion of Lingo-1. As
indicated, Lingo-1 expressed in cells lacking NgR1
and p75 could therefore have other signaling activ-
ities independent of myelin inhibitory ligands and not
exclusively related to preventing axonal regeneration.
Although the C-terminal tail is fairly short this hy-
pothesis deserves further study given the strong bio-
chemical and phenotypic effects caused by deleting
this domain. In support of such a role, the Lingo-1
paralogues have a putative tyrosine kinase phospho-
rylation site that is conserved in Lingo-1-3, but not
LERN-4, although phosphorylation of this tyrosine
residue in vivo has not yet been shown.

Importantly, here we show that the C-terminal do-
main is able to interact with the zinc finger transcrip-
tion factor Mytll (Kim et al., 1997; Weiner and
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Chun, 1997). Although the relevance of this interac-
tion in vivo needs to be determined, it is inferesting to
notice that Mytll protein levels in the cytoplasm
increase under regenerating conditions in the spinal
cord (Wrathall et al., 1998), when Lingo-1 levels also
have been shown to increase (Mi et al., 2004). Two
possible modes of action could be proposed: first,
Lingo-1 could interact with Mytll in well defined
conditions to regulate its transcription factor activity
by retaining it in the cytoplasm; second, Lingo-1
could transduce intracellular signals by docking addi-
tional Mytll cofactors or modifying enzymes. It is
tempting to imagine a scenario where an interaction
of Lingo-1 with Myt1l in neurons could be paralleled
by a similar interaction between Lingo-1 and Mytl,
the better known homologue of Mytll, which is
expressed in oligodendrocytes (Kim and Hudson,
1992; Kim et al., 1997). In the light of the premature
oligodendrocyte  differentiation  phenotype and
advanced myelination showed by the Lingo-1 knock
out {Mi et al., 2005), it can be hypothesized that
Lingo-1 is preventing differentiation by inhibiting
Myt1 activation of target genes such as or proteolipid
protein {PLP) (Kim and Hudson, 1992), a major con-
stituent of myelin. Our observation of loss of Lingo-1
expression in differentiating oligodendrocytes in par-
allel to the appearance of the rmyelinating potential
would be compatible with this hypothesis.

At the earliest stages in neural development, Myt1
has been also implicated in neurogenesis as a key
modulator of neurogenic zinc finger transcription fac-
tors in association with the Notch pathway (Bellef-
roid et al., 1996). It is relevant to notice that levels of
Lingol are increased in adult neurogenic regions
{e.g., dentate gyrus of hippocampus) after mitogenic
stimuli (i.e., BDNF or kainic acid injections) (Trifu-
novski et al., 2004). Thus, Lingo-1 may play roles in
neural cell specification or proliferation by regulating
Mytl and Mytll, and prior to myelination by modu-
lating Mytl and actively preventing terminal oligo-
dendrocyte differentiation. Since Lingo-1 expression
in oligodendrocytes and neurons has been shown to
be necessary for preventing myelination (Ji et al.,
2006, Lee, 2007 no. 39), we believe that the hypothe-
sis that its effects are mediated via Mytl and Mytll
in oligodendrocytes and neurons, respectively war-
rants further study.

An emerging super-family of proteins containing
leucine-rich repeats (LRR) with similar structure to
Lingo-1 is beginning to become well studied.
Although the roles of many of these genes remain to
be determined, some of the super-family members
are involved in cell adhesion and neurite outgrowth
{Chen et al., 2006). Expression changes associated to
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pathological conditions, neurodegeneration, demye-
lination, as well as recovery after such processes,
together with the finding of mutations asseciated to
neuroblastoma and neurological diseases, indicate
that these genes have critical functions for central
nervous system development and homeostasis, which
extend from the proposed roles in preventing axon
regeneration after injury {Chen et al., 2006). In this
regard, recent findings support an involvement of
Lingo-1 in neurodegenerative processes including
Parkinson’s disease (Inoue et al., 2007), demyelinat-
ing disease (Mi et al., 2007) and Alzheimer’s disease
{(Bai et al., 2007) pointing to the use of Lingo-1 inhib-
itors as new and promising neuroprotective drugs.
Understanding the basic biology of Lingo-1 will be
key to designing effective therapies.
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Anti-Lern p1331 Anti-FLAG DAPI

Supplementary Figure 1. Validation of polyclonal antibody reagents by
immunofluorescence. SK-N-SH cells transfected with full length Lingo-1 fused to the FLAG
epitope tag were processed to reveal the distribution of the epitopes recognized by the anti-
Lernl p1331 and anti-FLAG antibodies after overexpressing the fusion protein. Membrane
expression can be seen with a total overlap in distribution. DAPI stain recognizes nuclei in the
right panel. Untransfected cells show neither of the two immunoreactivities (Data not shown).
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Supplementary Figure 2. Subcellular localization of Lingo-1 to membrane compartments.
Western-blot analysis of N1E-115 neuroblastoma cells transfected with ptag4-Lingo-1-FLAG of
subcellular fractions. Separation of nuclear, cytosolic and membrane extracts was carried out
with the Qproteome Cell Compartment Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
instructions. Samples were analyzed by SDS-PAGE, transferred on to PVDF membranes and
processed for detection with anti-Lingo-1 and anti-FLAG antibodies. Tubulin (cytoplasm),
ATPase Na/K (membrane) and Lamin B (nucleus) were used as subcellular control markers.
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Supplementary Figure 3. Analysis of the expression of Lingo-1 in cell lines. Analysis of the
expression of endogenous Lingo-1 protein from several cell culture lines compared with adult
mouse brain by Western-blot.

Supplementary Figure 4. Lack of Lingo-1 expression in myelinating MAG+
oligodendrocytes. High power photomicrographs illustrating the absence of co-
localization between Lingo-1 protein (arrows) and MAG (arrowheads) in situ
hybridization signal in double processed sections (see material and methods for details).
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Patron de expresion de OMgp durante el desarrollo del telencéfalo de
raton

Vanessa Gil, Zoe Bichler, Jae K. Lee, Oscar Seira, Franc Llorens, Ana Bribian, Ricardo
Morales, Enric Claverol-Tinturé, Eduardo Soriano, Lauro Sumoy, Binhai Zheng y José
Antonio del Rio.

Resumen

La proteina OMgp es una proteina unida por dominio GPI a la membrana de neuronas y
oligodendrocitos del SNC. Se han realizado numerosos estudios para averiguar las
funciones de las proteinas inhibitorias asociadas a mielina (MAIPs) en procesos de
neurodegeneracion y tras lesion en el adulto. Sin embargo, atin no se ha establecido el
papel que estas proteinas y sus receptores puedan tener durante el desarrollo. Estudios
recientes indican que NgR1 y el receptor recientemente descrito, PirB, restringen la
plasticidad sinéptica cortical, aunque se desconocen los factores que desencadenan
estos efectos. Puesto que Nogo-A se expresa principalmente en RE y la expresion de
MAG no acontece hasta estadios tardios del desarrollo, se deberia de considerar la
posible funcion de OMgp en tales procesos. En el presente trabajo, analizamos el patron
de expresion de la proteina OMgp durante el desarrollo del telencéfalo de raton. La
aparicion de la inmunoreactividad en la corteza durante el desarrollo coincide con el
establecimiento de la conexion talamo-cortical y, por tanto, de la formacion de los
barriles (barrel-field) de la corteza. A nivel celular, OMgp se localiza en membranas
neuronales de dendritas y axones y también en fracciones sinaptosomales de cerebro y
en estructuras similares a botones sinapticos. Por ultimo, el andlisis del barrel-field en
ratones deficientes en OMgp revela que, aunque la conexioén talamo-cortical esta
formada, el destino final de numerosos axones talamicos estd alterado ya que invaden
ectopicamente las capas II-III de corteza en lugar de la capa IV. Nuestros datos
refuerzan la idea de que la expresion temprana de las proteinas asociadas a mielina
juega un importante papel durante el desarrollo y apuntan una participacion de OMgp

en el establecimiento de la conexion talamo-cortical.
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Developmental Expression of the
Oligoedendrocyte Myelin Glycoprotein in
the Mouse Telencephalon

The oligodendrocyte myelin glycoprotein is a glycosylphosphatidy-
linositol-anchored protein expressed by neurons and cligodendro-
cytes in the central nervous system. Attempts have been made to
identify the functions of the myelin-associated inhibitory proteins
(MAIPs} after axonal lesion or in neurodegeneration. However, the
developmental roles of some of these proteins and their receptors
remain elusive. Recent studies indicate that NgR1 and the recently
discovered receptor PirB restrict cortical synaptic plasticity.
However, the putative factors that trigger these effects are
unknown. Because Nogo-A is mostly associated with the
endoplasmic reticulum and myelin associated glycoprotein appears
late during development, the putative participation of 0Mgp should
be considered. Here, we examine the pattern of development of
OMgp immunoreactive elements during mouse telencephalic
development. OMgp immunoreactivity in the developing cortex
follows the establishment of the thalamo-cortical barrel field. At the
cellular level, we located OMgp neuronal membranes in dendrites
and axons as well as in brain synaptosome fractions and axon
varicosities. Lastly, the analysis of the barrel field in OMgp-deficient
mice revealed that although thalamo-cortical connections were
formed, their targeting in layer IV was altered, and numerous axons
ectopically invaded layers II-1ll. Our data support the idea that early
expressed MAIPs play an active role during development and point
to OMgp participating in thalamo-cortical connections.

Keywords: axon plasticity, barrel-field specification, cortical lamination,
myelin

Introduction

The oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMgp) is a glyco-
sylphosphatidylinositol-anchored protein expressed by neu-
rons and oligodendrocytes in the central nervous system (CNS)
(Habib et al. 1998; Wang et al. 2002). Pioneer genomic studies
reported that the omgp gene is located within intron 27b of the
mouse NFI gene, which encodes to Neurofibromin, a RasGAP
protein, which, when mutated leads to neurofibromatosis type
1 (NF1) disease (Mikol, Alexakos et al. 1990). NF1-deficient
mice display deficits in cortical development (especially in the
development of the neocortical barrel field) (Lush et al. 2008).
However, although function in adult in normal and neural
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degeneration is revealed, OMgp functions during development
remain to be established.

OMgp belongs to a group of molecules located in CNS
myelin protein fractions, with axon outgrowth inhibitory
activity (Kottis et al. 2002; Wang et al. 2002). This group also
includes Nogo-A (GrandPre et al. 2000; Huber and Schwab
2000; Prinjha et al. 2000) and myelin associated glycoprotein
(MAG) (McKerracher et al. 1994; Mukhopadhyay et al. 1994).
All 3 proteins may act via the same receptor, the Nogo receptor
(NgR1) (Fournier et al. 2001; Fujitani et al. 2005) or its
paralogues (NgR2 and/or NgR3) or the recently identified PirB
(paired immunoglobulin-like receptor B) (Barton et al. 2003;
Lauren et al. 2003; Pignot et al. 2003; Venkatesh et al. 2005;
Arwal et al. 2008). The participation and physiology of PirB is
not fully known. However, NgR1 may form a complex with
either p?ﬁwﬁm (Domeniconi et al. 2002; T et al. 2002) or
TROY (Domeniconi and Filbin 2005; Shao et al. 2005), which
would transduce intracellular signals by activating RhoA
(Yamashita and Tohyama 2003; Domeniconi and Filbin 2005;
Shao et al. 2005). In addition, NgR1 may also interact with
another coreceptor, Lingo-1 (Mi et al. 2004; Llorens et al
2008), which mediates intracellular signaling through the
serine-threonine kinase WNK1 (Zhang et al. 2009). Sub-
sequent studies pointed out that ligands and their receptors
may play crucial roles after lesion or in neurodegenerative
diseases (e.g., Fournier et al. 2002; Karnezis et al. 2004; Teng
and Tang 2005; Gil et al. 2000; Jokic et al. 2006; Park et al.
2000) or following alcohol abuse (Okamoto et al. 2Z0006).
However, although these myelin-associated inhibitory pro-
teins (MAIPs) are widely expressed in the adult CNS,
emerging data indicate that some of them may play additional
roles at early stages of brain development, because they are
expressed before NgR1 and long before the onset of brain
myelination. A recent example has been reported for Nogo-A
with high neuronal expression and different roles during
neuronal migration, neurite formation, or oligodendrocyte
maturation in the developing telencephalon (Mingorance-Le
Meur et al. 2007; Zhao et al. 2007; Pernet et al. 2008). Another
example is Lingo-1 {(a coreceptor of NgR1, Carim-Todd et al.
2003; Mi et al. 2004), which can also bind to the postmitotic
neuron-specific zine finger protein Myt1l (Llorens et al. 2008).
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In the studies of Habib et al. and Vourc’h et al, omgp

ecsinn was analvzed dorine pnmnqrol develaonment hot

expression was analyzed during postnatal development , but
carlicr developmental stages were not studied.

Although oligodendrocyte expression of OMgp occurs at
nodes of Ranvier with distinct roles in regulating nodal
formation and function during CNS myelination (Apostolski
et al. 1994; Huang et al. 2005; Nie et al. 2006), several studies
suggest that OMgp is mainly a neuronal protein, which is also
expressed in oligodendrocytes (Habib et al. 1998; Hunt, Coffin,
and Anderson 2002; Koyama et al. 2008). However, the functions
of neuronal OMgp during development have not been fully
explored. Here, we examined the partern of OMgp expression in
the embryonic mouse forebrain using a well-characterized
antibody, paying special attention to neurons. In addition, the
cellular distribution and expression changes of neuronal OMgp
protein were analyzed in vivo and in vitro. We report that
neuronal OMgp is present at early stages of development (from
El4), localized in the growing axons during axonal tract
formation following the marturation of cortical connections
(eg., perforant pathway and thalamo-cortical projection). In
addition, subsets of hippocampal interneurons express OMgp in
the adult stages. At the cellular level, OMgp is present in the
neuronal membrane, synaptosomal fractions, and axonal vari-
cosities in primary hippocampal cultures. Lastly, the role of
OMgp in the organization of thalamo-cortical connections was
analyzed in omigp -/~ mice. The barrel field of omigp -/~ mice was
altered, and ectopic thalamic axons were seen in layers I1-1IL
Taken together, our data provide a detailed characterization of
the OMgp protein expression in the embryonic mouse
telencephalon and indicate that OMgp has a role in axonal
target specification and synaptic plasticity.

Materials and Methods

Animals

All animal experiments were carried out in accordance with the
guidelines of the Furopean Union {2003/65/CE) and current Spanish
regulations (BOE 252/34367-91, 2005) for the use of laboratory
animals. All experimental protocols were also approved by the local
Ethical Committee. A total of 30 pregnant OFL mice (Iffra Credo) were
used. The morning of plug detection was considered as embryonic day
0 (EQ) and the day of birth as postnatal day 0 (PO). Animals were killed
at the following stages: E14, ELG, PO, P5, P7, P10, P15, P21, and adulrs.
Six to 12 animals (from 2 or more different litters) were used for each
stage. In addition, 5 omgp -/~ mice (stage P7) from 2 different litters
were also used. omgp -/~ mice were generated in the laboratory of
Binhai Zheng (University of California, San Diego, CA). A detailed
description of gene targeting at OMgp has recently been published
(Lee et al. 2009). Briefly, the second exon, which contains all the
coding sequence of the OMgp, is deleted, resulting in a null allele. This
deletion does not interfere with NF1 expression (see below).

Antibodies

The following primary antibodies were used: OMgp (goat polyclonal,
AF1674, R&D Systems, MN, 1:3000 for immunohistochemistry (IHC),
1:200 for immunofluorescence (IF), and 1:1000 for Western blot),
Nogo-A (rabbit polyclonal, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), myelin basic protein (MBP, mouse monoclonal, 1:500, Chemicon,
Temecula, CA), neuron-specific [(-III Tubulin {mouse monoclonal,
1:2000, Sigma, St Louis, MO), Calbindin-28 kDxa (CALB, rabbit polyclonal,
1:5000, Swant, Bellinzona, Switzerland), Calretinin (rabbit polyclonal,
1:500, Swant), CCK (rabbit polyclonal, 1:100, CRB, Cleveland, United
Kingdom), Parvalbumin (rabbit polyclonal, 1:250, Swant), Somatostatin
(SOM, rabbit polyclonal, 1:5000, Swant), SNAP-25 (SMIS1, mouse
monoclonal, 1:5000, Covance, Princeton, 1‘{]), Syntaxin 1 (mouse
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monoclonal, clone HPC-1, 1:5000, Sigma), Synaptophysin (mouse
monoclonal, 1:1000, Dako. Glostrup. Denmark), Synapsin (rabbit
polyclonal, 1:1000, Synaptics System, Goettingen, Germany), MAPZ
{mouse monoclonal, 1:200, Sigma), Actin (mouse monoclonal, 1:1000,
Chemicon), serotonin (5-HT) transporter (602-622) (5-HTT, rabbit
polyclonal, 1:1000, Calbiochem, Gibbstown, NJ), HNEK-1(412) (rat
monoclonal, 1:500, kindly provided by Prof Melitta Schachner), HNK-
1 (clone VCL.1, mouse monoclonal, 1:2000, Sigma), and Neurofibromin
(NF1) (rabbit polyclonal, SC-67, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology).

Preparation of Adult Brain Myelin

CNS myelin was isolated following the procedure described by Norton
and Poduslo (1973). Briefly, adult Sprague-Dawley rat brains were
homogenized in 0.32 M sucrose at 4 °C in a Dounce homogenizer. This
homogenate was layered over (.85 M sucrose solurion and centrifuged
at 25 000 rpm for 30 min. The CNS myelin at the interface of the 2
sucrose lavers was eollected in water and centrifuged at 25 000 rpm for
15 min. The resultant pellet was obtained, collected in water, and
centrifuged at 10 000 rpm for 10 min twice. The white pellet was then
suspended in 0.32 M sucrose, and the initial gradient was replicated as
described previously. Finally, the myelin was removed from the
interface and washed in water and spun at 25 000 rpm for 10 min to
remove sucrose. The final pellet was freeze dried overnight, and protein
content was determined using the bicinchoninic acid protein assay kit
(Pierce, Rockford, IL).

Cell Transfection and OMgp Detection

EBNA-293T cells were cultured with Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, supplemented with 10% fetal bovine serum, glutamine, and
antibiotics (all purchased from GIBCO Life Technologies, Paisley,
United Kingdom). Cells were grown in 35-mm ¢ G-well multiplates
(Nunc, Roskilde, Denmark) containing 10-mm ¢ glass coverslips to 60-
70% confluence and transfected with pCMV-SPORT6-OMgp (fulllength
cDNA clone IRAVPYGSCO766D purchased from RZPD, Germany) using
Lipofectamine-Plus reagents according 1o the manufacturer’s instrue-
tions (GIBCO Life Technologies). Seventy-two hours later, cells were
scraped and harvested in Laemmli sample buffer. Cell extracts were
separated by 8% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE), electrotransferred to nitrocellulose membranes,
and immunoblotted with OMgp antibody. In parallel, protein samples of
total adult brain and myelin extract were also included in the
experiment as controls,

Immunobistochemical Methods

For [HC, fetuses were removed by caesarean section after deep
anesthesia of the mother with chloral hydrate (3.5 mg/kg ip. injection)
and transcardially perfused with 4% paraformaldehyde dissolved in 0.1M
phosphate buffered saline (PBS). Postnatal mice were anesthetized with
chloral hydrate and perfused. After perfusion, brains were removed and
postfixed in the same solution for 12 h, eryoprotected in 30% sucrose,
and sectioned on a freezing microtome (Leica, Wetzlar, Germany) (50
pm thick for EL6 and 30 pm for PO adult). They were then processed for
the immunocytochemical detection of OMgp following an immunoper-
oxidase protocol Briefly, free-floating sections from different develop-
mental stages were processed in parallel Free-floating sections were
rinsed in 0.1 M PBS and endogenous peroxidase activity was blocked by
incubation in 3% H30; and 10% methanol dissolved in 0.1 M PBS. After
extensive rinsing, sections were incubated in 0.1 M PBS containing 0.2%
gelatin, 10% normal goat serum, 0.2% glycine, and 0.2% Triton X-100 for
1 h at room temperature. Afterward, sections were incubated for 36h at
4 °C with the primary antibody. Thereafter, sections were incubated
with secondary biotinylated antibodies (2 h, 1:200 dilured) and
Strepravidin-Horseradish peroxidase complex (2 h, 1400 diluted).
Peroxidase activity was revealed with 0.025% diaminobenzidine (DAB)
and 0.003% hydrogen peroxide. After rinsing, sections were mounted
onto slides, dehydrated, and coverslipped with Eukitt (Merck, Darmstade,
Germany ) In embryonie stages, the peroxidase activity was developed
following the intensification method of Hancock (1986), using DAB-
nickel ammonium sulfate as chromogen. Immunocytochemical controls,
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including omission of the primary antibody or its replacement by normal
serum, prevented immunostaining

To characterize OMgp expression in adult hippocampal interneur-
ons, additional sections from p2l-adult brains were processed for
double IF detection of OMgp and several markers of local circuit
neurons, such as Calbindin, Parvalbumin, and Calretinin, or neuro-
peptides (CCK and SOM) by using Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 568-
tagged secondary antibodies (Molecular Probes, Eugene, OR). Sections
were mounted on Fluoromount (Vector Labs, Burlingame, CA) and
analyzed on an Olympus Fluoview SV 500 confocal microscope. All
images were obtained in sequential-scanning laser mode o avoid
fluorochrome erossexcitation.

