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OBJETIVOS

Parte I: las proteinas SNARE en la guia axonal.

1.- Analizar la funcion de Sintaxinal A en la guia axonal durante el desarrollo

embrionario.

2.- Estudiar la participacion de otras proteinas SNARE en los procesos de guia

axonal.

3.- Determinar si la funcion de Stx1 en guia axonal se encuentra limitada a la

via Netrina/DCC o es también importante en otros sistemas.

Parte I1: las proteinas SNARE en la progresion tumoral.

4.- Evaluar la funcion de Stx1 la progresion de tumoral.
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INTRODUCCION

1.- El desarrollo del sistema nervioso.

Todos los organimos complejos, desde invertebrados como Drosophila melanogaster a
mamiferos como el Homo sapiens, consiguen desarrollar una compleja red neuronal a
través de una serie de mecanismos durante la embriogénesis. La compleja red neuronal
que conforma el sistema nervioso de los individuos estd formada por dos grupos
celulares complementarios: las células gliales y las neuronas, siendo estas ultimas las

encargadas de la transmision de la informacidn a través del sistema.

Durante la embriogénesis, las neuronas pasan por los mecanismos de
proliferacion y migracion comunes entre todos los tipos celulares pero a diferencia los
otros grupos celulares, una vez se ha generado la cantidad adecuada de neuronas y estas
han migrado adecuadamente a sus localizaciones dentro del sistema nervioso, es
necesario un ultimo paso: se ha de producir la conexion del cuerpo o soma de la neurona
con su tejido diana a través del axon. Para ello el axon debe crecer direccionalmente
desde el soma hasta su diana a travesando en algunos casos distancias tan largas como
las que recorre en un embrion humano los axones de médula espinal que invervan las
yemas de los dedos de las manos. Los procesos que dirigen la punta del axon, llamado
también cono de crecimiento, son denominados procesos de guia axonal y se encuentran
altamente regulados por mecanismos evolutivamente conservados que implican un gran
grupo de sefiales (de corta o larga distancia, secretadas o adheridas a la membrana
plasmatica o la matriz extracelular, repulsivas o atractivas...), y sus correspondientes
receptores, que se encuentran en el cono de crecimiento y modulan o contextualizan la

informacién recibida