To determine differences between awmgp -/~ and omgp +/+ cortical
barrel fields, coronal sections of P7 pups were processed in parallel in
blind experiments. After genotype identification by Western blotting,
the parieral cortex was photodocumented using an Olympus BX61
rmcroscope equ.lp]xd with ‘.1 cooled digital DP72L camera. Pictures

were o 1 usino the Tmaoe.T software (NTH

ere densitometrically analyzed using the Image] software (NIH,
United States). Brightness and contrast were calibrated in each picture
using a pseudocolor lookup table (Rainbow RGE LUT) settled between
108 (background) and 248 (maximum) gray scale values.

Western Blotting Techniques

Mice were anesthetized, their brains were dissected out, and the
telencephalic portion was homogenized on ice in homogenization
buffer containing 150 mM NacCl, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid,
10% glycerol, 1% Triton X-100, and 1x protease inhibitor cocktail The
homogenate was clarified by centrifugation at 13 000 x g for 15 min,
and the protein content of soluble fractions was determined using the
Bio-Rad detergent-compatible assay. Tissue extracts (30 pg) were
boiled in Laemmli sample buffer at 100 “C for 10 min, followed by 8%
SDS-PAGE, and elecwrotransferred to nitrocellulose membranes (Amer-
sham Biosciences, England, United Kingdom). Following wansfer,
membranes were incubared overnight at 4 “C with «-OMgp antibody,
a-Nogo-A or a-MBP, and «-Tubulin to ensure equal amounts of protein
in all samples. Membranes were subsequently incubated with perox-
idase-tagged secondary antibodies (o-IgG raised in goat, rabbit, or
mouse, respectively, Dako), and peroxidase activity was visualized using
the ECL-plus kit (Amersham Biosciences). Cell extracts from OMgp-
transfected EBNA-293T cells were used as an internal control.

Primary Neuronal Cuitures and Immunocytochemical Methods

E16 mouse brains were dissected in PBS containing 0.6% glucose, and
the hippocampus was dissected out. After gentle trypsinizaton, tissue
pieces were dissociated by gentle sweeping Cells were then counted
and seeded onto poly-n-lysine-coated coverslips in Neurobasal medium
containing B27 supplement (GIBCO Life Technologies). Cells were
cultured for 7 days Coverslips were fixed in 2% buffered para-
formaldehyde, permeabilized with Triton X-100 in 0.1 M PBS, and
blocked with 10% normal serum in 0.1 M PBS. Cells were sequentially
incubated overnight with primary antibodies at 4 °C and then with
Alexa Fluor-tagged secondary antibodies for 2 h. After rinsing in PBS,
cells were stained with Bisbenzimide (Hoescht 32444 1 pM in 0.1 M
PES, for 10 min), rinsed, mounted on Fluoromount (Vector Labs), and
analyzed with a confocal microscope (TCS SPIL Leica). To determine
whether hippocampal neurons express OMgp, we incubated the
cultures with #-OMgp and the neuronal marker «-MAP2 antibodies.
To study the colocalization of OMgp with presynaptic markers, we
labeled the cultures with o-OMgp and o-Synapsin antibodies.

Synaptosome Subfractionation

Adult-mouse forebrains were homogenized in 30 mL of Sol. A buffer (320
mM sucrose, 5 mM Na-i-(2-fydroxyethil)- 1-piperazineethanesulfonic
acid (HEPES)/HCL, pH 7.4) with 10 strokes at 600 rpm in a glass-Teflon
homogenizer. The homogenate was centrifuged (5000 rpm, SS$34 rotor,
for 5 min at 4 °C). The resulting postnuclear supernatant was centrifuged
twice at 11 000 rpm (S534, for 12 min at 4 “C), and the crude
synaptosomal fraction was resuspended in 4-8 mL of Sol. A buffer. This
sample was layered on top of a discontinuous Ficoll gradient of 12%-
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9%-5%. After centrifugation for 35 min at 22 500 rpm in an SW28 rotor
(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA). the synaptosomes were collected
at the 5-9% and 9-12% interphases and resuspended in 15 mL of Sol. B
buffer (10 mM glucose, 5 mM KCl, 140 mM NaCl, 5 mM NaHCO;, 1 mM
MgCly, 1.2 mM NaHPO,, and 20 mM HEPES/NaOH, pH 7.4) After
centrifugation for 12 min at 11 000 rpm, the pellet was resuspended in
300 pL of Sol. B buffer and 2.7 mL of H.0O. This sample was layered on top
of a discontinuous sucrose gradient (0.4 M, 0.6 M, 08 M, LOM, 1.2 M, 1.4
M, L6 M, and 1.8 M). Gradients were centrifuged for 3 h at 33,000 rpm in
an SW41 rotor (Beckman) and were collected as 0.5-mL fractions. The
purity of the fractions was assessed with membrane markers by
immunoblotting with a-Syntaxin 1, o-Synaptophysin, and  o-SNAP-25
antibodies.

Results
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In this study, we used a commercial o-OMgp antibody from
R&D Systems. This antibody was produced in goat immunized
with mouse OMgp. However, to further characterize the
specificity of the «-OMgp antibody, we transfected EBNA-
293T cells with plasmid-encoding mouse OMgp. Immunoblot
analysis using the «OMgp antibody (Fig. 14) exclusively
detected a band of approximately 120-130 kDa in mouse-brain
extracts, myelin extracts (sce Material and Methods for details)
and lysates of OMgp-transfected EBNA-293T cells. Labeling was
absent in mock-transfected cells. It has been described that
OMgp carries the HNK-1 epitope that is also present in other
proteins such us NCAM or MAG (Mikol, Gulcher et al. 1990). To
further corroborate that the OMgp antibody used in the
present study does not recognize the HNK-1 carbohydrare,
adult-brain extracts were immunobloted using the OMgp
antibody and the HNKI1 antibody (clone VCI1.1, Sigma)
(Fig. 1B). The HNK-1(VC1.1) recognizes the HNK-1 epitope
in several brain proteins such us NCAM, MAG, and some
chondroitin - sulfate  proteoglycans of different  molecular
weights, HNK-1(VC1.1) immunoblots render a strong smear
labeling at >180-200 kDa and an addirional Iabeling of several
bands of less than 150 kDa that were not recognized by the
OMgp antibody (Fig. 18). In addition, to further corroborate
these data in tissue sections, coronal brain sections from the
same animal were immunostained using the HNK-1(412) and
OMgp antibodics (Fig. 1CD). The pattern of staining was
completely different. Specific areas of the telencephalon (e.g.,
hippocampal fimbria, the anterior commissure, or globus
pallidus) were HNK-1(412) positive. In contrast, although
cortical layer IV was labeled with OMgp, HNK1(412) labeling
was not observed (Fig. 1C.5). Lastly, the OMgp antibody did not
label any band in omgp -/~ derived protein extracts (see below)
nor in omgp -/~ brain sections (data not shown). We conclude
that the goat «OMgp used in the present study only
recognized OMgp.

Developmental Expression of OMgp during Brain
Developpment

To determine the expression levels of OMgp during de-
velopment, we first performed a Western blot analysis of
protein extracts from developing telecephalon (Fig. 2). The
results were compared with the developmental expression of
Nogo-A and the MBP in parallel immunoblots. Immunoblot
analysis using the rabbit «-Nogo-A antibody detected a band of
approximately 200-210 kDa that decreases from E16 to adult
stages (Fig. 2). In parallel immunoblots, a pale band of OMgp

Cerebral Cortex Page 3 of 11
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Figure 1. Characterization of «-0OMgp antibody. (4] Immunoblot of DMgp using the goat o OMgp antibody in adult-brain protein extracts, purified myelin and protein extracts of

OMap fected, and Mock-transfected cells. For SDS-PAGE and Westem blotting, 40 pg

of adult- and cell-protein extracts, and 1% and 30 pg of myelin extract were used. {8)

Immunoblot in adult-brain protein extracts using the goat o-OMgp antibody and the HNK-1(VC1.1). Blots with HNK-1 showed a pattemn of staining (asterisks) different from those

seen in parallel OMgp blots. [C.0) Low-power photomicrographs ilustrating HNK-1 (£} and

parallel OMgp-staining (C}. Notice the different pattern of staining. Scale bar in I} =

500 wm also pertains to i0) Abbreviations: Fr, frontal cortex; RS, retrosplenial cortex; CA1-CA3 “comus ammonis™ 1-3; 0G, dentate gyrus; F, fimbria; Par1-2, parietal cortex 1 and
2; CPu, caudate putamen; GP, globus palidus; Th, thalamus; IC, internal capsule; AC, anterior commissure; Hy, hypothalamus; Fir, pyriform cortex; and Gu, gustatory cortex.

| E16 PO PS5 P10 P15 P21 Adult l

200 kD - a-Nogo-A
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Figure 2. Developmentzl expression of Mogo- A, OMgp, and MBP in Westem
Blotting. o-OMgp antibody detected 2 band in brain samples with an apparent
molecular weight of 120-130 kDa. Membranes were reprobed with o Tubulin
antibody for protein standardization. Notice that Nogo-A expression started at £16
and continued until adult stages. A faint OMgp band can be seen at E16 long before
the onset of myelination as marked by the first appearance of MBP labeling at P10.

was first seen at E16. OMgp levels increased from PO onward
reaching maximum levels in the adult. Similar postnatal results
were reported by Vourc'h et al. (2003) using semiquantitative
real time-polimerase chain reaction. In contrast, MBP, a marker
of the myelination, was detected only from P10 onward in brain
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extracts. In a recent study (Mingorance et al. 2005), we
described that the first relevant expression of the MAG,
a marker of myelinating oligodendrocytes, appeared at P8-
P10 in the cortical white matter, which correlates with MBP
expression revealed by immunoblotting. Taken together, our
darta indicate that OMgp is expressed at embryonic stages long
before the onset of the brain myelination, which suggests that
OMgp may play additional roles during perinatal development
as reported for other MAIPs (e.g.. NogoA, Mingorance, Soriano-
Garcia, and del Rio 2004; Mingorance Le Meur et al. 2007;
Montani, Gerrits, Gehrig, Dimou et al. 2009).

Next, we aimed to corroborate these data by analyzing the
protein-expression  pattern of OMgp during telencephalic
development in brain sections, from El4 umil adult stages
(Fig. 3). Coronal or longitudinal sections from developmental
series were immunohistochemically processed. The antibody
mainly labeled neurons, although strong staining was also
observed at late postnatal stages in white matter tracks, and
labeled oligodendrocytes were identified in longitudinal spinal-
cord sections with similar morphologies and localization to
those reported in oligodendrogliallike cells in paranodal
sections (Huang et al. 2005) (Fig. 3M, see also Fig. 2 of Huang
et al, for details).

At E14, OMgp immunoreactivity was almost absent from the
mouse telencephalon (Fig. 34) except for mammillotegmental
and mammillothalamic tracts and raphe dorsalis and dorsal
thalamus nuclei (data not shown). At E16, OMgp labeling was
prominent in the pyriform/entorhinal region (Fig. 38), and
after nickel-intensified DAB intensification, projecting neurons
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Figure 3. Fattem of OMgp-protein expression during telencephalic development. {A-F] General views of mouse brains at different stages during development: embryonic stage
14 (E14), E16, PO, P5, P10, and P21. {G-J] High magnifications of the primary somatosensory cortex of mice aged from P5 to P21, Notice the relevant staining of the barrel field at
layer IV between PS and P10. A high magnification of an OMap immunopositive barrel at P7 is shown in the insert. () High-power photomicrograph ilustrating OMgp staining in
P10 hippocampus. iL) OMgp staining in the cerebellum at P21, Purkinje cells are strongly labeled. () Transversal section of adult spinal cord lebeled with anti-OMgp. An
oligodendrocyte-like cell is OMgp positive (amow) as well as other longitudinal thin processes. Abbreviations as in Figure 1 inchuding AC, amygdaloid complex: HL hindlimb: H,
hippacampus; NC, neocortex and I-Vib, cortical layers; gl, granular cell layer; h, hilus; ml, molecular layer; slm, stratum lacunosum-moleculare; so, stratum oriens; sp, stratum
pyramidale; s, stratum radiatum; GL, granular layer; ML, molecular layer; PCL, Purkinje cell layer; and WM, white matter. Scale bars: {A-F) 500 pm; {5-£] 200 pm; i) 100 pm,

and {44} 10 pm.

in layers II-IIl were seen over the intense neuropil, which
expands to layer I and lower layers of the pyriform/entorhinal
cortex. In addition, pale neuropil staining was seen in the
“stratum [acunosum-moleculare” of the developing hippocam-
pus at these stages. At PO, strong immunoreactivity was also
observed in the amygdaloid complex and several hypothalamic
nuclei (Fig. 3GD). At P35, punctalike immunocytochemical
staining was observed in all neocortical areas with higher levels
in lateral than medial corrical regions. Particularly, pale OMgp
staining was observed in all cortical layers in contrast to layer
IV where, in the parietal cortex, immunostaining elements
were grouped in clusters corresponding to barrels while septa
were clearly defined (Fig. 30.G). In addirion, Purkinje cells and
axonal tracts of the cerebellum were also stained at PS5 (data
not shown). At P8 P10, the barrel field was clearly identifiable,
and increasing OMgp labeling was observed in subgranular
cortical layers in the parietal cortex as well as in the formerly
less immunoreactive regions of the cortex, striatum, and dorsal
thalamic nuclei (Fig. 3£H-1). From P15 onward, the labeling of
the cortical barrel field was diluted with the intense OMgp
immunoreactivity in the telencephalon (Fig. 3£/). Particularly
in the hippocampus, at P5 but especially at P8-P10, the stratum
lacunosum-moleculare and the molecular layer of the dentate
gyrus and the “stratum oriens” displayed strong OMgp
immunoreactivity (Fig. 3£K). From P15 to P21, the staining
of the stratum lacunosum-moleculare gradually decreased to an
intensity that was similar to that in the “stratum radiatum” but
lower than in the stratum oriens. In the cerebellum, as
indicated above, Purkinje cells were stained from P5 onward
(Fig. 3L).

OMgp Expression by Adult Hippocampal Interneurons of
the CAI Region

Habib et al. (1998) reported OMgp in local and projection
neurons. In addition, in the Allen Brain Atlas, OMgp mRNA is
expressed in neurons throughout the CNS. These data were
also confirmed by Hunt, Coffin, and Anderson (2002) and
recently by Koyama et al. (2008). In previous studies, we
analyzed the developmental expression of myelin-associated
proteins and receptors in the entorhino-hippocampal system
in mouse, rat, and human (Mingorance, Fontana et al. 2004;
Mingorance et al. 2005; Gil et al. 2006; Llorens et al. 2008).
Thus, to analyze the pattern of labeling of OMgp in the adult
hippocampus, we processed horizontal and coronal sections
of the adult hippocampal formation (Fig. 4). We found that
OMgp was expressed by numerous interneurons mainly in the
CAl region (Fig. 44). OMgp staining in hippocampal neurons
delineated the complete neuron including dendrite and axon.
Cell labeling was intense, and several neuronal morphologies,
ranking from multipolar to bipolar shapes, were observed
scattered in plexiform layers (Fig. 44,8). Double immunohis-
tochemical labeling of OMgp and markers of local circuit
neurons illustrated OMgp immunoreactivity in nonpyramidal
cells expressing calcium binding proteins  (Parvalbumin,
Calretinin, and Calbindin positive) (see Fig. 4C-£ for
examples of double-labeled Parvalbumin-OMgp interneur-
ons) as well as some neuropeptides (CCK or SOM) (Fig. 4F-
K). Although we were unable to establish a clear and specific
colocalization of OMgp with particular subsets of hippocam-
pal interneurons, the first appearance of OMgp staining
in  hippocampal interneurons coincided with the first
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Figure 4. OMap expression in the adult hippocampus. (A}: Low-power ph Cro-
graph of OMuop lzbe pp s. i8): High me |JJKLd area
in (A}, Ul\‘gpfw.wnr-{lur ‘re [‘A gion corresponded to hippoca
. i I||L.S lwng double-labeled
' pl inte
cells are not lebe
ntograph:
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appearance of inhibitory potentials in the hippocampus (see
Discussion).

OMgp Colocalizes with Presynaptic Axonal Markers in
vitro and with Presynaptic Proteins in Synaptosomal
Fractions I'nt Vivo

As indicated, OMgp is present during perinatal development in
neocortical layer IV in punctalike staining as well as in
developmental axonal tracts. Thus, we next examined the
putative presence of OMgp at the synapse (Fig. 5). First, OMgp
localization was studied in primary hippocampal cultures after 7
days in vitro (Fig. 54-H). In cultured neurons, OMgp completely
labeled MAP2 positive hippocampal neurons (Fig. 54- C) but was
also present in axonal-like varicosities close to neurites or the
perikaryon of other cultured neurons. Further, double imimu
nohistochemical studies showed that OMgp colocalized in
axonal varicosities with presynaptic proteins such as Synapsin
(Fig. 5D-H). To further confirm that OMgp was present in the
presynaptic terminals, we analyzed the distribution of well-

Page 6 of 11 Puttive Roles of OMgp during Perimatal CNS Developrm Gil et al.

Resultados Capitulo 11

IS KD = -*

a-Syntaxin 1

25kD = a-SNAP-25

|‘2\r={‘qir posit
axonal -'II!I’FJSI[IE'S i

{54} OMgp expression in S
Lll trr-nd h|ppfm -p<.| neurons. MNote that few IJI\"clp -positl
] W UMagp  expre: ssnu n ..JL,I

; nd Su\IA3-?h
bars: |/ \

Scale

known presynaptic markers (Syntaxin 1 and SNAP-25) in adult
sucrose-fractioned brain synaptosomes, and we compared their
distribution with OMgp by Western blotting. Fractionation of
synaptosomal preparation showed that OMgp was present in
the membrane and vesicular fractions (F11-F17), sharing
distribution with synaptic markers but not with the cytosolic
or mitochondrial fractions (F3-F9 and F19) (Fig. 57). Taken
together, the data suggest that OMgp is localized in axons and
synaptosomes in developing and adult neurons.

Altered Thalamo-Cortical Targeting and BarrelField
Development in omgp -/~ mice

As indicated, OMgp is present in developing axonal tracts. To
further determine the role of OMgp in the development of the
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cortical barrel field, we analyzed the distribution of 5-HTT
(serotonin transporter) immunoreactivity in coronal brain
sections from 5 omgp -/~ and 6 wild-type mice at P7 (Fig. 6).
The experiments were conducted blind, with no knowledge of
the genotype of the brain being processed, and all free-floating
sections were bulk processed during the immunolabeling. After
the experiment and data acquisition, the genotype of each
mouse was determined by immunoblotting (Fig. 64). First, as
indicated, the omgp gene is located within intron 27b of the
mouse NFI gene, which encodes to Neurofibromin (Mikol,
Alexakos et al. 1990). NFl-deficient mice display deficits in
development of the somatosensory barrel field (Lush et al.
2008). Thus, we aimed to determine whether the pattern of
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NF1 expression is altered in omgp -/~ mice compared with
wild-type mice at the postnatal stages of barrel-field formation.
After immunostaining, omgp /- and wild-type mice showed
similar patterns of immunostaining in the neocortex (Fig. 65,C)
and hippocampus (Supplementary Fig. 1). In addition, cortical
layering was maintained in adult omgp -/~ mice compared with
wild type (Supplementary Fig. 2). Next, we determined that the
thalamo-cortical connection is formed in omgp -/~ mice.
However, our results revealed that the diswribution of the 5-
HTT immunostaining in the barrel field showed clear differ-
ences in omgp -/~ compared with controls in the neocortex. In
omgp -/~ mice, barrels were less defined in the first parietal
cortex with numerous 5-HTT-positive axons invading

A

BRAIN SPINAL CORD

AdutWT | P7WT Imnml PT KO

120 kD= a-OMgp

010~ .

omgp +/+ ‘ |

GRAY SCALE

108

Figure 6. OMgp immunostaining in the primary somatosensory cortex in omge —/— mice. (4] Westem blot coroboration of the presence of the OMgp protein in omgp —/—
mice and wild-type controls. [B.C} Low-power photomicrographs illustrating representative sections of the parietal cortex of a wild-type 18] and omgp —/— (€} mouse,
immunostained using the o-NF1 antibody. (0-G) Low-power photomicrographs illustrating representative sections of the somatosensory barrel field in control {0,F) and omgp —/
~ {F,G) mice. Barrels in mutant mice {2mows in £) appeared less defined than in controls and numerous §-HTT-positive axons were seen ectopically in layers [I-1ll {arowheads).
After application of the pseudocolor correlation, the disorganization of the terminal thalamo-costical field in the somatosensory cortex is better demonstrated. In the right, the LUT
pseudacolor scale {Rainbow RGB) from the Image-J program indicating the gray scale value is shown. Abbreviations as in Figure 3. Scale bars: (8.0}, 100 um pertains to {C.£),

respectively. (RG] 100 pm.
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ectopically layers ITI-IIT (Fig. 6.£). All the processed mutant mice
showed these alterations. In Figure 6, we show the densito-
metric analysis in one of the analyzed mice and its parallel
control littermate (Fig. 6FG). In conclusion, omgp -/~ mice
showed altered distribution of thalamo-cortical axons in
cortical layer IV, which indicates that OMgp is required to
restrict correct thalamo-cortical axon targeting in the de
veloping cortical barrel field.

Discussion

Neuronal OMgp FExpression during Telencepbalic
Development

To date, most studies have analyzed the partern of OMgp
expression during posinatal development (Habib et al. 1998;
Vourch et al. 2003) or in adult stages (Hunt, Coffin and
Anderson 2002; Funahashi et al. 2008; Lee et al. 2009). Some
studies reported that OMgp is expressed by oligodendrocytes
(Funahashi ¢t al. 2008), whereas others indicate a ncuronal
expression (Habib et al. 1998; Hunt, Coffin, and Anderson 2002;
Koyama et al. 2008; Lee et al. 2009). These discrepancies in
OMgp expression are very similar to those observed few years
ago with the oligodendroglial and neuronal Nogo A expression
(see Mingorance, Fontana et al. 2004 for derails). From
a technical point of view, most authors used OMgp immunos-
taining because mRNA localization in oligodendrocytes is
difficult and tissue treatments may underestimate the amount
of mRNA in neurons (Schwab M, personal communication; see
also Huber et al. 2002 for details). However, the available
evidence indicates that OMgp is a neuronal protein that is also
expressed by oligodendrocytes in healthy (Hunt, Coffin, and
Anderson 2002) or damaged CNS (Guo et al. 2007), as well as in
cultured oligodendrocytes (Habib et al. 1998). Interestingly,
OMgp was found in the nodes of Ranvier, a nonmyelinated
axon region (Apostolski et al. 1994; Huang et al. 2005; Nie et al.
2006). Huang er al (2005) reported that OMgp was not
localized in compact myelin, but in oligodendroglial-like cells,
whose processes converge to form a ring that completely
encircles the nodes.

Our results indicate that the goat «-OMgp antibody rec-
ognized endogenous and recombinant OMgp protein specifi-
cally. OMgp is present along nonmyelinated axonal tracts
during telencephalic development and expressed in cultured
MAP2-positive hippocampal neurons and adult hippocampal
interneurons in vivo. Taken together, our results reinforce the
notion that OMgp is expressed in neurons and oligodendro-
cytes. However, we did not observe OMgp-positive oligoden-
drocytes in the telencephalic regions due to the relevant
neuropil staining of the sections from the second postnatal
week onward. However, in transversal sections of the spinal
cord, a similar staining to those presented by Huang and
coworkers was observed.

Early Expression of OMgp during Cortical Development. A
Role in Axon Target Specification?

We have determined that OMgp expression begins early in
embryonic development long before the onset of brain
myelination. This suggests that OMgp has additional roles other
than the formation of the myelin sheath (Nie et al. 2006) or
preventing axon regrowth after injury (Ji et al. 2008). OMgp
immunostaining in the developing neocortex follows the target
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the early cortical barrel in mice appears as a patch around P4 and
septa become noticeable at P6 (Rice and Van der Loos 1977).
Intrinsic cortical connections in the developing somatosensory
barrel field are detected from the first postnatal week after
barrel formation (P8-P10) coinciding with the first appearance
of spontaneous inhibitory potentials in middle cortical layers
(Luhmann and Prince 1991). In our study, OMgp labeling in
layer IV appeared during the first stage of barrel development
(P4-P5). This suggests that OMgp plays an early role in the fine
tuning of the thalamo-cortical axons in the developing cortex.
This was corroborated by analyzing the parietal barrel field in
omgfr /- mice, which displays ectopic 5-HTT labeling in layers
I-IIL A disrupted barrel-field pattern was also reported in
nfl -/~ mice (Lush et al 2008) as well in #rkb -/~ mice or
MAOA-urkB double knockout (Vitalis et al. 2002). The omgp—/-
mice used in the present smudy showed a normal pattern of NF1
protein compared with wild-type mice. Thus, it is unlikely that
NF1 is involved in producing the present results. However, the
phenotypes of the NF1-deficient mice and the OMgp knockout
are different. As indicated by Lush et al. (2008), NF1 knockout
mice showed profound differences in cortical layer IV because
patterning of cortical cells into barrels was strongly reduced
compared with wild-type mice. In contrast, the OMgp-deficient
mice showed no apparent differences in the barrel formation
and cortical layering (see Supplementary Fig. 2). The deficits
observed in the NFl-deficient mice in the thalamo-cortical
connection are stronger than those observed in the omgp -/~
mice. Due to the particular location of the OMgp gene into
the NF1 locus (see above), we cannot rule out an additional
effect of the OMgp absence in the NF1 phenotype. However,
OMgp expression was not determined in NF1 mice (Prof.
Parada L, personal communication).

On the other hand, it has recently been reported that brain
derived neurotrophic factor (BDNF), the high-affinity ligand of
TrkB rcceptor, which plays key roles during cortical de-
velopment (see, e.g., Alcantara et al. 2006), stimulates the
phosphorylation of NgR1 by Casein kinase II, suppressing
Nogo-dependent inhibition of neurite outgrowth in neuroblas-
toma-derived neural cells (Takei 2009). Thus, the absence of
TrkB may have a direct effect on NgR1 mediated axon
inhibition and plasticity. It is not clear, whether OMgp
expression is modulated by BDNF through TrkB receptor.

OMgp is located at the neuronal membrane (Habib et al.
1998) and carries the HNK-1 epitope (Mikol, Alexakos, et al.
1990), which is also present in well characterized neural
adhesion molecules such as NCAM, L1 or Tenascin R (see
Schachner et al. 1995; Yamamoto et al. 2002; or Vourc’h and
Andres 2004; for a review). Although our OMgp antibody does
not recognized HNK-1, it has been reported that similar CAL
adult hippocampal interneurons labeled with OMgp are HNK-
1-positive. The HNK-1 epitope is involved in synaptic plasticity
and neuronal physiology both during development and in
adulthood (Schachner et al. 1995; Yamamoto et al. 2002). Thus,
a putative function of OMgp in neuronal physiology cannot be
ruled out. On the other hand, a putative role of OMgp as an
adhesion molecule during axonal development cannot be also
discarded out either, even if we take into account the
modifications of the distribution of 5-HTT axons in the
omgfr -/~ mice. Furthermore, the absence of other neuronal
MAIPs during development in vitro leads to increased neurite
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length and growth cone motility (Mingorance-Le Meur et al
2007; Montani, Gerrits, Gehrig, Dimou et al. 2009). Although
not considered in the present study, we cannot discard
a putative function of OMgp modulating cytoskeleton dynamics
and neurite length.

To our knowledge, this is the first description of a putative
function of MAIPs in barrel-field formation and together with
other studies (Martin et al. 2009) the first step toward
understanding the role of OMgp during cortical development.
Although Nogo-A has been associated with neurite extension
(Mingorance Le Meur et al. 2007; Montani, Gerrits, Gehrig,
Dimou et al. 2009), its putative role in the development of the
somatosensory barrel field is unlikely, because cortical layering
develops normally in Nogo mutant mice (McGee et al. 2005;
Mingorance-Le Meur et al. 2007). In addition, Nogo-A expres-
sion levels do not change during the critical period, at [east in
the mouse visual cortex (P20-P26) (McGee et al. 2003), and
other MAIPs, such as MAG, appear in the white matter of the
somatosensory cortex at PS5 (Mingorance et al. 2005). Indeed,
numerous studics indicate that nonmyelin-related mechanisms
may limit somatosensory barrel-field plasticity because the
relevant critical period ends earlier in development (P1-P4),
before cortical myelination matures (McGee et al. 2005).
Thalamo-cortical axon targeting involves the participation of
multiple lamina-specific molecules but relevantly its fine tuning
via neural activity (see Yamamoto et al. 2007 for a review).
Thalamic axons grow and reach the cortex in the absence of
OMgp and in the absence of other MAIPs. Moreover,
myelination is absent during early barrel-field formation as
indicated above, but a role of OMgp via NgR1 (expressed in
layer IV neurons at these stages; Mingorance, Fontana et al
2004) or other receptors (see below) could take place. NgR1
has recently been implicated in activity-dependent synaptic
strength (Lee et al 2008). In addition, NgR1-mediated signaling
from myelin-derived proteins consolidates the neural circuitry
established during experience-dependent plasticity (McGee
et al. 2005). Furthermore, a recent study described a new
MAIPs receptor: PirB (Atwal et al. 2008; Filbin 2008), which has
been implicated in restricting cortical plasticity in the visual
cortex (Syken et al. 2006). In this scenario, we cannot rule out
the participation of OMgp together with other factors in
restricting cortical plasticity.

Does OMgp Play a Role at the Synapse?

As indicated, emerging descriptions indicate several roles for
myelin protein ligands and receptors in fanctions very different
from those reported above (eg, see Wang et al 2006
Mingorance-Le Meur et al. 2007; Pernet et al. 2008; or Montani,
Gerrits, Gehrig, Kempf et al. 2009). Nogo-A has been locared at
the nenronal synapse at the ultrastructural level in the post-
synaptic active zone (Liu et al. 2003) as well as in developing
axonal tracts (Tozaki et al. 2002; Mingorance Le Meur et al
2007). Here, we demonstrated, using biochemical and immuno-
cytochemical methods, that OMgp is located in axonal tracts as
well as in synaptosomal fractions and in axonal varicosities.
Taken rogether, these data open up the field for a putative role
of OMgp at the synapse. Whether these functions are structural
or associated with neurotransmission warrants further study.
Unfortunately, our antibody does not react with OMgp in
postembedding protocols, so we cannot clearly define its
location at the synaptic contact, as reported for Nogo-A (Liu
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et al 2003). However, its location in puncta-like structures or
synaptosomal fractions points to putative neuronal roles at the
synapse, which would increase the new unexpected OMgp
functions. For example, recent studics reported new functions
for OMgp in controlling stem-cell physiology (Martin et al
2009). Whether NgR1 or the recently discovered MAIPs
receptor PirB or other unknown receptors mediate or partic-
ipate in these new functions, including the targeting of thalamo-
cortical axons, needs to be determined. In this respect, Lee et al.
(2008) indicates that NgR1 modulates synaptic transmission
by regulating fibroblat growth factor fibroblast growth factor
receptor-mediated signaling. It would be of interest to study
whether OMgp-NgR1 or PirB interactions regulate FGFE; roles in
the developing telencephalon. In addition, several HNK-1-
binding molecules located in perineural nets have been de-
scribed, such as laminin, selectins, brevican, or aggrecan, which
also contribute to corticogenesis (Hall et al. 1993; Needham and
Schnaar 1993% Miura et al. 2001; Domowicz et al. 2003).
Interestingly, one of the most relevant compounds of the
perineural nets is aggrecan, which also showed profound
alterations in expression and distributions after sensory depri-
varion (McRae et al. 2007). Further studies will help to answer
these challenging questions.

Supplementary Material

Supplementary material can be found at  hupy//www.cercor.
oxford journals.org/
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Supplementary Figure 1.

NF1 immunostaining in the hippocampus in wild-type and omgp -/- mice.

A-B: Low-power photomicrographs illustrating representative sections of the hippocampus of
a wild-type (A) and omgp -/~ (B) mouse, immunostained using the a-NF1 antibody at P7.
Abbreviations as in Figure 3. Scale bars: A, 200 pm pertains to B.
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omgp +/+ H omgp -I-

Supplementary Figure 2
A-D: General views of parietal cortex of a wild-type (A) and omgp -/~ (B) mouse,

immunostained using the a-CALB antibody. A parallel Nissl stained sections are showed in
C-D respectively. Abbreviations as in Figure 6. Scale bars: A, 100 pm pertains to B-D.
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Expresion de Nogo-A en el hipocampo humano durante el
envejecimiento normal y en la enfermedad de Alzheimer

Vanessa Gil, Oriol Nicolds, Ana Mingorance, Jestis Mariano Urefia, Bor Lueng Tang,
Tatsumi Hirata, Javier Séez-Valero, Isidro Ferrer, Eduardo Soriano y José Antonio del
Rio.

Resumen

Las proteinas asociadas a mielina, Nogo-A, MAG y OMgp, estan implicadas en al
formacion y estabilizacion de las vainas de mielina, pero ademas, también son
responsables de la inhibicion de la regeneracion axonal tras lesion y de la pérdida de
plasticidad en el adulto. Estudios recientes sugieren que la expresion de alguna de estas
proteinas en el hipocampo (por ¢j. Nogo-A) puede ser modulada por actividad sindptica o
tras lesiones neurales derivadas de ciertas patologias cerebrales como epilepsia del 16bulo
temporal, esclerosis multiple o esquizofrenia. Sin embargo, hasta ahora no se ha descrito
ninguna relacion entre dichas proteinas y la enfermedad de Alzheimer (AD), situacion
patologica en la cual ocurre una gran pérdida celular y una significante reorganizacion
sinaptica en areas relacionadas con el aprendizaje y la memoria. El presente estudio se
centra en el analisis de la expresion de Nogo-A en la formacién hipocampica humana en
una situacion de envejecimiento normal y en AD. Nuestros resultados indican que Nogo-A
se expresa en oligodendrocitos y neuronas durante el envejecimiento normal, asi como
también en células granulares y fibras musgosas del giro dentado. Sorprendentemente, en
AD, Nogo-A es sobreexpresado por neuronas hipocampicas y aparece asociado a depositos
amiloideos en placas seniles. Estos resultados sugieren una posible participacion de las
proteinas asociadas a mielina, asi como de los componentes del complejo receptor, en
las respuestas asociadas al envejecimiento y en particular a enfermedades
neurodegenerativas como AD. Ademas, también indican que estas proteinas podrian ser

consideradas como nuevas diana terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas.
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Nogo-A Expression in the Human Hippocampus in Normal
Aging and in Alzheimer Disease

Vanessa Gil, Oriol Nicolas, Ana Mingorance, Jestiis Mariano Urefia, PhD, Bor Lueng Tang, PhD,
Tatsumi Hirata, PhD, Javier Saez-Valero, PhD, Isidro Ferrer, MD, PhD,
Eduardo Soriano, PhDD, and José Antonio del Rio, PhD

Abstract

Myelin-associated proteins are involved in the formation and
stabilization of myelin sheaths. [n addition, they prevent axon
regeneration and plasticity in the adult brain. Recent evidence
sugpgests that the expression of certain myelin-associated proteins
(e.g. Mogo-A) can be regulated by synaptic activity or by over-
expression after neural lesions in brain syndromes such as temporal
lobe epilepsy. However, no studies on Alzheimer disease (ATD)
have been reported in which cell loss and significant synaptic
reorganization occurs. In the present study, we analyze in detail the
expression of Nogo-A in the hippocampal formation in normal
human aging and in AD. Our results indicate that Nogo-A is
expressed by oligodendrocytes and neurons in the aged hippo-
campal formation. In addition, both granule cells and mossy fiber
connections are also labeled in the old-aged hippocampi. Interest-
ingly, Nogo-A is over-expressed by hippocampal neurons in AD
and is associated with f-amyloid deposits in senile plaques. Taken
together, our results reinforce the hypothesis that Reticulon proteins
such as Mogo-A participate in the neuronal responses stemming
from hippocampal formation during sencscence, and particularly in
AD. These findings also indicate that Reticulon proteins could be
considered as new putative drug targets in therapies of neuro-
degenerative disorders.

Key Words: Alzheimer disease, Human hippocampus, Myelin-
associated proteins, Nogo-A.
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INTRODUCTION

Alzheimer disease (AD) is characterized by the presence
of neuritic and cerebrovascular plaques containing B-amyloid
(AB) peptides, nearofibrillary tangles enriched in hypetphos-
phorylated tau protein, activation of glial eells, and neuronal
degeneration (1-3). Numerous studies have reported that
fibrillar AP peptides are toxic to several cell types, including
cultured neurons in vitro (4) and in vivo (5), endothelial cells
(6), and glial cells (7). Oligodendrocytes are particularly
reactive and wvulnerable to oxidative stress, inflammatory
cytokines, and excitotoxic neuwrotransmitters, all of which
cause injury in AD-affected brains (8). Hence, the degenera-
tion of oligodendrocytes may correlate with the loss of
myelinated axonal tracts described in AD (9, 1(0). The loss of
oligodendrocytes might have deleterious effects on neuronal
viability, since they express multiple growth factors in the
normal brain (11-13).

Several myelin-associated proteins involved in the
formation and maintenance of myelin sheaths also prevent
axonal regeneration and plasticity in the adult mammalian
CNS (14). To date, 3 myelin inhibitors with these functions
have been characterized: Nogo-A (15-17), myelin-associated
glycoprotein (MAG) (18, 19), and oligodendrocyte-myelin
elycoprotein (OMgp) (20, 21). Nogo-A contains 200 amino
acids in its C-terminal region, which is homologous to
members of the Reticulon (Rf) gene family (22). All 3
myelin-derived molecules share a common neuronal receptor
complex comprising NgR, p75, TAJ-1/TROY, and LINGO-1
{23-26). Studies using «-Nogo antibodies have shown that
most Nogo proteins in oligodendrocytes and neurons are
localized to the endoplasmic reticulum, with only a low
percentage found in the cell membrane (17, 27-29).

Several studies have described the presence of Nogo-A
and NgR mRNAs and proteins in the human brain, both
during development (30-32) and in the adulthood (33,
34).However, characterization of Nogo-A-immunoreactive
cell types in the adult hippocampus has led to conflicting
results (33, 34). Although the function of Nogo-A in neurons
is largely unknown, it has been implicated in synaptic
plasticity following CNS injuries in rodents (35-39). In
addition, recent findings indicate that cell expression of
certain myelin-associated proteins can be modified in several
brain pathologies. Indeed, increased levels of Nogo-A have
been described in patients with temporal lobe epilepsy (34)
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and in multiple sclerosis (40). Increased Nogo-A mRNA
levels have been reported in schizophrenia (41-43). In spite
of these studies, no data are available on AD, in which
increased myelin-basic protein (MBP) mRNA levels have
been described in affected brains, in parallel with losses of
myelin tracts (44, 45). The hippocampal formation (HF) is
an early and one of the most severely affected brain areas in
AD (1). With this in mind, we examined the expression of
Nogo-A in human HF in both normal aging and AD. We
provide evidence that Nogo-A is expressed in the adult
human hippocampus by principal and local-circuit neurons,
as well as by oligodendrocytes. Surprisingly, Nogo-A

r ig algo ohgerved in gl-m\nla celle and their

IMmnnareacty

projecting axons in old-aged brains. Moreover, a relevant
merease in Nogo-A expression 18 found in pyramidal

neurons of both the HF and the neocortex in AD and is also
localized in senile plaques around amyloid deposits that
were also swrrounded by reactive astrocytes. Taken together,
these results not only indicate that Nogo-A is upregulated in
the AD hippocampus, but also reinforce the hypothesis that
Nogo-A plays a role in synaptic plasticity and funetional
reorganization in certain brain diseases.

MATERIALS AND METHODS

AD and Non-AD Cases
This study is based on 14 non-AD and 16 AD post-

mortern lmman hraing from the Ingtitnte of Newronathalaoy

morem numan brams Irem g nstiule o6 MNeurepatinoiogy

and University of Barcelona/Hospital Clinic Brain Banks. All
brains were obtained within 2 to 13 hours after death, following

TABLE. AD and Non-AD Cases Examined in the Present Study

Patient TD Age (v), Sex Time Postmortem (h) Cortical region Post-fixation time (d) Type of investigation
Non-AD
nADgg SLM 4 HF 1 HC
1AL, 2.M 4 HF 15 HC
nAD, 53, M 3 HF 1 HC
nAD; s 55 M 7 HF 1 mc
nAD, 65, F 4 HF + FC 1 HC
nAD 5, T, F 24 FC 1 HC
nADgs 73, F 7 HF 1 mc
nAD) o 80, F 330 IF 1 oic
nADgs 58 M 4 HF WB
1AD, g 69, F 23 HF WEB
nADy5 70, F 5 FC WB
nADgy, 71, F 7 FC WB
AT 00 74, M 6.15 FC Wb
nAD; 00 76, F 5 FC WE
AD
ADgs 68, M 445 I + FC 1 orc
AD, . 69, M 4 HF 15 mc
ADy gy 75, M 4 HF 15 HC
AD, 5 70, M 448 HE 1 e
ADyse 83, F 4 HF 1 HC
ADyos 83, F 5 IF 1 oIc
ADyg 84, F 2 FC 1 HC
ADjgss 67, M 7.3 FC WEBE
ADy3s 67, M 23 FC WEB
ADuan 72, M 7.3 FC WEB
ADysg 77, F 6.15 FC wB
ADgss 7. M 6 HF WBE, IP
ATy 02 78, M 7 FC WEB
Ay 80, M 13 ¥ WEB, I
Az 8L F 33 FC WB
Ay 90, M 4.30 HF WE, IP
Epileptic
Eaag 65%, M - HF mc
Esxsy 43*, F - HF HC

E, samples from epileptics with sclemtic hippocampi; v, years; *, age at the time of surgery; M, male; F, female; b, hours; HF, hippocampal formation; FC, frontal cortex; d,

days; THC, Immunahistachemistry; WB, Western blat; IP, immunaprecipitation
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Nogo-A in Aged and AD Brains

the Code of Ethics of the World Medical Association and the
protocols of the local cthical committee. Basic patient data are
shown in the Table. Clinically, 16 patients had suffered from
severe dementia of Alzheimer type following the diagnostic
criteria of the NINCDS-ADRDA, and all of them had a
clinical dementia rating scale (CDR) stage 3 (46). Fourteen
cases were neurologically normal. Cases with and without
clinical neurological disease were processed in the same way
following the same sampling and staining protocols. At autopsy,
half of each brain was fixed in 10% buffered formalin, while the
other half was cut in coronal sections 1-cm thick, frozen on dry
ice, and stored at —80°C until use. In addition, 2-mm-thick
samples of the cerebral isocortex, cingulum, hippocampus and
entorhinal cortex, and brainstem were fixed with 4% parafor-
maldehyde for 24 hours, cryoprotected with 30% sucrose,
frozen on dry ice, and stored at — 80°C until use. Following
neuropathological examination, AD cases were categorized as
stages V/VIC of Braak and Braak (1, 47). Concomitant Lewy
body disease occwred in no case. Control cases (non-AD) did
not show neurological or metabolic disease, and the neuro-
pathological examination, earried out in similar regions and
with the same methods as in AD cases, did not show lesions.
In particularly, no amyloid or tau deposits were seen in the
regions examined. Therefore, cases with AD-related changes
corresponding to stages 1 to 1T of Braak and Braak were not
considered in the present study.

In addition, paraformaldehyde-fixed sections of the HF
from 2 epileptic patients with hippocampal sclerosis who
had undergone an anterior temporal lobectomy at the
Neurosurgery Department of the “La Princesa” Hospital
(Madrid, Spain) (Table) (see rvef. [48] for technical details)
were included in this study.

Antibodies

Several antibodies against Nogo proteins were used: a
polyclonal antibody against amino acids 223-399 of human
Nogo-A (Gen Bank Accession No. KIAAO886, diluted
1:2000): a goat polyclonal antibody against Nogo, N-18,
which recognizes Nogo-A, -B, and foocen (diluted 1:200
from Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); and a
monoclonal antibody (NG1) against Nogo-A (49). The
following primary antibodies were also used: a mouse
monoclonal antibody against glial fibrillary aecidic protein
(GFAP, diluted 1:500, Chemicon, Temecula, CA) to label
astrocytes; a mouse monoclonal antibody against MBP
(Chemicon) to label the myelin protein {(diluted 1:500 for
Western blot and 1:250 for immunohistochemistry): a
monoclonal antibody against a nonapeptide epitope derived
from the hemaglutinin protein of human influenza virus
(HA, diluted 1:1000, clone 12CAS3; Roche Applied Science,
Indianapolis, IN); a rabbit polyclonal antibody against
human neuronal specific enolase (NSE, diluted 1:200, Dako,
Glostrup, Denmark); a monoclonal antibody against human
Bramyloid (1-17) (clone 6E10, diluted 1:500, Sigma, St.
Louis, MO). Finally, a rabbit polyclonal antibody against
carnosine (B—alanyl-L-histidine) (CAR, diluted 1:400;
kindly provided by F.L.. Margolis, Baltimore, M)} was used
to label oligodendrocytes (30, 51).

© 20006 American Association of Newropathologists, Ine.

Western Blotting and
Immunoprecipitation Techniques

Human postmortem tissue samples from frontal cortex
(area 8) and hippocampal formation ( Table) were homogenized
(10% wiv) in ice-cold Tris-saline buffer (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, pH 7.4) containing (.5% (w/v) Triton X-100,
0.5% (w/v) Nonidet P-40 (lgepal, Sigma) and 1x cocktail of
protease and phosphatase inhibitors (HB buffer) (52), using
a motor-driven glass-teflon homogenizer in ice. The homo-
genate was clarified by centrifuogation at 13,000 x g for
15 minutes, and the protein contents of soluble fractions
were determined using the Bio-Rad detergent-compatible
assay (Bio-Rad, Hercules, CA). Tissue extracts (Le. 10 pg
for MBP or 30 pg for Nogo-A samples) were boiled in
Laemmli sample buffer at 100°C for 10 minutes, followed
by 6 to 10% SDS-PAGE, and electro-transferred to nitro-
cellulose membranes (Amersham Biosciences, Little Chal-
font, UK) for 6 hours. Following transfer, membranes were
incubated overnight at 4°C with either a-Nogo-A antibody
(N-18, 1:200 diluted (53), a-NSE [1:200 diluted], or a-MBP
[1:500 diluted]). Membranes were subsequently incubated
with peroxidase-tagged secondary antibodies (a-1gG raised
in goat, rabbit, or mouse, respectively, Dako) and peroxidase
activity was visualized using the ECL-plus kit (Amersham
Biosciences). Cell extracts from Nogo-A transfected COS1
cells were used as an internal control. Quantification of the
density of bands of Western blots was performed using the
Bio-Rad Quantity One Image software (Bio-Rad). Films
were scanned at 1,200 x 1,200 dpi resolution and the
densitometric values (from 0 to 255) of labeled bands were
determined. The ratio of Nogo-A or MBP bands to NSE was
then calculated for each AD and non-AD sample. The
Student £-test was used to assess statistical significance.

For immunoprecipitation, brain lysates from AD patients
(Table) were incubated with 1 pg of a-Nogo A or a-AfR or
pre-immune serum at 4°C overnight. This mixture was
subsequently incubated with Protein G beads (Sigma) for 2 to
4 houwrs at 4°C. The beads were washed 3 times, once in
20 mM Tris buffer, pH 7.5, containing 150 mM NaCl, 1 mM
CaCls, T mM MgCls, 1% Triton X-100, protease and
phosphatase inhibitors, and twice in the same buffer containing
only 0.1% Triton X-100. The beads were re-suspended in SDS-
PAGE loading buffer, boiled, and analyzed by Western blot.

Characterization of «-Nogo-A Antibodies

COS1 cells were maintained in culture with Dulbeccos
modified Eagle’s medium, supplemented with 10% fetal bovine
serum, glutamine, and antibiotics (all purchased from GIBCO
Life Technologies, Paisley, UK). Cells were grown in 35-mm-
diameter 6-well multiplates (Nunc, Roskilde, Denmark) con-
taining 10-mm-diameter glass coverslips at 60 to 70%
confluence and transiently transfected with N-terminal HA-
tagged human RTN4-A/Nogo-A (pCAGGS-HA-RTN-XS,
[54]) or human RTN4-B/Nogo-B (pCMV-ASY/Nogo-B [55])
using Lipofectamine-Plus reagents according to the man-
ufacturer’s instructions (GIBCO Life Technologies). Seventy-
two hours later, the coverslips were removed from the culture
plate and fixed in 1% buffered paraformaldehyde (15 minutes,
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4°C), rinsed in PBS O0.1M, pH 7.2-7.5, and stored. The
remaining cells were scraped and harvested in Lacmmli sample
buffer. Cell extracts were separated by 6 to 10% SDS-PAGE
electrophoresis, electro-transferred to nitrocellulose mem-
branes and immunoblotted. Parallel coverslips were permea-
bilized with 0.1 M PBS containing 0.5% Triton X-100 for
15 minutes, blocked with normal goat serum, and sequentially
incubated with primary antibodies for 2 hours at 30°C and then
for 1 hour with Alexa Fluor-tagged secondary antibodies. After
rinsing in PBS, cells were stained with Bishenzimide (Hoescht
32444, 1 pM in PBS (0LIM, for 10 minutes), rinsed, and
mounted i Fluoromount (Vector Labs, Burlingame, CA). In
addition, primary antibodies were also checked on Westem
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blots of brain protein extracts from newborn mice obtained in
HB buffer as above.

Immunohistochemical Techniques

Sections (40- to 50-pum-thick) were obtained in a freezing
microtore (Leica, Wetzlar, Germany) and processed. For
immunohistochemistry, the sections were processed a follows:
after rinsing n (0.1 M PBS, endogenous peroxidase activity was
mhibited by a solution of 109 methanol and 3% hydrogen
peroxide for 25 to 30 minutes. After blocking in a solution
contammg 10% normal serum for 2 howrs, free-floating
sections were incubated ovemight with primary antibodies at

RTN4-A/Nogo-A

RTN4-B/Nogo-B RTN4-B/Nogo-B

FIGURE 1. Recognition of Nogo-A by the antibodies used in the present study. (A) Localization of the Nogo-A regions detected
by a-Nogo-A and N-18 anlibodies. Note thal the N-terminal region of the Nogo-A molecule has been schemaltized oulside the
cell, as was recenlly described by Dood el al (29). (B) Immunoblot of Nogo-A using a-Nogo-A and N-18 antibodies in cell
extracts of RTN4-A/Nogo-A, RTN4-B/Nogo-B, and Mock-transfected cells. (€ E) Examples of COS1 cells transfected with RTN4-
Af/MNogo-A or RTN4-B/Noge-B and immunostained with o«-MNogo-A (€, E) and «-HA antibodies (D). A lattice-like network
characteristic of the endoplasmic reticulum is co-labeled with both antibodies following RTN4A/Nogo-A but not with RTN4B/
Nogo-B. (F, G) COS1 transfected with RTN4-A/Nogo-A or RTN4-B/Nogo-B exhibited similar immunostaining with a-pan-Nogo
(N-18) antibody. Scale bars = (€) 50 pm pertains to (D); (E) 50 pm; (F) 50 um pertains to (G).
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FIGURE 2. Topographical and cellular localization of Nogo-A in adult human hippocampal formation and frontal cortex. (A, B) Nissl
staining (A) and panoramic distribution of MAG (B) in the hippocampus of a 73-year-cld control patient. (€) Low-power
photomicrograph of the hippocampus illustrating the distribution of Nogo-A immunoreactivity in the same case. Mote the Nogo-A
labeling in the granule cell layer of the dentate gyrus in the control hippocampus. (D, E) High-magnification photomicrographs
illustrating details of Nogo-A immunoreactivity in the dentate gyrus. Granule cell axons ([D], arrows) and some immunoreactive
neurons displaying multipolar shapes ([E], arrow) can be seen in the polymorphic cell layer. (F) High-magnification photomicro-
graphs illustrating details of Nogo-A immunoreactivity in the dentate gyrus of a 53-year-cld patient. Note the labeling of small cells
(open arrows) of the SLM and large multipolar cells (arrows) in the polymarphic layer. In contrast, granule cells exhibit lower Nogo-A
immunaostaining than in older individuals. (G) High-magnification photomicrographs illustrating Nogo-A immunoreactivity in the
entorhinal cortex using the NG1 antibody of a 73-year-old patient. Note the intense labeling of pyramidal {arrows) and non-
pyramidal neurons {open arrows), and the characteristic autoflucrescence of lipid deposits in old human neurons (arrowheads). (H, I}
High magnification illustrating a double-labeled (CAR/MNogo-A) oligodendrocyte (open arrow) in the entorhinal cortex using AMCA-
and Alexa Fluor-tagged secondary antibodies. The autoflucrescence lipid depaosits (arrowheads) are also labeled. (J) Photomicro-
graphs illustrating Mogo-A immunaoreactivity in the frontal cortex, using the «-Mogo-A antibody, of a 71-year-old patient. Principal
neurons (arrows) and lipid deposits (arrowheads) can be seen. A, alveus; CA1-3, cornus ammonis region 1 3; DG, dentate gyrus; EC,
entorhinal cortex; GL, granule layer; ML, molecular layer; PL, polymorphic cell layer; §, subiculum, SL, stratum lucidum; SLM, stratum
lacunosum-moleculare; 5P, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum. Scale bars = (A) 500 pm pertains to (B); (€) 500 pum;
(D)) 50 pm.
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4°C. All primary antibodies were diluted in (.1M PBS containing
3% normal serum, 0.2% gelatin and 0.5% Triton X-100. Tissue-
bound primary antibody was detected utilizing the ABC method
(Vector Laboratories). Peroxidase activity was revealed using
(103% DAB and 0.01% hydrogen peroxide. Afterwards, sections
were mounted onto gelatinized slides, dehydrated, and cover-
slipped with Eukitt (Merek, Darmstadt, Germany).

In sections processed for immunofluorescence, pri-
mary antibodies were detected with Alexa-Fluor 488-
Alexa-Fluor 568- (Molecular Probes, Eugene, OR) or
AMCA-tagged secondary antibodies (Vector Laboratories).
Sections were mounted on Fluoromount and analyzed with a
Leica Confocal microscope (TCS SPII, Leica).

Immunocytochemical controls, including omission of the
primary antibody ot its substitution by normal serum, prevented
immunostaining in sections from non-AD and AD brains. For
quantitative study, the mean number of Nogo-A-positive
pyramidal cells in a 500-pm segment of the pyramidal layer
in the CA2 and CA3 regions of consecutive sections (n = 3) of
selected non-AD (3 cases) and AD (3 cases) as well as
epileptic (2 cases) subjects was counted using a 40x oil
immetsion objective.

RESULTS

Characterization of «-Nogo-A Primary
Antibodies

Immunoblot analysis using both a-Nogo-A and N-18
antibodies (Fig. 1), but not NG1 monoclonal antibody,
detected a band of approximately 220 kDa in mouse brain
extracts and in lysates of RTN4-A transfected COSI cells
(Fig. 1B). However, only N-18 identified a band of
approximately 80 kDa in RTN4-B/Nogo-B transfected
COS1 cells and the endogenous Nogo-B expressed in Mock
and RTN4-B transfected COS1 cells of monkey kidney
origin (Fig. 1B). In addition, COS1 cells transfected with
HA-tagged RTN4-A/Nogo-A ¢DNA revealed an internal
membrane staining pattern characteristic of the endoplasmic
reticulum using antibodies against Nogo-A and NG1 (Fig. 1C).
This labeling strongly matches the distribution pattern of the
HA-cpitope of the fusion protein revealed by the o-HA
antibody (Fig. 1D), thus indicating that the «-Nogo-A
antibody recognizes the HA-tagged RTN4-A/Nogo-A protein.
Similar results were obtained using the N-18 antibody from
Santa Cruz (Fig. 1F) and the monoclonal NG1 (see Fig. 2G
for labeling in human tissue). However, diffuse fluorescence
labeling by «-Nogo-A or NG1 was observed when COS!
cells were transfected with RTN4-B/Nogo-B (Fig. 1E), in
contrast to those labeled by the N-18 antibody (Fig. 1G).
Taken together, these results demonstrate that the antibodies
against Nogo-A used in the present study exclusively
recognize Nogo-A in humans and rodents.

Nogo-A Expression in Normal Aging and in AD
Hippocampal Formation

To improve the definition of laminar boundaries, some
sections parallel to those used for Nogo-A immunocyto-
chemistry were either immunostained with the o-MAG
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antibody or Nissl-stained (Fig. 2A, B). The cell pattern and
distribution of Nogo-A immunolabeling in tissue samples of
human hippocampi was highly sensitive during postmortem
and paraformaldehyde fixation. Postmortem times longer than
6 to 7 hours prior to autopsy, or prolonged paraformaldehyde
fixation (more than 4 to 5 days), significantly decreased
nearonal Nogo-A staining. For example, in cases ADy2 and
non-AD,, (Table), where paraformaldehyde fixation lasted
more than 10 to 15 days, Nogo-A was limited to small cells
(oligodendrocytes, see below) in the white matter (Supple-
mentary Fig. 1).

The pattem of Nogo-A immunostaining in the human
hippocampal formation of aged cases was similar to that
reported in adult rodents (53). Thus, Nogo-A immunoreac-
tivity was prominent in the white matter and fimbria, as well
as in neural parenchyma of both the entorhinal cortex and
hippocampus, which matched the distribution of myelinated
fiber tracts in the hippocampus, as determined by MAG
labeling (Fig. 2B). Both principal and non-pyramidal neurons
were immunolabeled with a-Nogo-A antibody, as well small-
sized cells (8- to 10-pm-diameter main axis) resembling
oligodendrocytes (Fig. 2). This was confirmed by double
fluorescence labeling using o-Carnosine (a oligodendrocyte
marker (56, 57) and a-Nogo-A antibodies (Fig. 2H, I).

Interestingly, numerous, but not all, granule cells in
the dentate gyrus were also immunostained, displaying a
Golgi-like pattern with apical dendrites expanding into the
melecular layer (Fig. 2C-E). Moreover, mossy fiber projec-
tions were particularly immunolabeled (Fig. 2C). A detailed
analysis of Nogo-A immunoreactivity in granule cells
indicated a moderate increase in older (=65 years) than in
middle-aged (50 years) cases (Fig. 2D, E). In addition, a few
pyramidal neurons in the hippocampus proper (CA1-3) were
slightly immunostained, with increasing numbers in the
subiculum and the adjacent entorhinal cortex (Fig. 2G), as
well as in the frontal cortex (Fig. 2J). This pattern was
obtained equally using either a-Nogo-A or NG antibodies.
Lastly, Nogo-A-positive non-pyramidal neurons exhibiting
multipolar, inverted-pyramidal or more irregular shapes
were seen scattered in pyramidal, granule and polymorphic
cell layers of the hippocampus, as well as in the entorhinal
cortex (Fig. 2E). Taken together, these results corroborate
that Nogo-A is expressed in neurons and oligodendrocytes in
the human hippocampal formation.

The distribution pattern for Nogo-A-immunoreactive
clements in the hippocampal formation in AD was similar to
that observed in normal aging with the white matter, granule
cells, and mossy fiber projections cleatly delineated. Moreover,
oligodendroeytes were seen m both the stratum radiatum and
stratum lacunosum-moleculare (Fig. 3). However, increased
numbers of Nogo-A-positive polymorphic and pyramidal cells,
especially in the CA3-2 regions, were seen in the AD
hippocampus, in contrast to non-AD samples (30.6 + 3.1
{AD) vs 5.1 £ 0.5 (non-AL: mean + SDM) (Fig. 3B, C, LE).
This was also observed in the HF of epileptic patients
(Fig. 3D, E). Increased Nogo-A expression by commissural/
associative cells correlated with the prominent immunoreac-
tivity found in the inner portion of the molecular layer of the
dentate gyrus (Fig. 4A). In addition, increased numbers of
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nAD AD Epileplic
FIGURE 3. Nogo-A immunoreactivity in AD hippocampal formation. (A) Camera lucida drawing depicting the principal changes
in Nogo-A-positive elements in the AD hippocampus. Blue dots represent Nogo-A-over-expressing pyramidal neurons in the CA3-2
region. Asterisks represent Nogo-A-containing deposits. The increased Nogo-A labeling of the inner molecular layer of the dentate
gyrus in AD-affected hippocampi is labeled in violet (see Results for details). (B, €) High-magnification photomicrographs of the
red-boxed area in (A) illustrating details of Nogo-A immunoreactivity in the CA3-2 region in control (B) and AD (C€) cases. Note
the increased number of Nogo-A-immunoreactive pyramidal neurons in AD. Open arrows point to the mossy fiber projection in the
SL of the CA3. (D) High-magnification photomicrograph illustrating details of Nogo-A immunoreactivity in the CA3-2 region in the
epileptic hippocampus of a 43-year-old patient. Numerous Nogo-A-positive pyramidal cell (arrows) are labeled. (E) Quantification
of Mogo-A-labeled cells in the CAZ2-3 regions of AD, age-matched controls (nAD) and epileptic patients. Quantitative data in
histograms are expressed as the mean number of immunoreactive cells. Error bars correspond to the standard deviation of the
mean {SDM). Asterisks indicate statistically significant differences between AD/epileptic and nAD (non-AD or age-matched controls)
columns (**, p < 0.05; Student f-test) (F) Photomicrograph illustrating examples of Nogo-A-immunoreactive pyramidal cells
localized in the blue-boxed region of (A). A, alveus; CA1-3, cornus ammonis region 1 3; DG, dentate gyrus; EC, entorhinal cortex;
GL, granule layer; ML, molecular layer; PL, polymorphic cell layer; S, subiculum, SL, stratum lucidum; SLM, stratum lacunosum-
moleculare; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum. Scale bars = (A) 500 um; (B D, F) 75 pm.

pyramidal cells were also immunolabeled in the CAl 64% of amyloid deposits in the HF were associated with
(Fig. 3G) and in the frontal cortex (Figs. 3G, 4C). Nogo-A-containing cellular processes. This labeling was not

Stong Nogo-A immunoreactivity was also localized in - observed in immunocytochemical controls. However, Nogo-
neuritic plaques, as revealed with NG and a-Nogo-A A did not co-immunoprecipitate with either AR or APP as
antibodies in the hippocampus as well as in the entorhinal  determined in parallel experiments, a feature that suggest
cortex (Fig. 4A, B, D-F). A quantitative study revealed that  no physical interaction (Supplementary Fig. 2). Finally,
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a-Nogo-A

FIGURE 4. MNogo-A immunoreactivity around amyloid aggregates. (A) Low-power photomicrograph of the black-boxed area in
Figure 3A illustrating the distribution of Nogo-A immunoreactivity in the dentate gyrus in AD sections. Mote the intense Nogo-A
labeling in the inner molecular layer (open arrows) and the presence of 2 large Nogo-A containing aggregates (arrows) in the outer
molecular layer. (B) High-magnification photomicrograph illustrating cletails of Nogo-A-containing aggregates shown in (A). Round
(arrows) and dystrophic-immunoreactive (arrowheads) material can be seen. (€) High-magnification photomicrographs illustrating
details of Nogo-A immunoreactivity in the frontal cortex of a 71-year-old case with AD. (D F) High-magnification illustrating a
double-labeled (Ap/Nogo-A) aggregate in the subiculum. Nogo-A-immunoreactive material ([D, F], arrows) is not labeled with the
AR antibody. (G 1) High-power photomicrograph illustrating a double-labeled (GFAP/Nogo-A) aggregate in the hippocampus.
MNogo-A-immunoreactive material (arrowheads in G and 1) is not labeled with GFAP antibody ([H, 1], arrows). A, alveus; CA1-3,
cornus ammonis region 1 3; DG, dentate gyrus; EC, entorhinal cortex; GL, granule layer; ML, molecular layer; FL, polymorphic cell
layer; S, subiculum, SL, stratum lucidum; SLM, stratum lacunosum-moleculare; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum. Scale
bars = (A) 100 pm; (B €) 50 pm; (D,G) 50 um pertains to (E, F) and (H, I), respectively.

double-labeled sections using «-GFAP and «-Nogo-A
antibodies exhibited amorphous Nogo-A-immunoreactive,
GFAP-negative material surrounded by GFAP-positive
astroglial cells (Fig. 4G-1).

Quantitative Western Immunoblot Analysis of
Nogo-A and MBP in AD Hippocampal
Formation and Frontal Cortex

Several authors have described increased Nogo-A
expression in brain syndromes or diseases (34, 40).Therefore,
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we investigated whether differences in Nogo-A cellular
expression m AD when compared with age-matched controls
correlated with the total Nogo-A protem content (Fig. 5).
Immunoblot analysis using the a-Nogo-A antibody detected a
band of 200 to 210 kDa in protein extracts from human
hippocampi and frontal cortices (AD and non-AD) (Fig. 5A).
In these experiments, nitrocellulose membranes were also
immunoblotted to determine NSE levels and thereby correlate
them to Nogo-A and/or to MBP protein. Densitometric
analyses were focused on the 200- to 210-kDa band of

© 2006 American Association of Newropathologists, Inc.

3 by the American Association of Neuropathologists, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited

130



| Neuropathol Exp Neurol ¢ Volume 65, Number 5, May 2006

Resultados Capitulo 111

Nogo-A in Aged and AD Brains

A Frontal Cortex

|AD43$ ADasv  ADaso nADssz nADzwoz

200 = a-Nogo-A

50 = a-NSE

30 = a-MBP
Hippocampal
| ADmnz  ADro  nADos nADuaol formation

zo— R R
- [ .

B
25
*
2,0 S
o
LI..IEE Jek *k
QETs @ *k
38 | 3 3
%-._%1.0 o
zé& e
0,5
0.0
 AD nAD AD nAD AD nAD AD nAD,
. FC HF ,, FC HF |
Nogo-A MBP

FIGURE 5. Changes in Nogo-A protein levels in the human
cortex in AD samples. (A, B) Immunoblot of Nogo-A, NSE,
and MBP protein levels in the frontal cortex and HF (A) and
densitometric quantification (B) of labeled bands of protein
extracts from aged-matched (nAD) (n = 6) and AD (n = 9)
patients. Quantitative data in histograms are expressed as the
mean of the ratio of Nogo-A or MBP optical density to NSE.
Error bars correspond to the standard error. Each dot
represents one experiment. Asterisks indicate statistically
significant differences between columns (**, p < 0.05; *, p <
0.1; Student i-test)

Nogo-A, the 50-kDa band of NSE, and the 29-21-kDa band of
MBP (see Material and Methods for details) (Fig. 5B).
Increased Nogo-A protein levels were calculated in samples
from frontal cortex and hippocampal formation. A significant
mcrease in Nogo-A protein levels (1.4-fold mcrease in frontal
cortex and 1.17-fold inerease in HF; p < 0.05, Student t-test)
was observed in AD compared with age-matched controls
(Fig. 5B), thus supporting the view that Nogo-A is over-
expressed in AD. MBP protein levels were also increased
(1.14-fold increase in frontal cortex; and 1.19-fold increase n

© 2006 American Association of Newropathologists, Ine.

HF; p < 0.1 and p < 0.05, respectively, Student #test) in AD
compared with age-matched controls (Fig. 5B).

DISCUSSION

Myelin-Associated Proteins in Human
Hippocampal Formation in Normal Aging and
in Alzheimer Disease

We have studied the expression of Nogo-A in normal
aging and in AD by using immunocytochermical and Westemn
blotting techniques. Since different results have been pub-
lished for human samples (33, 34), special care was taken to
establish the specificity of the primary a-Nogo-A antibodies
used in the present study. The specificity of the primary
antibodies was verified by Western blots of brain extracts, as
well as by immunostaining of cells transfected with cDINAs
encoding human RTN4-A/Nogo-A or RTN4-B/Nogo-B.

The adult distribution patterns of Nogo-A immunor-
cactivity and cell staining with a-Nogo-A and the NGI
antibodies in aged human hippocampal formation were
similar but not identical to those reported in mouse (27,
53) and rats (58). In addition, our results were slightly
different than those recently described by Bandtlow et al,
where little or no neuronal staining was noted in 30-to 40-
year-old human hippocampi (34), but contradictory to
reported by Buss et al, who found no labeling of granule
and pyramidal cells in the human hippocampus from
individuals of 70 to 80 years of age (33). However, we
obtained similar results to Bandtlow et al, in epileptic
hippocampal sections immunostained with our a-Nogo-A
antibody. Thus, these minor differences between the results
published by Bandtlow and owr own (e.g. granule cell
labeling) may reflect age-related changes in the hippocampal
circuitry (see below) with increased Nogo-A expression in
older subjects. Nevertheless, we believe that the discrep-
ancies between our study and that of Buss et al can he
attributed to differences in sample manipulation and/or
immunocytochemical procedures, because the work of Buss
et al was carried out in paraffin sections in which
antigenicity might have been reduced. In fact, our prelimi-
nary studies had shown that paraffin embedding largely
reduces Nogo-A immunoreactivity (unpublished observa-
tions). Similar diserepancies have been reported during the
characterization of Nogo-A-immunoreactive elements in
rodent CNS. Two studies have shown absence of neuronal
Nogo-A staining (27, 49). However, Nogo-A immunoreac-
tivity in neurons and oligodendrocytes has been extensively
described by several groups and in several species (mice and
rats [27, 53, 58], Xenopus [59], and humans [40]), and it has
been recently characterized by Dood et al (29). Moreover, it
is relevant that Nogo-A is localized in the soma of the
granule cells and their axons: for example, the mossy fibers,
a non-myelinated connection in humans (Fig. 2). This also
occurs in sclerotic and non-sclerotic epileptic hippocampi
([34] and present results). Together, these findings support
the hypothesis that Nogo-A may have different roles,
including participation in neuronal swvival and synaptic
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remodeling or stabilization, in addition to those associated
with myelin formation and stabilization.

Functions of Myelin-Associated Proteins in AD

A recent study by Tian et al reported that 63.5% of
patients with autopsy-confirmed AD displayed a decrease in
white matter, particalarly in the occipital cortex (60).
Although a detailed study of a putative decrease in the white
matter was not addressed in the present study, we showed an
increase in Nogo-A and a slight increase in MBP protein in
the frontal cortex and the HF in advanced AD (stages V/VI ol
Braak and Braak). As indicated above, Nogo-A is expressed
i neurons as well as in oligodendrocytes; in contrast, MBP
can be over-expressed by reactive oligodendrocyte progeni-
tors and reactive oligodendrocytes. In addition, it has been
reported that, under certain circumstances, a demyelination in
the adult CNS can be followed by a considerable degree of
repair, at least for several axonal tracts (the cerebellar
peduncle), in which axons are invested with new myelin
sheaths (61, 62). Thus, the over-expression of certain myelin-
associated proteins (e.g. MBP) may form part of the
oligodendrocyte responses to axonal impairment, aimed to
direct the restoration of myelin sheaths and functional
nearonal recovery. Increased expression of myelin-associated
proteins (MBP) mRNA in AD has already been reported (45).
In the present study, we were unable to distinguish specific
over-expression of Nogo-A or MBP in oligodendrocytes.
However, we showed by Western blotting that MBP protein
levels are slightly increased in AD. This over-expression
confirms recent studies reporting the over-expression of other
myelin-associated proteins such as MAG and MBP in reactive
oligodendrocytes following ischemia (63), CNS lesions (27,
64-66), and in the demyelinating lesions in multiple sclerosis
or familial amyotrophic lateral sclerosis (39, 40). While the
biological effects of MBP over-expression in several patients
remain unknown, we can hypothesize that increased myelin
protein synthesis in surviving oligodendrocytes may consti-
tute an attempt to repair affected myelin tracts, as suggested
by Jensen et al in the hippocampus following EC lesions (64,
65). In contrast, Nogo-A over-expression in neurons may
reflect functions other than myelin stabilization.

A large number of intracellular interactions have been
attributed to Reticulon protein family members (22). For
example, Nogo-A co-immunoprecipitates with cytoskeletal
(ee-tubulin) (67), mitochondrial (68), and myelin (MBP)
proteins (67), as well as with anti-apoptotic members of the
Bel-2 protein family (54). In addition, members of the
Reticulon protein family play relevant roles in the vesicular
traflicking of proteins from the endoplasmic reticulum to
other intracellular compartments such as the Golgi complex
and endosomes (69). Taken together, these findings indicate
that Nogo proteins contribute to neuronal physiology and
cellular homeostasis.

As mentioned above, we demonstrated increased
Nogo-A immunoreactivity by pyramidal cells in the CA3-2
region of the hippocampus in AD when compare with age-
matched controls. The entorhino-hippocampal connections
are reduced during normal aging, but they are particularly
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affected in AD, since extensive loss of projecting neurons
from layers 11 to III of the entorhinal cortex occurs in
affected brains (3). In addition, transneuronal cell death of
granule cells occurs following entorhinal lesions in exper-
imental animals models (70). In AD brains, axon sprouting
from commissural/associative connections increases positive
feedback in the dentate gyrus following entorhinal cell loss
(71, 72). In addition, Nogo-A and its receptor have been
localized in synaptic contacts (27, 29, 73) and the blockade
of Nogo-A enhances axonal sprouting in neurons (36, 74,
75). Finally, a fast but transient decrease in Nogo-A
expression in cells undergoing axonal sprouting has been
reported in lesioned hippocampi (35, 37, 53). Conversely,
Nogo-A over-expression has been determined in axotomized
neurons (Lam et al, 2005, Soc Neurosci Abstract, A.M. and
JLA.DR., unpublished results). Axonal sprouting and syn-
aptic reorganization also occur in the hippocampus in cases
with temporal epilepsy, where severe hippocampal degener-
ation is often observed, and where increased Nogo-A protein
levels have been noted from early non-sclerotic stages (34).
While the exaet role of Nogo-A in these events is unknown,
an interesting possibility which needs further study, is that
Nogo-A expression may increase in the neuron after its
sprouting process takes place. Thus, delayed Nogo-A over-
expression may contribute to reactive synapse formation in
AD, perhaps by providing additional synaptic stability
beyond the decline predicted from cell loss.

Myelin-Associated Proteins and Ap Plaque
Formation

In the present study, we described the presence of
Nogo-A in neuritic plaques in the hippocampus of AD.
These findings are in agreement with the observation of
Nogo-A in the vicinity of A} deposits in fransgenic mice
bearing the APP-Swedish mutation (Prinjha et al, 2003, Soc
Neurosei Abstract). However, we were unable to co-
immunoprecipitate Nogo-A with AB or APP in AD-affected
brains although we used several antibodies (Supplementary
Fig. 2). Taken together, these results open challenging
questions as whether Nogo-A expression is modulated by
AR or their participation in the nearotoxic effect of Af.
Interestingly, a recent study by He et al reported that both
RTN3 and RTN4-B (Nogo-B) nteract with BACE1 (-
secretase), increasing AP production when they were over-
expressed (76). Taken together, these results indicate that
members of Reticulon proteins may play a role in APP-
processing, as well as in AP plaque formation, both of which
warrant further analysis. In conclusion, we believe that our
study reinforces the hypothesis that Reticulon proteins such
as Nogo-A participate in cell responses occurting in AD,
thus opening the possibility to consider these proteins as new
putative drug targets in AD, as recently suggested in other
neurodegenerative disorders (77).
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1. Photomicrographs illustrating Nogo-A immunereactivity in the hippocampus of a 75-year-old
patient. Nogo-A can only be detected clearly in the oligodendrocytes present in the while maller bul shows pale staining in
principal neurons (interneurons and pyramidal cells) ([A], arrows). Abbreviations: A, alveus; CA1-3, cornus ammonis region 1 3;
DG, dentate gyrus; EC, entorhinal cortex; GL, granule layer; ML, molecular layer; PL, polymorphic cell layer; S, subiculum, SL,
stratum lucidum; SLM, stratum lacunosum-moleculare; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum. Scale bars = (A) 100 mm;
(B) 50 mm.
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A WB — Ap

Pre NgR Nogo-A APP <« IP

«~ APP

B

WB = Nogo-A
Pre NgR Nogo-A APP <« IP

SUPPLEMENTARY FIGURE 2. Immunoblotof Ap (A) and Nogo-A (B) after immunoprecipitation of AD proteins extracts (Table)
with pre-immune serum (Pre), Nogo-A and APP antibodies. Nogo-A does not co-immunoprecipitate with A (A) and APP (B).
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Resumen de Resultados y Discusion

La union de cualquiera de los ligandos, Nogo-A, OMgp o MAG al complejo Nogo
receptor desencadena una sefializacion intracelular que conlleva la inhibicion de la
regeneracion axonal tras lesion. Este complejo estd formado por tres proteinas, NgR1,
Lingo-1 y p75" ®/TROY. Sin embargo, las evidencias demuestran un nimero variado
de funciones para los ligandos del complejo distintas a la relacionada con la inhibicion
de la regeneracion axonal en el adulto. Lo mismo ocurre con los componentes del
complejo Nogo receptor, ya que inicialmente p75™ '~ fue descrito como receptor de baja
afinidad para NGF (Chao, 1994) y TAJ/TROY fue identificado como miembro de la
superfamilia TNFR, capaz de mediar muerte celular independiente de caspasa 3 (Eby et
al., 2000). Asimismo, se ha demostrado que la participacion de NgR1 en al inhibicion
de la regeneracion axonal solo es relevante en los primeros estadios tras lesion (fase
aguda) y que la inhibicién derivada de mielina es independiente de NgR1 en estadios
crénicos (Chivatakarn et al., 2007). Estos mismos autores sostienen que otros receptores
de mielina, como NgR2, ademas del complejo Nogo receptor, pueden tomar parte
previniendo la extension axonal de un modo especifico de tipo celular (Venkatesh et al.,
2005; Venkatesh et al., 2007). Con todo esto, era razonable considerar que las funciones
de Lingo-1 todavia no estaban completamente determinadas, y que, como primer paso
para averiguarlas, se necesitaba de un estudio detallado de su patrén de expresion

durante el desarrollo y de su distribucion celular.

Por otra parte, en el momento de iniciarse el presente trabajo, existian ciertas
discrepancias en cuanto al tipo celular en el que se expresaba OMgp. Algunos estudios
sostenian una localizacion exclusiva en oligodendrocitos (Mikol and Stefansson, 1988),
mientras que otros proponian una expresion neuronal (Habib et al., 1998b; Hunt et al.,
2002a). Estas diferencias son muy similares a las observadas afios atrds en cuanto a la
expresion neuronal y oligodendroglial de Nogo-A (Mingorance et al., 2004). Ademas,
todos los estudios de expresion descritos hasta la fecha se centraban en estadios
postnatales y adultos, pero no en estadios embrionarios. Por ello, uno de nuestros
objetivos fue profundizar en la distribucion celular y regional de la proteina OMgp a lo

largo del desarrollo y determinar posibles funciones adicionales.

Por ultimo, algunos estudios habian descrito la implicacion de algunas proteinas de la
mielina, como Nogo-A, ademas de otros Reticulones en diversas enfermedades

neurodegenerativas, e incluso se habia indicado una interaccion entre RTN3 y NogoB
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con la enzima B-secretasa, lo que causaba una disminucion en la sintesis de péptido A
(He et al., 2004). Estas evidencias llevaron a plantearnos la posibilidad de que la

expresion de Nogo-A pudiera estar alterada en AD.

A continuacién, se muestran los principales resultados obtenidos durante el desarrollo

de los objetivos de la presente Tesis Doctoral.

I. Proteinas inhibidoras asociadas a mielina (MAIPs) en SNC intacto

1.1 Expresion de MAIPs durante el desarrollo y en etapa adulta

Nuestros analisis demuestran que las proteinas Lingo-1 y OMgp se expresan en el
cerebro de raton a lo largo del desarrollo, desde estadios muy tempranos, y también en

la etapa adulta.

En cuanto a Lingo-1, existen diferencias de expresion a lo largo al eje AP, siendo las
regiones anteriores las que muestran mayor inmunoreactividad. Pero ademas, también
hay diferencias a lo largo del desarrollo. En las regiones anteriores, se produce un pico
de expresion alrededor del dia P21, mientras que en regiones posteriores (cerebelo y
nucleos basales) la expresion es maxima alrededor de P5. El hecho de que existan
diferencias en cuanto al eje AP y al eje temporal, junto con la particularidad de que
Lingo-1 se expresa en la mayoria de poblaciones neuronales, pero no en todas, sugiere
que puede desempefiar diversas funciones segiun la region y el momento de su
expresion. Asi, lo mas probable es que ejerza funciones de sefializacién en estadios
tempranos durante el desarrollo y funciones asociadas a la inhibicion de la regeneracion
axonal en etapas mds posteriores. Ademas, nuestros resultados demuestran que Lingo-1
se expresa en varias regiones del cerebro durante la etapa embrionaria en las que no se
expresa NgR1, lo que refuerza la idea anterior. Por otra parte, dada la extensa presencia
de Lingo-1 en estadios embrionarios tan tempranos, cabria esperar un efecto negativo en
el desarrollo del animal deficiente en Lingo-1. Sin embargo, dicho animal apenas
presenta graves alteraciones (Mi et al., 2005), al igual que ocurre en ratones carentes de
NgR1 o de ligandos del complejo Nogo receptor, siendo todos ellos viables (Filbin,
1996; Kim et al., 2003; Simonen et al., 2003; Zheng et al., 2003; Zheng et al., 2005).
Esto indica un papel redundante de los miembros del complejo receptor que puede ser

compensado por otras moléculas.
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En cuanto a la expresion de Lingo-1 en neuronas, fue imposible determinar una clara
correlacion entre su expresion y un fenotipo neuronal especifico. Sin embargo, se
pueden obtener algunas conclusiones a partir de los datos obtenidos. En primer lugar, la
expresion neuronal de la proteina Lingo-1 no esta asociada exclusivamente a neuronas
mielinizadas puesto que neuronas no mielinizadas muestran niveles altos de Lingo-1
(por ejemplo, neuronas del sepfum e hipocampo). Ademas, algunas de estas neuronas
carecen de NgR1 en el adulto, como por ejemplo, células colinérgicas del area septal
(Barrette et al., 2007; Hunt et al., 2002a; Hunt et al., 2002b). En este sentido, las
evidencias actuales indican que algunos factores de crecimiento involucrados en
supervivencia neuronal, especificacion axonal y en la conectividad de determinadas
poblaciones neuronales durante el desarrollo también participan en la mielinizacion. Se
ha mostrado que NGF induce la expresion de Lingo-1 en cultivos de DRG inhibiendo la
mielinizacion axonal (Lee et al., 2007) (ver Introduccion, apartado 3.7). Por tanto, es
tentador sugerir que la expresion de Lingo-1 en células colinérgicas del septum medial
pueda estar regulada por NGF para inhibir la mielinizaciéon de fibras colinérgicas
durante su maduracion. De hecho, parece que Lingo-1 y NgR1 tienen una regulacion
opuesta bajo ciertas condiciones experimentales en el adulto. Por ejemplo, los
tratamientos con BDNF o 4cido kainico incrementan la expresion de Lingo-1 y
disminuyen la de NgR1 en neuronas hipocampicas (Josephson et al., 2003; Mingorance
et al., 2004; Trifunovski et al., 2004). Por tanto, es necesario determinar si Lingo-1 y

NgR1 tienen actividades opuestas o compensatorias durante el desarrollo neuronal.

Por otra parte, hay que sefalar que no hemos detectado Lingo-1 en oligodendrocitos
mielinizantes (positivos para la proteina de mielina MAG) a la edad de P15 (Capitulo 1,
Figura suplementaria 4). Estos datos son consistentes con otros resultados recientes a
nivel de ARNm (Barrette et al., 2007), pero estdn en desacuerdo con otros estudios
previos (Mi et al., 2005). Sin embargo, otro estudio llevado a cabo en cerebros de
pacientes de esclerosis multiple demuestra que Lingo-1, y también TROY, se expresa
en astrocitos reactivos y microglia pero no en oligodendrocitos y que los niveles de
Lingo-1 estan disminuidos en pacientes de esclerosis multiple (Satoh et al., 2007). Estos
resultados tan contradictorios pueden ser explicados por diferencias en las muestras, ya
sea por la especie animal o por la edad en la que se llevaron a cabo los diversos

estudios. Asi, Lingo-1 se expresa antes de P7 (en rata) en oligodendrocitos
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premielinizantes (Mi et al., 2005) pero no en oligodendrocitos maduros (en raton,
presente trabajo y (Barrette et al., 2007)). Una posible explicacion es que el gen de
Lingo-1 se exprese en oligondendrocitos premielinizantes y posteriormente es regulado
a la baja en oligodendrocitos maduros. Este hecho es compatible con el fenotipo
derivado de la pérdida de funcion y de la sobreexpresion de formas dominantes y
salvajes de Lingo-1 en oligodendrocitos (Mi et al., 2005). Asi, la sobreexpresion de
Lingo-1 conlleva la inhibicion de la diferenciacion oligodendroglial y de la
mielinizacion. Por el contrario, la pérdida de funcion de Lingo-1 en oligodendrocitos
tanto in vitro como in vivo (Lingo-1 knockout) conlleva un aumento en longitud y
numero de los procesos de los oligodendrocitos y un aumento de la formacion de vainas
de mielina. Por tanto, la principal conclusiéon del modelo de pérdida de funcion de
Lingo-1 es que dicha proteina debe tener una actividad inhibitoria en la diferenciacién
de oligodendrocitos y en la mielinizacion. Como ya se ha comentado, se ha descrito que
NGF inhibe la mielinizacion al incrementar los niveles de Lingo-1 en neuronas (Lee et
al., 2007). Sin embargo, se desconocen los mecanismos mediante los cuales Lingo-1
participa en la maduraciéon de los oligodendrocitos mielinizantes y los factores que

determinan sus niveles de expresion durante el desarrollo.

En cuanto a la expresion de OMgp en el teléncefalo, cabe destacar que aparece en
estadios del desarrollo muy temprano, previos incluso al inicio de la mielinizacion,
siendo los tractos axonales los primeros en mostrar inmunoreactividad. En general,
nuestros resultados refuerzan la idea de que OMgp se expresa en oligodendrocitos en el
adulto y en neuronas tanto in vivo como in vitro. La expresion de OMgp en estadios tan
tempranos del desarrollo, anterior a la expresion de NgR1 y al inicio de la
mielinizacidn, sugiere que OMgp puede ejercer durante el desarrollo perinatal funciones
diferentes a la formacion de nodos de Ranvier y a la inhibicion del crecimiento axonal

tras lesion (Huang et al., 2005; Nie et al., 2006; Wang et al., 2002b).

Si comparamos los niveles de expresion de los ligandos y receptores del complejo en el
telencéfalo, podemos ver que algunos miembros del complejo muestran expresion
temprana, como es el caso de Nogo-A, OMgp y Lingo-1, por lo que estarian
desempefiando funciones no asociadas a inhibiciéon mediada por mielina en estas etapas
(Figura 30). Por ejemplo, se ha descrito que durante el desarrollo, Nogo-A esta

involucrado en diversas funciones como modulacion de migracion tangencial
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(Mingorance-Le Meur et al., 2007), crecimiento neuritico (Mingorance-Le Meur et al.,
2007; Montani et al., 2009; Richard et al., 2005), direccionamiento axonal (Wang et al.,
2008b; Wang et al., 2008c) y diferenciacion neural (Wang et al., 2008a). De igual

manera, OMgp y Lingo-1 pueden ejercer otros papeles, como veremos posteriormente.
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Figura 30. Analisis de los niveles de expresion por Western blot de los ligandos, Nogo-A y OMgp, y de los receptores, Lingo-
1, NgR1 y p75"™ durante el desarrollo del cerebro de raton. La expresion de la proteina MBP nos indica el inicio de la
mielinizacion.

Sin embargo, NgR1 aparece de forma mas tardia, coincidiendo con la mielinizacion,
posiblemente para posibilitar la estabilizacion de las conexiones e impedir sprouting
aberrante. En lo referente al resto de componentes del complejo receptor, observamos
una elevada expresion de Lingo-1 y p75™ '~ en ausencia de NgR1 en estadios tempranos
de desarrollo, mientras que en etapas adultas, los niveles de p75™'} disminuyen aunque
aumenta NgR1. Estas diferencias sugieren que los patrones de expresion de los
miembros del complejo se solapan en determinados momentos, aunque no estan
uniformemente presentes en el cerebro intacto como para poder responder a sus

ligandos.

Por otra parte, al inicio de este trabajo, Lingo-1 habia sido propuesto como miembro
esencial del complejo receptor para las MAIPs (Mi et al., 2004). Sin embargo, no se
habia descrito la coexistencia de los tres miembros en el mismo tipo celular y
compartimento. De hecho, todos los resultados que sostenian esta teoria habian sido

realizados en células cotransfectadas con las tres moléculas, por lo que se desconocia si
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la formacion de complejo tenia lugar in vivo en condiciones fisiologicas normales. Por
ello, analizamos los niveles de expresion de todos los componentes del complejo, a

nivel de proteina, a lo largo del desarrollo del cerebro de raton.

Nuestros resultados muestran el gran
120T
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Figura 31. Niveles méaximos de expresion de proteina por
Western blot durante el desarrollo del telencéfalo de raton.

para la maduracion del SNC y de la

mielinizacion (Figura 31).

Ademas de la coexistencia de los componentes del complejo en los mismos estadios del
desarrollo, también corroboramos que esta colocalizacion ocurria en el mismo
compartimento celular, en concreto, en fracciones de membrana plasmatica y de RE de
extractos de cerebro de P7. También observamos que tanto NgR1 como p75™'" eran
capaces de coinmunoprecipitar con Lingo-1, lo que indica que las tres moléculas son
capaces de interaccionar in vivo. Por tanto, nuestro estudio apoya la existencia de

complejos in vivo en el SNC intacto y refuerza la esencialidad de Lingo-1 para la

funcién del complejo Nogo receptor a partir de la segunda semana postnatal.

No obstante, también observamos que Lingo-1 estd presente en fracciones celulares que
no contienen NgR1. De igual manera, por técnicas inmunohistoquimicas detectamos
expresion de Lingo-1 en é4reas donde no se expresa NgR1, como septum, nucleos
hipotaldmicos o substantia nigra (Barrette et al., 2007), lo que apunta la posibilidad de
otras funciones de Lingo-1 no relacionadas con regeneracion axonal. Respecto a esto, Ji
y colaboradores demostraron que el tratamiento con la forma soluble de Lingo (Lingo-
Fc), que bloquea la interaccion Lingo-1/NgR1, promueve la recuperacion funcional y el
sprouting colateral de axones intactos tras lesion de médula espinal, pero también
previene a neuronas y oligodendrocitos de la muerte celular que tiene lugar en las
primeras fases (fase aguda) tras lesion (Ji et al., 2006). Por otra parte, se ha descrito que
la presencia de NgR1 en la inhibicion de la regeneracion axonal es requerida s6lo para
etapas agudas postlesion, pero no para periodos cronicos (Chivatakarn et al., 2007), por

lo que quizds sea posible que Lingo-1 participe en la inhibicion prolongada

144



Resumen de Resultados y Discusion

independiente de NgR1 en lesiones cronicas. En este sentido, se ha mostrado que los
niveles de¢ ARNm y proteina de Lingo-1 son inducidos en el asta ventral de la médula
espinal de rata de 7 a 14 dias después de la lesion (Mi et al., 2004). Otra posibilidad es
que pueda modular otros receptores inhibitorios asociados a mielina como NgR2
(Venkatesh et al., 2005). Tampoco podemos descartar el hecho de que los componentes
del complejo ejerzan distintas funciones no sélo segun la etapa en la que se expresan,

sino también especificas de tipo celular.

1.2 Interaccion del complejo Nogo receptor con otros factores: Mytll, WNKI1 y
PirB

Se ha demostrado que la region intracelular de Lingo-1 es esencial para su actividad,
puesto que la delecion de este dominio transforma a la molécula en una forma
dominante negativa, afectando a la union a ligandos, a la inhibicion del crecimiento
neuritico y activacion de RhoA vy a la diferenciacion oligodendroglial y mielinizacion (Ji
et al., 2006; Lee et al., 2007; Mi et al., 2004). Nuestros resultados sugieren que la
pérdida del dominio intracelular de Lingo-1 no afecta a la unién con NgR1 y p75~'%,
por lo que el complejo puede formarse, pero si interfiere en su sefializaciéon. Se ha
descrito que Lingo-1 forma homotetrdmeros (Mosyak et al., 2006), por lo que es posible
que la sobreexpresion de las formas delecionadas conlleve la formacion de

heterotetrameros no funcionales con las propiedades de sefializacion afectadas, aunque

siga siendo capaz de interaccionar con p75™ ' y NgR1.

Para comprender mejor la funcion del dominio intracelular de Lingo-1 en la
sefializacion intracelular, realizamos ensayos de doble hibrido en busqueda de
moléculas capaces de interaccionar con dicho dominio en una libreria de ADNc fetal.
Como resultado obtuvimos que el dominio interaccionaba con el factor de transcripcion
con motivos dedos de zinc Mytll (del inglés Myelin transcription factor I- like)
también conocido como png-1 o NZF-1 (Kim et al., 1997; Weiner and Chun, 1997).
Esta interaccion es factible ya que ambas proteinas presentan una sublocalizacion
celular y un patrén de expresion en el hipocampo similar. Aunque se necesita
determinar la relevancia de esta interaccion in vivo y la respuesta celular que

desencadena, es interesante sefialar que los niveles de proteina de Mytll en el
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citoplasma incrementan en condiciones regenerantes de médula espinal (Wrathall et al.,
1998), y lo mismo ocurre para Lingo-1 (Mi et al., 2004). De acuerdo con estas
observaciones, se pueden proponer dos posibles mecanismos de accidon: a) Lingo-1
podria interaccionar con Mytll para regular su actividad de factor de transcripcion
reteniéndolo en el citoplasma; b) Lingo-1 podria transducir sefiales intracelulares al
secuestrar cofactores de Mytll. Por otra parte, existe una proteina homoéloga a Mytll,
Mytl, que se expresa en oligodendrocitos y modula la proliferacion y diferenciacion de
los mismos al regular la transcripcion del gen PLP, el mayor componente de la mielina,
(Kim et al., 1997; Nielsen et al., 2004). Puesto que Lingo-1 y Mytll interaccionan en
neuronas, también es posible que tenga lugar una interaccion entre Lingo-1 y Mytl en
oligodendrocitos. Como ya se ha comentado anteriormente, Lingo-1 tiene una actividad
inhibitoria en la diferenciacion de oligodendrocitos y en la mielinizacion, por lo que
podemos pensar que Lingo-1 inhibe la diferenciacion oligodendroglial al inhibir, a
través de Mytl, la expresion de determinados genes como PLP (Kim and Hudson,
1992). Seria de gran interés analizar los niveles de expresion de Mytll a lo largo del

desarrollo y determinar en qué etapas interacciona con Lingo-1.

Mytl también ha sido implicado en neurogénesis en los primeros estadios de desarrollo
neural como un modulador clave de factores de transcripcion neurogénicos asociados a
la via Notch/Delta, siendo su actividad esencial para la diferenciacién neuronal
(Bellefroid et al., 1996). Es relevante sefialar que los niveles de Lingo-1 aumentan en
regiones neurogénicas en el adulto, como el DG, tras estimulos mitogénicos
(inyecciones de BDNF o 4cido kainico) (Trifunovski et al., 2004). Por tanto, es posible
que Lingo-1 pueda ejercer un papel en la proliferacion o especificacion de células
neurales regulando la actividad de Mytl y Mytll, ademés de modular a Mytl para
prevenir la diferenciacion terminal de oligodendrocitos. Aun asi, la hipdtesis de que sus
efectos son mediados por Mytl en oligodendrocitos y Mytll en neuronas necesita de

estudios mas profundos.

Dado que NgR1 no tiene dominio intracelular, se ha propuesto que NgR1 debe actuar
como reclamo para unir Nogo-A, MAG o OMgp al complejo, pero la transduccion de la
sefial se efectua a través de p75~ '~ o TROY, que si tienen dominio citoplasmatico (Mi
et al., 2004; Shao et al., 2005). Nuestros resultados acerca de la interaccion con Mytll
NTR

sugieren un nuevo mecanismo de sefializacion a la ya descrita contribucion de p75~ "~ y

TROY, al incorporar una segunda funcién de transduccion de sefial mediada por el
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dominio intracelular de Lingo-1. Ademas, no hay que olvidar que, aunque el dominio
C-terminal intracelular es de pequena longitud, contiene un sitio putativo de
fosforilacion en Tirosina similar a EGFR, conservado en Lingo-1, 2 y 3 pero no en
Lingo-4. Y aunque la fosforilacion de este residuo de tirosina no se ha demostrado in

vivo, la presencia de este dominio implica la posibilidad de otra via de senalizacion.

Recientemente, se ha llevado a cabo un experimento similar al realizado por nuestro
grupo, focalizado en la biisqueda de nuevas moléculas capaces de interaccionar con el
dominio intracelular de Lingo-1 mediante ensayo de doble hibrido. En ¢l se ha descrito
la interaccion entre Lingo-1 y WNKI, una quinasa en Serina/Treonina (Zhang et al.,
2009b). La subfamilia de quinasas WNK (with no lysine [K]), compuesta por WNKI,
WNK2, WNK3 y WNK4, estd implicada en transporte y homeostasis ionica, lo que
contribuye a la regulacion de la presion sanguinea. También han sido relacionadas con
crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis y aunque se expresan en el cerebro, su
funcion en sistema nervioso aun no ha sido descrita. Sin embargo, se conoce que
mutaciones en el exon especifico de sistema nervioso del gen WNKI1 causa la
enfermedad HSANII (del inglés Hereditary sensory and autonomic neuropathy type 1),
caracterizada por la falta de percepcion al dolor, tacto y calor debido a una pérdida de
nervios periféricos sensoriales. La interaccion entre Lingo-1 y WNKI1 ha sido
demostrada por coinmunoprecipitacion en extractos de cerebro de rata en estadio P1 y
se ha descrito que ambas moléculas colocalizan en neuronas corticales tanto in vivo
como in vitro. Sorprendentemente, esta interaccion esta favorecida por tratamiento con
Nogo-66. Ademads, se ha observado que la supresion o la sobreexpresion de WKNI1
atentan la inhibicion de crecimiento neuritico inducida por Nogo-66 e inhiben la
activacion de RhoA, por lo que se sugiere un nuevo mecanismo implicado en la

inhibicion de extension neuritica mediada por Lingo-1.

En un intento por identificar nuevos receptores para las MAIPs, se ha descrito un
segundo receptor neuronal, PirB, capaz de unirse con gran afinidad a Nogo-A, MAG y
OMgp y causar la inhibicion del crecimiento neuritico (Atwal et al., 2008). Este nuevo
receptor, parece actuar de forma conjunta con NgR1 en la inhibicién por mielina a corto
plazo (ensayos de colapso de cono axonal), pero de forma independiente a NgR1 en
inhibicién a largo plazo (inhibicidon de crecimiento neuritico mediada por sustrato).
Hasta la fecha, se habia descrito a la proteina PirB (del inglés Paired-immunoglobulin-

like receptor B) como receptor de MHCI1 (del inglés Major Histocompatibility
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Complex class_I). Su dominio citoplasmatico contiene 4 motivos inhibidores basados en
inmunoreceptor de tirosina (ITIMs) (Figura 33A), que al fosforilarse recluta a fosfatasas
SHp-1 y SHp-2 modulando funciones de sefializacion en sistema inmune. Pero ademas,
PirB esta presente en el SNC, y se asocia a sinapsis. También se ha mostrado que limita
la plasticidad sindptica en sistema visual de raton no so6lo en el periodo critico de
establecimiento de la conexion sino a lo largo de toda la vida del animal (Syken et al.,
2006).

Aunque parece clara la funcion de PirB en inhibicion axonal, ain est4 por determinar si
PirB forma parte del complejo receptor cldsico o si por el contrario actua de forma
independiente a ¢ste. Igualmente, se desconoce si la senalizacion desencadenada por

PirB converge en la via RhoA (Figura 32).
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Figura 32. Inhibicion de regeneracion axonal mediada por MAIPs. Las proteinas asociadas a mielina, Nogo-A, MAG y OMgp
inhiben el crecimiento neuritico a través de su union al complejo Nogo receptor (formado por NgR1, p75/TROY y Lingo-1) o
por la unién a PirB. Una tercera via de inhibicion es llevada a cabo por la unién de Nogo-A, a través de su fragmento N-
terminal, a integrinas. En tltimo término, la desorganizacion del citoesqueleto, tanto por la alteracion de los filamentos de
actina como de los microtubulos, conlleva la retraccion axonal.
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En un intento por profundizar en el papel de PirB, hemos analizado su nivel de
expresion en referencia a los niveles de los miembros del complejo Nogo receptor a lo
largo del desarrollo (Figura 33B). Asi, hemos podido comprobar como PirB, debido a
sus altos niveles de expresion por Western blot en estadios embrionarios y perinatales,
podria ser un perfecto receptor, especialmente para Nogo-A y OMgp, en estas etapas,
cuando los niveles de NgR1 no son elevados. Pero sobretodo, lo mas importante es que
PirB podria ser la molécula que permitiera aquellas otras funciones que se han descrito

para las MAIPs y que no estan relacionadas con la inhibicion axonal.
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Figura 33. A) Representacion esquematica de la estructura de PirB y NgR1 (Adaptado de Atwal et al, 2008). B)
Densitometria de los niveles de expresion de proteina de los componentes del complejo Nogo receptor y PirB en
telencéfalo de raton. Los niveles son expresados tomando el maximo valor como 100%.

1.3 OMgp y Lingo-1 podrian modular la funcion GABAérgica

El estudio de la expresion de OMgp y Lingo-1 en el hipocampo nos ha revelado otro
dato muy destacable como es la elevada expresion de ambas moléculas en neuronas no
principales del hipocampo a partir de P15 y especialmente en estadios adultos. El
marcaje estd presente en soma, dendritas y axén, y aparece en interneuronas de diversa
morfologia y en todos los estratos. Por ello, analizamos diversas subpoblaciones
positivas para proteinas de unién a calcio, como Parvalbimina, Calretinina y
Calbindina, y para los neuropéptidos CCK y Somatostatina. Tanto Lingo-1 como OMgp
estan presentes en dichas subpoblaciones, sin embargo, no pudimos fijar ningin tipo

especifico de interneuronas ni una distribucién en particular.

149



Resumen de Resultados y Discusion

No obstante, hay que tener presente que al menos existen interneuronas positivas para
Calbindina o Parvalbumina que expresan tanto Lingo-1 como OMgp (Capitulo 1, Figura
3; Capitulo 2, Figura 4). Esto abre la posibilidad de que Lingo-1 y OMgp estén
presentes en el mismo tipo de interneurona y, que incluso, puedan estar interaccionando
entre si. Por ello, realizamos doble inmunofluorescencia para detectar si OMgp y Lingo-

1 se expresan en el mismo tipo celular (Figura 34).

i Lingo-1/OMgp

Figura 34. Fotografias por microscopia confocal que muestran interneuronas positivas para Lingo-1 y OMgp en el estrato
oriens del hipocampo. Escala: 25um.

Aunque habria que confirmar si ambas moléculas son capaces de interaccionar, su
presencia en el mismo tipo de interneuronas sugiere que Lingo-1 y OMgp puedan estar
interaccionando directa o indirectamente en determinadas subpoblaciones para modular
su funcion.

Por ejemplo, podemos hipotetizar que Lingo-1 interviene en la diferenciacion de las
interneuronas a través de BDNF. Es bien conocido que BDNF influye en el fenotipo de
las interneuronas GABA¢érgicas (Rutherford et al., 1997) y en su posicionamiento final
en capas corticales (Alcantara et al., 2006) y que promueve la maduracion de la
inhibicién cortical durante la vida postnatal temprana, regulando por tanto el periodo
critico de la plasticidad cortical visual (Huang et al., 1999).

Asimismo, y como ya se ha comentado, BDNF aumenta la expresion de Lingo-1 y
disminuye la de NgR1. Puesto que BDNF es ligando para TrkB y p75™'X, y NGF, a
través de TrkA, induce la expresion de Lingo-1 para inhibir diferenciacion

oligodendrocitos, nos podriamos plantear la posibilidad de que BDNF aumenta la
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expresion de Lingo-1, a través de TrkB para

. . ., .. . BDNF
inducir la maduracion GABAérgica (Figura >
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Figura 35. Posibles mecanismos de sefializacion de Lingo-1 y Diferenciacién Diferenciacién
receptores TrK en respuesta a neurotrofinas. oligodendroglial de interneuronas

Por otra parte, la aparicion de la expresion de OMgp en interneuronas coincide en el
tiempo con la aparicidon de los primeros potenciales inhibitorios en estadios postnatales
en el hipocampo (Cherubini et al., 1991), por lo que es bastante probable que también
pueda intervenir OMgp en este proceso. Ademas, teniendo en cuenta, que tanto como
Lingo-1 como OMgp se expresan en terminales presindpticos, es probable que puedan
modular la inhibicion sinaptica. En linea con esto, se ha descrito que interneuronas de
corteza y de la region CAl expresan el epitopo HNK-1 y que la aplicacion de
anticuerpo anti-HNK-1 reduce la liberacion de GABA por interneuronas, alterando la
inhibicion perisomadtica y los procesos de LTP (Inoue et al., 2007b; Yamamoto et al.,
2002). Aunque no se ha descrito qué molécula es la portadora de este epitopo en estas
interneuronas, se conoce que esta presente en OMgp entre otras (ver mas adelante). Por
tanto, este dato respaldaria una posible funcion de OMgp en interneuronas a través de su
epitopo HNK-1. Sin embargo, serian necesarios experimentos de sefializacion y analisis
de los cambios en la transcripcion dependientes de sefializacion por BDNF en células
que expresan Lingo-1 y OMgp para confirmar esta hipétesis. También seria interesante

analizar en detalle el papel que ejerce HNK-1 unido a OMgp en estas interneuronas.

1.4 ;Pueden intervenir las MAIPs en transmision sinaptica?

Segun nuestros estudios, OMgp estd presente en neuronas de cultivos primarios de
hipocampo y, en particular, en varicosidades axonales positivas para marcadores
presinapticos como Sinapsina. Pero ademas, esta localizacion presinaptica también tiene

lugar in vivo, ya que en ensayos de fraccionamiento de sinaptosomas de cerebros
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adultos, observamos que OMgp esta presente en las fracciones correspondientes a
membrana y vesiculas, las mismas en las que estan presentes marcadores presinapticos
como Syntaxin 1 y SNAP-25. Por tanto, podemos concluir que OMgp se encuentra en

terminales presinapticos durante el desarrollo y también en etapa adulta.

Este hecho nos sugirié la posibilidad de que OMgp estuviera actuando a nivel de
sinapsis. Se ha descrito que otros miembros de la via de sefializacion de MAIPs también
se localizan en contactos sinapticos. Por ejemplo, Nogo-A y NgR1 estan presentes en
terminal presinaptico y postsinaptico (Lee et al., 2008; Liu et al., 2003; Wang et al.,
2002c), mientras que Lingo-1 se encuentra s6lo en la region presinaptica. Una
posibilidad es que la funcion de estas proteinas sea meramente estructural, por ejemplo,
modulando el citoesqueleto y su dindmica para mantener la estructura de la sinapsis.
Asi, se ha observado que NgR1 interviene en la regulacion de la morfologia de las
espinas dendriticas de neuronas de CAl en el hipocampo (Lee et al., 2008). No
obstante, también es posible que participen activamente en la transmision sinéptica,
sirviendo como ejemplo la modulacién que ejerce NgR1 mediante la interaccion con
FGF2-FGFR en procesos sinapticos (Lee et al., 2008). Por ello, seria de gran utilidad
determinar la posible interaccion de OMgp con componentes activos y/o estructurales
de la sinapsis, asi como la interaccion entre los diferentes miembros del complejo Nogo

receptor en fracciones sinaptosomales.

A la vista de estos resultados, y en un intento por determinar la posible participacion de
OMgp en la sinapsis, hemos utilizado dos aproximaciones experimentales, como son
efecto de OMgp en la movilizacién del calcio intracelular y efecto de OMgp en la

actividad espontanea de cultivos primarios de hipocampo.

Efecto de OMgp en la movilizacion del calcio intracelular. Un incremento en la
concentracion de calcio intracelular puede desencadenar diversas sefiales, entre ellas la
liberacion de neurotransmisores, la contraccion muscular y la proliferacion celular. El
método aqui empleado se basa en la medicién de calcio intracelular a través de un
indicador fluorescente, Fluo-4/AM, en cultivos primarios de hipocampo de 4 DIV.
Cuando este fluorocromo esta unido al calcio intracelular y es excitado en al region del
azul emite fluorescencia. Las células en reposo cargadas con el fluorocromo presentan

una fluorescencia basal (Fy), que se incrementa (F) al adicionar compuestos capaces de
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aumentar la concentracion intracelular de calcio, ya sea por entrada de calcio del medio
extracelular o por la liberacion del calcio almacenado en RE. Los cambios en la
concentracion intracelular del calcio a tiempo real son expresados como el cambio

relativo en el ratio F/F.
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Figura 36. Medicion del efecto de
OMgp en la movilizacion del
calcio intracelular de un cultivo
primario de hipocampo mediante
sistema de Fluo-4/AM.

Tratamiento con Tratamiento con
OMgp-Fc recombinante ionomicina

Actividad basal

Para nuestro experimento, registramos la actividad basal de 8 células durante 120
segundos. Después afiadimos proteina exdgena OMgp recombinante a una
concentracion de 0.1 pg/ul y observamos un incremento en la sefial fluorescente que
disminuye tras unos segundos. Por tltimo, utilizamos como control positivo ionomicina,
un ionoforo que abre canales de calcio extracelulares dejando entrar calcio al interior de
la célula (Figura 36). Los resultados obtenidos con este experimento nos sugieren que la
adicion exogena de OMgp es capaz de incrementar la concentracion intracelular de
calcio, de forma similar a la producida por una excitacion mediada por glutamato. No

obstante, aunque estos resultados respaldan la posible participacion de OMgp en
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transmision sinaptica, son todavia muy preliminares y deberian completarse con la
realizacion de una curva dosis-dependiente o sobre cultivos de animales deficientes en
OMgp o NgR1. Ademas, también deberian realizarse en condiciones que discriminen si
el aumento de calcio se debe a una entrada del medio extracelular o a una salida de los

reservorios intracelulares.

Efecto de OMgp en la actividad espontanea de cultivos primarios de hipocampo.
Esta segunda estrategia se basa en el registro electrofisiologico de la actividad
espontdnea mediante el empleo de un nanodispositivo recientemente desarrollado
((Morales et al., 2008) y Aleria Biodevices) (Figura 37). Estos estudios han sido
realizados por Oscar Seira, estudiante predoctoral de nuestro grupo, en colaboracion con

el grupo de Neuroingenieria del Instituto de Bioingenieria de Cataluia (IBEC).

A — Electrodes

Neurons Microchannel

Figura 37. A) El dispositivo consiste en dos pocillos de polidimetilsiloxano (PDMS) (6 mm de diametro), que albergan los
somas neuronales, conectados entre si mediante un microcanal (25 pm x 3.7 pm x 1 mm). Las neuronas extienden sus procesos
y éstos atraviesan el canal desarrollando corrientes eléctricas asociados a actividad espontanea. El sistema de registro consiste
en dos eléctrodos de AgCl sumergidos en el medio extracelular de ambos pocillos. Este medio contiene propiedades eléctricas
y funciona como conductor formando un circuito cerrado desde un eléctrodo al otro a través del microcanal, con lo que se evita
el empleo de micropipetas.B) Los cultivos primarios de hipocampo (E15.5) se siembran a una densidad de 60.000 a 100.000
células por pocillo y se mantienen 10-12 DIV para que las neuritas puedan atravesar el microcanal (C) y generar actividad
espontanea (PPSE: potencial postsinaptico excitatorio) (Morales et al., 2008; Soussou et al., 2007). Escalas: B, 75 y C,100 um.

Antes de determinar el efecto de OMgp en la actividad sindptica del cultivo, registramos
la actividad basal del mismo. Esta actividad es analizada mediante el programa
informatico MATLAB. Para ello, sustituimos el medio de incubacion de ambos pocillos
por PBS 0.1 M con 0.1 % BSA (medio en el que va disuelta la proteina recombinante
OMgp). Tras 5 minutos de registro, se elimina este medio y se afiade la proteina OMgp
recombinante (0.1 pg/pl). Por altimo, para comprobar que la sefial registrada procede de

transmision sindptica, anadimos tetrodotoxina (TTX; 1 uM) para bloquear canales sodio
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sensibles a voltaje (Figura 38). Algunos dispositivos fueron tratados con NEP(1-40) a
30 uM, un antagonista de NgR1, para comprobar si el efecto de OMgp en la actividad

sinaptica estaba mediado por NgR1.
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Figura 38. Efecto de OMgp en transmision sindptica de cultivo primario de hipocampo. A) Representacion grafica de la
actividad del cultivo en respuesta al tratamiento con PBS-BSA, OMgp recombinante y TTX. B-D) Histogramas que
representan el nimero de espigas registradas por minuto en diferentes condiciones. Los valores se representan como la
media del nimero de espigas + SEM. (P <0.05, t-Student test).

Tras el tratamiento con la proteina OMgp recombinante, pudimos observar que la
frecuencia de los PPSE (potencial postsindptico excitatorio) aumentaba
considerablemente. Ademas, este efecto estaba mediado por NgR1, puesto que al afadir
un antagonista de NgR1, NEP(1-40), la actividad se bloqueaba. No obstante, estos
resultados deberian de ser confirmados mediante la realizacion de curva dosis-
dependiente y registros de cultivos primarios de animales deficientes en OMgp o NgR1.
Ademas, también podrian ser contrastados por registros electrofisiologicos clasicos en

rebanadas de hipocampo.
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Aunque los resultados obtenidos mediante estas estrategias son todavia preliminares,

ambos nos sugieren la participacion de OMgp en actividad sinaptica.

1.5 Funcion de MAIPs en especificidad axonal

Uno de los datos mas singulares que observamos en nuestros estudios fue el marcaje de
OMgp en axones agrupados en forma de claster en la capa IV de corteza
somatosensorial en estadio P5, siendo lo mas sorprendente que este marcaje aumentaba
en P8 para disminuir posteriormente (Capitulo 2, Figura 3). Estos clusteres se asemejan
a los barriles de la corteza somatosensorial (barrel-field), que son agrupaciones
discretas de neuronas corticales que reciben axones del nucleo ventral posterior medio
del talamo (VPm).

Los barriles transmiten a la corteza

. s . o4 Barrel .%...0

la informacién sensorial tactil ) .::o
o . 000°
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Somatosensory
cortex
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. . Whiskers 1.1 " I
barril determinado en el '.1-0.-32, g:zn'.'
tasts R
. . . . c
hemisferio contralateral, siguiendo — it 00

una organizacion topogréafica,
Figura 39. Representacion de los pelos del hocico del raton en la

aunque también envia eferencias corteza somatosensorial. La disposicion topografica de los barriles de
la corteza corresponde a la disposicion espacial de los pelos del hocico

en menor medida a otros barriles en filas y columnas separadas, de forma que cada pelo esta
representado en un barril. La misma organizacion en campo de barriles
se encuentra en el tronco encefalico y en el nucleo VPm del talamo, lo

cercanos (Flgura 3 9) que permite la transmision de la informacion desde la cara a la corteza.

Esta organizacion topografica se mantiene en todas las estaciones de relevo de la via
somatosensorial, como el complejo del trigémino del tronco cerebral y nicleo VPm del
talamo. Los barriles se forman durante un periodo critico de la etapa postnatal y su
formacion es dependiente de sus aferencias talamicas (plasticidad dependiente de
experiencia sensorial).

Los axones talamicos llegan a capa IV en P0, formando una banda uniforme continua y
mostrando cierto grado de solapamiento, hasta que se van segregando en barriles mas o
menos definidos alrededor de P3. Sin embargo, para que adquieran su distribucion final,

en P5-P6, ha de tener lugar un proceso de refinamiento axonal que incluye la retraccion
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de los brotes axonales que invaden las capas II-I1I y la formacion de nuevos colaterales

(Rebsam et al., 2002) (Figura 40).

Figura 40. Refinamiento laminar y tangencial progresivo de los axones talamicos en la corteza somatosensorial. Las
microfotografias muestran la distribucion de los axones, marcados con 5-HTT (transportador de serotonina) a nivel del
barrel-field en secciones coronales desde PO (dia de nacimiento) hasta P5. A-B) A P0O-P1, los axones talamicos invaden la
placa cortical formando una red densa y extensa de fibras con una orientacion ligeramente tangencial. C) A P3, los axones
talamicos empiezan a segregarse en forma de barriles tanto en las capas IV y VI, y algunos axones de extienden de forma
transitoria hacia la superficie pial. D) A P5, los axones que invadian las capas superiores se han retraido, formando clusteres
de axones bien delimitados en la capa IV. Escala: 100 um. Adaptado de Rebsam et al., 2002.

Debido a que observamos expresion de OMgp en el momento de la segregacion de los
terminales taldmicos en forma de barriles (Rebsam et al., 2002; Rebsam et al., 2005;
Rice and Van der Loos, 1977), nos planteamos la posibilidad de que OMgp estuviera
ejerciendo algun papel en el establecimiento y/o refinamiento de la conexion talamo-
cortical. Por ello, analizamos la distribucion de los axones talamicos con el marcador 5-
HTT (transportador de serotonina) en animales deficientes en OMgp en estadio P7
(Capitulo 2, Figura 6). Pudimos observar que los barriles estaban formados en el animal

deficiente y que la estratificacion cortical era correcta, incluso en el adulto, por lo que la
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presencia de OMgp en axones taldmicos no es esencial para su formacion. Sin embargo,
estos ratones mostraban una distribucion alterada de axones talamicos, ya que invadian
de forma ectdpica las capas II-11I, por lo que se puede concluir que OMgp es requerido
por los axones talamicos para la correcta inervacion de las neuronas corticales. Seria
muy util poder analizar la segregacion de los axones talamicos a lo largo del tiempo
mediante trazadores anterdgrados que nos permitan visualizar las arborizaciones

axonales de forma individualizada en ausencia de OMgp.

Como ya se ha mencionado, el gen omgp se localiza en un intrén del gen nfl, que
codifica para Neurofibromin 1 (NF1) (ver Introduccion, apartado 3.2). Los animales
deficientes en NF1 muestran una correcta distribucion de axones talamicos; sin
embargo, ante la falta de NF1, las neuronas corticales no son capaces de agruparse para
formar barriles (Lush et al., 2008). Aunque el fragmento delecionado del gen nfl no
incluye al gen omgp, los niveles de OMgp no han sido analizados en el mutante para
NF1, por lo que no podemos descartar un efecto adicional en el fenotipo de este animal
por la posible ausencia de OMgp. No obstante, los niveles de NF1 si fueron analizados
en nuestro modelo animal, siendo equiparables a los niveles de animales controles y
recientemente ha sido corroborado por Lee et al (Lee et al., 2009), por lo que podemos
concluir que las alteraciones que observamos en nuestro estudio se deben

fundamentalmente a la falta de OMgp, y no a una posible carencia de NF1.

Ante esta andmala inervacion de axones taldmicos en el animal mutante de OMgp,
surgen diversas hipotesis. Por una parte, es razonable pensar, teniendo en cuenta su
funcién en la inhibicion del crecimiento neuritico, que OMgp pueda intervenir en la
retraccion de los brotes aberrantes en el proceso de segregacion de los axones. Es decir,
que la falta de esta proteina conlleva que los brotes no se retraigan y que permanezcan
todavia en las capas II-III en un estadio de P7. En esta linea, otro laboratorio ha descrito
que ratones deficientes en omgp muestran sprouting aberrante en los nodos de Ranvier,
lo que implica una funcién en inhibicidon de sprouting aberrante en el adulto (Huang et
al., 2005). Ademas, NgR1 estd presente en neuronas corticales de capas II-III y IV
(McGee et al., 2005; Wang et al., 2002c), por lo que es probable que OMgp y NgR1
puedan estar actuando en el refinamiento de la conexion. También se ha descrito que
Nogo-A puede actuar como supresor del crecimiento neuritico a través de un efecto

negativo en el cono de crecimiento en el SNC intacto. Su eliminacién promueve la
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dinamica del citoesqueleto induciendo un aumento en la motilidad del cono axonal y en
el crecimiento neuritico (Mingorance-Le Meur et al., 2007; Montani et al., 2009). Por
tanto, podemos plantearnos la posibilidad de que OMgp ejerza una funcién similar. La
distribucion de los barriles también ha sido estudiada en ratones deficientes en Nogo-A
y NgR1 siendo normal la segregacion de las neuronas corticales en los barriles (McGee
et al.,, 2005). Sin embargo, como no se ha analizado la distribucion de los axones
talamicos en estos animales, no se puede descartar la participacion de NgR1 en este
proceso de refinamiento. Alin mas, el recientemente descrito PirB, ha sido implicado en
la restriccion de la plasticidad cortical en la corteza visual (Syken et al., 2006), por lo
que tampoco podemos descartar una acciéon conjunta de OMgp y PirB en la

especificacion de axones taldmicos.

Otra hipotesis plausible es que la falta de OMgp hiciera que estos axones fueran
insensibles a algun tipo de molécula senal quimiotictica que intervenga en
posicionamiento axonal, ya sea causando la atracciéon de axones hacia la capa IV o
provocando la repulsion de las capas II-11I. En este sentido, se ha descrito que la misma
alteracion que nosotros observamos en ratones omgp -/- también tiene lugar en ratones
deficientes en TrkB (Vitalis et al., 2002), lo que hace pensar que OMgp y TrkB puedan
estar actuando en la misma via para promover el refinamiento axonal. Por tanto, estos
efectos morfoldgicos podrian ser la consecuencia de una alteracion en la via de
sefnalizacion de TrkB debido a la falta de OMgp. Por otra parte, se ha descrito que
BDNF, el ligando de mayor afinidad del receptor TrkB, participa en el correcto
posicionamiento de neuronas GABAérgicas en la corteza cerebral (Alcantara et al.,
2006), por lo que no podemos descartar que la sefializacion por BDNF y TrkB
participen conjuntamente con OMgp en la segregacion del barrel-field. Por tanto, se
necesitan de estudios que determinen la posible interaccion entre OMgp y TrkB y la

modulacién en la expresion de OMgp por BDNF.

También es posible que la activacion de la via TrkB induzca la expresion de moléculas
implicadas en especificacion axonal tales como moléculas de adhesion. Respecto a esto,
hay que recordar que OMgp pueda estar actuando como molécula de adhesion a través
de su dominio LRR y de su epitopo extracelular HNK-1 (Mikol et al., 1990b). Este
epitopo estd presente en moléculas de adhesion bien caracterizadas como MAG,

NCAM, L1, TAG-1/axonina-1 o Tenascina R ((Schachner and Martini, 1995) para
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revision). Diversos estudios indican que HNK-1 esta implicado en adhesion,
reconocimiento celular, migraciéon celular y crecimiento neuritico. La elevada
conservacion filogenética (vertebrados, insectos y sanguijuela) es una indicacion de su
importancia funcional. De hecho, los ratones deficientes en HNK-1 muestran

alteraciones en aprendizaje espacial y plasticidad sinaptica (Yamamoto et al., 2002).

HNK-1 permite interacciones célula-célula, mediante uniones homofilicas o
heterofilicas, e interacciones célula-matriz extracelular, por ejemplo con laminina o
selectinas L y P (Schachner and Martini, 1995) (Figura 41) . En el caso de OMgp, se ha
sugerido que este epitopo pueda estar actuando en los nodos de Ranvier, permitiendo la
unidn oligodendrocito-oligodendrocito o neurona-oligodendrocito (Mikol et al., 1990b).
Puesto que no todas las moléculas portadoras de HNK-1, expresan este epitopo al
mismo tiempo, es razonable pensar que la incorporacion de HNK-1 a la proteina OMgp
pueda estar regulada en el tiempo y ser especifica de tipo celular. Por tanto, se necesitan
de estudios mas detallados que discriminen el patron de expresion espacio-temporal de
HNK-1 para conocer mejor su papel en esta proteina y su posible implicacion en

desarrollo axonal y, en particular, en el desarrollo de la conexion tdlamo-cortical.

= =
Epitopo
HNK-1 \

laminina

Figura 41. El epitopo HNK-1 puede establecer interacciones célula-célula,
tanto homofilicas como heterofilicas, o interacciones célula-matriz extracelular.

Como conclusion, podemos afirmar que esta es la primera descripcion de una funcidén
de una MAIP en la formacion del barrel-field, ya sea a través de NgR1, TrkB, PirB u

otros posibles receptores.

160



Resumen de Resultados y Discusion

II. MAIPs en condiciones de neurodegeneracion en el SNC

Como ya se ha mencionado, al inicio de este trabajo, algunos estudios habian descrito la
implicacion de algunas proteinas de la mielina, como Nogo-A, ademas de otros
Reticulones en diversas enfermedades. Por ejemplo, se habia mostrado que Nogo-A
aumentaba, a nivel de ARNm y de proteina, en el hipocampo de pacientes con epilepsia
del lobulo temporal (Bandtlow et al., 2004) y también aumentaba en pacientes de
esclerosis multiple, tanto en cerebros (por oligodendrocitos) como en suero y fluido
cerebroespinal (Reindl et al., 2003; Satoh et al., 2005). Asimismo, también se observo
un aumento de Nogo-A en biopsias de musculo esquelético de pacientes con esclerosis
lateral amiotréfica y en el modelo animal de esta enfermedad (Dupuis et al., 2002), y un
aumento de ARNm en corteza cerebral de pacientes con esquizofrenia (Novak et al.,
2002). Ademas, también se habia descrito que RTN3 y NogoB interaccionaban con la
enzima B-secretasa, disminuyendo la sintesis de péptido AP (He et al., 2004). Estas
evidencias llevaron a plantearnos la posibilidad de que la expresion de Nogo-A pudiera

estar alterada en AD.

Al estudiar el patron de expresion de Nogo-A en individuos controles (situacion de
envejecimiento normal) e individuos con AD avanzada (estadios V/VI de Braak y
Braak) hemos observado ciertas similitudes entre ambos, como inmunoreactividad en
sustancia blanca, en oligodendrocitos en diversos estratos, en neuronas granulares y
proyeccion de fibras musgosas. Es de gran importancia que Nogo-A se localice en el
soma de neuronas granulares, asi como en sus axones, las fibras musgosas, una
conexiéon no mielinizada en el adulto. Este hecho también ha sido descrito en
hipocampos escleréticos y no esclerdticos de pacientes epilépticos (Bandtlow et al.,

2004).

Sin embargo, hemos observado una gran diferencia entre ambas poblaciones, como es el
incremento notable de inmunoreactividad en neuronas piramidales y no piramidales,
especialmente en las regiones CA3-2 en AD. Sorprendentemente, también encontramos
esta diferencia en el hipocampo esclerdtico de pacientes epilépticos Ademas, también
observamos un aumento de neuronas piramidales de CA1 positivas para Nogo-A y un
incremento en la inmunoreactividad de la capa molecular interna (iml) del DG, hecho

que se correlaciona con el aumento de marcaje de células musgosas.
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La conexidn entorrino-hipocampica se reduce durante el envejecimiento normal, pero
estd particularmente afectada en AD, puesto que existe una extensa pérdida de neuronas
de proyeccion de las capas II-I1I de la corteza entorrinal (CE) en los cerebros afectados
por esta enfermedad (Braak et al., 2000) que a su vez causa una degeneracion axonal
anterdgrada, es decir, provocando la muerte de sus células diana. Pero, ademas, la
pérdida de sinapsis de la capa molecular originada por la muerte de neuronas
entorrinales induce una sinaptogénesis reactiva o sprouting en el DG, tanto por
neuronas granulares como por células musgosas, en un intento por mantener la
estabilidad funcional del circuito (Cotman and Anderson, 1988). La degeneracion en el
DG se transmite a su poblacion diana, las neuronas piramidales de CA3, y desde aqui a
la region CAl y asi sucesivamente, afectando a todo el circuito, incluyendo también a
sus aferencias y eferencias. El sprouting axonal y la reorganizacion sinaptica son
fenomenos que también ocurren en el hipocampo de pacientes de epilepsia temporal, en
el que se observa un incremento en los niveles proteicos de Nogo-A en capa molecular
del DG desde estadios tempranos no esclerdticos (Bandtlow et al., 2004). Pero ademas,
se ha descrito un rapido, aunque transitorio, incremento de la expresion de Nogo-A en
células que desarrollan sprouting axonal en el hipocampo tras la axotomia de via
perforante (Meier et al., 2003; Mingorance et al., 2004). Segun estos resultados,
podemos pensar que Nogo-A esté facilitando la reinervacion sinédptica, aunque esto
contrasta con el hecho de que el bloqueo de su funcidon promueve el sprouting
(Blochlinger et al., 2001; Buffo et al., 2000; Emerick et al., 2003). Sin embargo, lo mas
factible es pensar que los niveles de Nogo-A puedan incrementar en la neurona después
de que el sprouting haya tenido lugar en ella. Asi, una sobreexpresion retardada de
Nogo-A puede contribuir a la formacioén y estabilizacion de las sinapsis reactivas en
AD. Otra posibilidad es que estas neuronas puedan hacer sprouting, a pesar de tener
niveles mas elevados de Nogo-A, porque disminuyen sus niveles de NgR1, lo que les

haria insensibles al efecto inhibitorio de Nogo-A.

Estas diferencias en el patron de expresion de Nogo-A también se correlacionaban con
cambios en los niveles totales de proteina en extractos de cerebros de enfermos de AD y
controles, observando un incremento en el contenido total de Nogo-A tanto en la
formacion hipocampica (FH) como en corteza frontal en AD. También comprobamos
que existia un ligero incremento en los niveles de MBP, especialmente en la FH. Como

se ha indicado anteriormente, Nogo-A se expresa en neuronas, asi como también en
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oligodendrocitos; por el contrario MBP puede ser sobreexpresado por progenitores de
oligodendrocitos reactivos y por oligodendrocitos maduros reactivos. Se ha descrito
que, bajo ciertas circunstancias, una situacion de desmielinizacion en el SNC adulto
puede ser seguida por cierto grado de reparacion, al menos para ciertos tractos axonales
(por ¢j. el pedunculo cerebelar, cuyos axones son envueltos por nuevas vainas de
mielina) (Blakemore, 1973). Asi, la sobreexpresion de ciertas proteinas asociadas a
mielina, como MBP, podria formar parte de las respuestas de los oligodendrocitos a una
disfuncion axonal, encaminadas a la restauracion de las vainas de mielina y a la
recuperacion de la funcion neuronal. En este sentido, ya se describié un incremento en
la expresion de MBP a nivel de ARNm en AD (Macq et al., 1989) y un aumento en los
niveles de MAG y MBP en oligodendrocitos tras producirse fenémenos de isquemia y
lesiones en el SNC y en procesos de desmielinizacion en esclerosis multiple y esclerosis
lateral amiotréfica (Dupuis et al., 2002; Gregersen et al., 2001; Mingorance et al., 2005;
Satoh et al., 2005). Aunque hemos podido detectar un aumento de Nogo-A en neuronas
del hipocampo, no podemos afirmar que también los oligodendrocitos la sobreexpresen.
Aun asi, podemos sugerir que un incremento en la sintesis de las proteinas de mielina
(Nogo-A y MBP) en oligodendrocitos supervivientes puede constituir un intento para
reparar los tractos mielinicos afectados, como sugirid Jensen que ocurria en el
hipocampo tras lesion de CE (Jensen et al., 2000). Por el contrario, la sobreexpresion de
Nogo-A en neuronas puede reflejar otras funciones independientes de la estabilizacion
de la mielina o ser simplemente el resultado de la desestabilizacion en la red de RE y
del desajuste en la homeostasis del calcio que tiene lugar en la AD (Mattson and Chan,

2003).

Recientemente, se ha descrito un nuevo papel protector de MBP en el desarrollo de la
AD, puesto que esta proteina es capaz de unirse a péptidos AP e inhibir su ensamblaje
fibrilar (Hoos et al., 2007; Hoos et al., 2009); pero ademds, el mismo laboratorio
demuestra que los péptidos ABso y APz son degradados in vitro por MBP purificada de
cerebro humano a través de su actividad proteolitica endogena (Liao et al., 2009).
Asimismo, demuestran que MBP puede degradar placas amiloides en animales
transgénicos para APP. Seglin estos resultados, MBP posee una actividad eliminatoria
de AP in vitro, y alin a falta de determinar si esta actividad tiene lugar in vivo, podemos

plantearnos la posibilidad de que la sobreexpresion de MBP que encontramos en AD

163



Resumen de Resultados y Discusion

sea un proceso para favorecer la eliminacion del péptido y evitar la formacion de
agregados amiloides.

Por otra parte, una de las observaciones mas sorprendentes que encontramos en nuestro
estudio fue la expresion de Nogo-A en placas neuriticas en la FH. En concreto, el 64%
de las placas de la FH presentaban procesos celulares inmunoreactivos para Nogo-A (y
negativos para GFAP). Sin embargo, mediante experimentos de coinmunoprecipitacion
de extractos de cerebros con AD, observamos que Nogo-A no interaccionaba ni con
APP ni con el péptido AP, lo que indicaba que no hay interaccion fisica entre ellos.
Estos datos encajan con un estudio que describe que Nogo-A esta presente en las
inmediaciones de los depdsitos de AP en ratones transgénicos portadores de la mutacion
APP-Swedish (Prinjha et al., 2003, Soc. Neurosci. Abstract). Los mismos autores
afirman que la sobreexpresion de Nogo-A aumenta la produccién de AP in vitro en
células SHSYSY que expresan APP, por lo que no podemos descartar que haya una
interaccion indirecta entre ellos. Una posible explicacion a este fenomeno es que Nogo-
A sea la causa del sprouting aberrante inefectivo observado alrededor de las placas. Por
otra parte, estudios recientes han sugerido una funcién de Nogo-A y NgR1 en estas
placas neuriticas. En estos estudios se ha demostrado que NgR1 se expresa en
macrofagos de nervios periféricos lesionados y en microglia/macréfagos activados del
SNC y que la accion de NgR1 permite el movimiento y la eliminacion de estas células
fagociticas al final del proceso de la degeneracion walleriana (David et al., 2008; Fry et

al., 2007) (Figura 42).

/' Migration
out

Migration
in

Repulsion

Figura 42. Ilustracion que muestra la respuesta de macrofagos a la lesion en nervio periférico. El macrofago (m) entra dentro de la
lamina basal de la célula de Schwann (sc) durante la primera fase de la degeneracion walleriana para fagocitar los axones y la
mielina dafiada (md). Los macrofagos, todavia dentro de la lamina basal de la célula de Schwann, muestran el ultimo paso de la
degradacion de la mielina (vesiculas blancas) y empieza a expresar NgR1 (circulos azules) en su superficie. En la Gltima etapa,
cuando el axon se ha regenerado, las células de Schwann expresan proteinas de mielina y entre ellas a los ligandos de NgR1 (linea
roja). Las interacciones entre NgR1 en el macrofago y sus ligandos en la célula de Schwann induce la activacion de RhoA en el
macrofago, lo que conlleva la repulsion del macrofago y su migracion fuera de la lamina basal de la célula de Schwann. Adaptado de
David et al., 2008.
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Dado que la expresion de NgR1 por macrofagos activados es una caracteristica comun
en distintas alteraciones como lesion de nervios periféricos, lesion de nervio ciatico y
esclerosis multiple, es bastante probable, aunque todavia no se ha demostrado, que
ocurra lo mismo en AD. Asi, estos autores proponen que, NgRI, presente en
macrofagos/microglia activada, podria interaccionar con el material Nogo-A positivo
presente en las placas amiloides, lo que podria causar la repulsion de los procesos
citoplasmadticos de la microglia activada reduciendo la eficiencia de ésta para “limpiar”
los depdsitos. Esta hipotesis se ve reforzada por los resultados obtenidos de la infusion
intraventricular de NgR1 en su forma soluble (Park et al., 2006a), ya que éste podria
asociarse a Nogo-A, impidiendo la interaccion de Nogo-A con NgR1 de la microglia y
evitando que ésta sea repelida de las placas, lo que permitiria una efectiva fagocitosis de
los depdsitos. De forma anédloga, también se ha sugerido este papel de Nogo-A y NgR1
en neuroinflamacioén en esclerosis multiple. Se ha descrito que en esta enfermedad,
NgR1, Lingo-1 y TROY se sobreexpresan en astrocitos reactivos y
microglia/macréfagos activos y Nogo-A se sobreexpresa en oligodendrocitos (Satoh et
al., 2005; Satoh et al., 2007), por lo que se ha llegado a proponer un modelo por el cual
los macrofagos interaccionan con oligodendrocitos a través del complejo Nogo receptor,
lo que causaria la repulsion de macréfagos del tejido intacto y limitando por tanto la

dispersion de la respuesta inflamatoria (David et al., 2008).

Nuestros resultados abren nuevas cuestiones como, por ejemplo, la posibilidad de que la
expresion de Nogo-A esté modulada por AP o su posible participacion en los efectos
neurotdxicos de AP. Un estudio de He et al. describi6 que todos los miembros RTN
interaccionan con BACEl (enzima [-secretasa que genera el péptido Ap),
secuestrandola e impidiendo la formacion de péptido AP (He et al., 2004). Dado que
todos los RTN son capaces de unirse a BACE]1, lo mas probable es que esta interaccion
tenga lugar a través del dominio RHD, comun para todos los miembros. En concreto,
este estudio se focaliza en la interaccion entre RTN3/Nogo-B y BACE]1 y describe una
disminucién de AP cuando ambos son sobreexpresados (He et al., 2004). Sin embargo,
aunque esta interaccion tiene lugar de forma fisiologica en cerebros humanos y ambas
moléculas colocalizan en el RE y aparato de Golgi de neuronas corticales, la
distribucion y los niveles de expresion de RTN3 no estan alterados en AD (Kume et al.,
2009). Puesto que algunos miembros de la familia RTN desarrollan importantes

funciones en el trafico vesicular de proteinas desde el RE hasta otros compartimentos
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intracelulares como el complejo de Golgi y endosomas (Iwahashi et al., 2002; Oertle
and Schwab, 2003) y, aunque se desconoce la importancia bioldgica de esta interaccion,
se ha sugerido que los RTN podrian estar regulando el trafico celular de BACEI entre el
RE y el aparato de Golgi (He et al., 2004). Por otra parte, otros estudios muestran que
RTN3 se acumula en neuritas distroficas, pero no en placas amiloides, y que la
acumulacion de RTN3 induce la formacion de neuritas distroficas contribuyendo asi a la

patogénesis de la AD (Hu et al., 2007).

Ademas también se ha descrito que NgR1 interfiere en el procesamiento de APP,
limitando el acceso de las enzimas a y B-secretasas a APP, e impidiendo por tanto, la
formacion de péptidos AP, lo que confiere un papel neuroprotector a NgR1 (Park et al.,
2006a). Ademas, el mismo laboratorio ha demostrado que la infusion
intracerebroventricular y la inyeccion subcutdnea del fragmento soluble de NgRI
(NgR(310)ecto-Fc) acelera la eliminacion del péptido AP, reduciendo el nimero de
placas y mejorando las tareas de aprendizaje en ratones con avanzados sintomas de la
enfermedad (Park et al., 2006a; Park et al., 2006b). No obstante, existen discrepancias
en cuanto a la localizacién de NgR1 en placas amiloides. Mientras que Park observa
NgR1 en placas amiloides, el estudio llevado a cabo por Zhu encuentra NgR1 en el 60
% de los ovillos neurofibrilares analizados en pacientes de AD pero no en placas (Zhu

et al., 2007).

Por otra parte, en un estudio llevado a cabo para identificar moléculas capaces de
formar complejos fisioldgicos con la proteina APP en el cerebro de raton, se ha descrito
que Lingo-1 interacciona con APP (Bai et al., 2008). Los autores demuestran que una
disminucion en la expresion de Lingo-1 in vitro se correlaciona con una disminucion de
los niveles del péptido AP, por lo que proponen que Lingo-1 estaria facilitando el
acceso de BACE1 a APP y promoveria la generacion de péptidos AP. Por tanto, el
efecto de Lingo-1 en la produccion de A seria contrario al ejercido por NgR1. No
obstante, aunque los patrones de expresion de ARNm para Lingo-1 y APP se solapan,
respaldando la idea de la interaccion entre ellos, aun no se ha comprobado si esta
interaccion tiene lugar en extractos de cerebros de enfermos. Aun asi, estas evidencias
sugieren que Lingo-1 puede ser una importante diana terapéutica en AD, a pesar de que
aun esta por determinar si existen otros mecanismos indirectos por los cuales Lingo-1

esté facilitando la via amiloidogenica, como por ejemplo, inhibiendo la actividad -
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secretasa o estabilizando el complejo APP-BACEI. En nuestro laboratorio, hemos
analizado los niveles de expresion de Lingo-1 y OMgp en extractos de cerebros
controles y de AD, y no hemos encontrado ninguna diferencia entre ellos (Figura 43).
Es posible que no detectemos aumento de OMgp en AD, en el supuesto de que se
sobreexprese en oligodencrocitos para reparar las envueltas mielinicas, porque la
fraccion de OMgp neuronal es mayor que la fraccion de OMgp oligodendroglial y ésta

podria quedar enmascarada.

individuos controles individuos AD
nADigso nADis nADss| ADr7a4 AD7s  AD173
90 KDa = a-Lingo-1
50 KDa = a-NSE
120 KDa = . a-OMgp
> =
45 KDa = a-tubulin

Figura 43. Niveles de expresion de OMgp y Lingo-1 en la formacion hipocampica de individuos controles (nAD) y
enfermos de AD. Se utilizaron anticuerpos anti-tubulina y anti-NSE (enolasa especifica neuronal) para estandarizar
el contenido total de proteinas.

Pero ademas, también se ha descrito una nueva interaccion para APP con la molécula
LRRTM3, que al igual que Lingo-1 y NgR1 contiene diversos dominios LRR y muestra
una gran similitud de secuencia con estos ultimos (Majercak et al., 2006). Sin embargo,
Lingo-1 y LRRTM3 muestran un patron de expresion opuesto en el hipocampo.
Mientras que Lingo-1 y APP se expresan intensamente en las regiones CA1-CA3 y
menos en el DG, la expresion de LRRTM3 es mas pronunciada en neuronas del DG
pero modesta en neuronas piramidales. A pesar de estas diferencias en su expresion,

tanto Lingo-1 como LRRTM3 afectan de forma similar al procesamiento de APP in
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vitro. En definitiva, se requieren estudios mas detallados que aclaren la promiscuidad en

la uniéon de APP a moléculas con dominios LRR como NgR1, Lingo-1 y LRRTM3.

Lingo-1 también ha sido implicado en otros procesos neurodegenerativos, ademas de
AD, como enfermedad de Parkinson o enfermedades desmielinizantes, sugiriendo el uso
de inhibidores de Lingo-1 como nuevas y prometedoras drogas neuroprotectoras (Bai et
al., 2008; Inoue et al., 2007a; Mi et al., 2007). Su implicaciéon ha sido testada en
neuronas dopaminérgicas, células ganglionares de retina y neuronas de cerebelo. Por
ejemplo, se ha demostrado que la inhibicion de Lingo-1, mediante diferentes estrategias,
aumenta los niveles de EGFR y Akt fosforilado protegiendo a neuronas dopaminérgicas
de una neurodegeneracion inducida en un modelo experimental de enfermedad de
Parkinson y promoviendo también su crecimiento neuritico. Ademas, también se ha
visto que los pacientes tienen niveles aumentados de Lingo-1 en la substantia nigra, lo
que implicaria que Lingo-1 puede estar promoviendo la degeneraciéon en esta
enfermedad. En consecuencia, se ha propuesto que Lingo-1, de forma normal, recluta a
EGFR regulando negativamente la via de sefalizacion EGFR/Akt y de forma
independiente a NgR1/inhibidores de mielina. Por el contrario, la inhibicion de Lingo-1
aumentaria los niveles de EGFR favoreciendo la supervivencia neuronal (Inoue et al.,
2007a; Mi et al., 2008). Este efecto neurodegenerativo también se ha observado en
neuronas cerebelares (Zhao et al., 2008) y células ganglionares de retina en un modelo
crénico de glaucoma en rata (Fu et al., 2008). Ademas, los mismos autores mostraron
que el tratamiento combinado de BDNF y antagonistas de Lingo-1 proporcionan
proteccion a largo plazo para estas neuronas, lo que nos vuelve a sugerir una relacion

entre las vias de sefializacion de BDNF y Lingo-1 (Fu et al., 2009).

También ha sido estudiada la funcién de Lingo-1 en un contexto de desmielinizacion,
como es el modelo de encefalomielitis autoinmune experimental en rata (EAE, del
inglés Experimental Autoinmune Encephalomyelitis) (Mi et al., 2007; Mi et al., 2009).
En ¢l se ha visto que la pérdida de funcion de Lingo-1, en el animal deficiente para
Lingo-1 o mediante tratamientos bloqueantes de su funcion, disminuye los sintomas de
la enfermedad, mejora la integridad axonal y favorece la mielinizacion al promover la
diferenciacion de precursores en oligodendrocitos mielinizantes maduros. Por el
contrario, la sobreexpresion de Lingo-1 conlleva la inhibicion de la diferenciacion

oligodendroglial y de la mielinizacion, por lo que el bloqueo de su funcidn representa

168



Resumen de Resultados y Discusion

un potencial terapéutico para promover la remielinizacion en esclerosis multiple (para

revision (Mi et al., 2008; Rudick et al., 2008)).

En cuanto a ALS (del inglés amyotrophic lateral sclerosis), existen diversos estudios
que correlacionan a MAIPs con esta enfermedad y, de hecho, se ha sugerido que Nogo-
A pueda servir como marcador molecular de la enfermedad en estadios presintomaticos
(Pradat et al., 2007). La primera evidencia de esta relacion fue la observacion de un
aumento de Nogo-A en biopsias de musculo esquelético y muestras post mortem de
pacientes con ALS y en el modelo animal de esta enfermedad (Dupuis et al., 2002).
Esto fue corroborado al mostrar que la eliminaciéon de Nogo-A en un modelo animal de
ALS reducia la denervacion del musculo y prolongaba la supervivencia, mientras que la
sobreexpresion de Nogo-A en animales controles desestabilizaba los terminales de
nervios motores y promovia la denervacion. Esto sugeria que el aumento de Nogo-A
podia causar la repulsion y desestabilizacion de los terminales nerviosos y, en ultimo
término, la muerte de motoneuronas (Jokic et al., 2006). Un estudio reciente ha descrito
una incremento transitorio en la expresion de Nogo-A y NgR1 en motoneuronas en un
modelo animal para ALS y sugieren que puede representar una reaccion de
supervivencia inducida por estrés (Miyazaki et al., 2009). Otro estudio sorprendente
revela que la union de NgR1 a péptidos derivados de Nogo-66, tanto agonistas como

NTR . .
tras la estimulacién con NGF,

antagonistas, previene la muerte dependiente de p75
en motoneuronas embrionarias en cultivo (Dupuis et al., 2008). Ademads, también
confiere proteccion a motoneuronas de médula espinal tras axotomia neonatal de nervio
ciatico. Estos hallazgos demuestran una funcién hasta ahora desconocida de NgR1 en
supervivencia neuronal que puede ser relevante par el desarrollo y degeneracion de

motoneuronas.

En conjunto, todos estos datos apoyan la hipdtesis de que Nogo-A, y el resto de MAIPs,
pueden tener diferentes funciones, como es la participacion en supervivencia neuronal,
el remodelado o estabilizacion sindptica y crecimiento neuritico, ademas de aquéllas
asociados con la formacién y estabilizacion de las vainas de mielina y a la inhibicion de

la regeneracion axonal en el adulto.
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Conclusiones

Las proteinas Lingo-1 y OMgp se expresan ampliamente en todo el SNC de
raton, desde estadios tempranos de embriogénesis, y su expresion se incrementa
a lo largo del desarrollo postnatal.

Lingo-1 y OMgp se expresan en la mayoria de poblaciones neuronales y, de
forma especifica, en diversas subpoblaciones de interneuronas del hipocampo
propio.

La coexistencia de Lingo-1, NgR1, p75 y TROY en el cerebro de raton tiene
lugar durante una ventana temporal postnatal muy definida, desde P5 hasta el
adulto.

El dominio intracelular de Lingo-1 no es necesario para la formacion del
complejo receptor, pero es indispensable para su correcta sefializacion. Ademas,
este dominio interacciona con la proteina neuronal Myt11.

OMgp es necesario para la correcta distribucion de los axones talamo-corticales
en el campo de barriles de la corteza somatosensorial. Su deficiencia en
animales de expresion nula conlleva alteraciones en el desarrollo de dicha
conexion.

A nivel celular, OMgp se localiza en terminales presinapticos, tanto en el
desarrollo como en la etapa adulta. No descartamos la posibilidad de que OMgp
pueda generar transientes de calcio intracelular mediados por NgR1 u otros
receptores.

En el hipocampo humano, Nogo-A se expresa en neuronas piramidales y de
circuito local, asi como en oligodendrocitos. En el giro dentado, es expresado en
neuronas granulares del giro dentado y sus axones de proyeccion, lo que sugiere
una posible funcién no relacionada con mielina.

En la enfermedad de Alzheimer, el patron de expresion de Nogo-A es similar al
observado durante el envejecimiento normal. Sin embargo se observa un
incremento de la expresion de Nogo-A en neuronas piramidales de la region
CA3-2 del hipocampo y de la corteza frontal. Nogo-A se localiza, de forma
relevante, en placas neuriticas, con alto contenido en péptido AP, y envueltas por
astrocitos reactivos.
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ANEXO



INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO

Por la presente, hago constar el Factor de Impacto correspondiente a las revistas donde
se han publicado los articulos cientificos que conforman la Tesis Doctoral presentada

por Vanessa Gil Fernandez.

- Developmetal Neurobiology (previamente Journal of Neurobiology): 3.84
- Cerebral cortex: 5.907

- Journal of Neuropathology and Experimental Neurology: 4.371
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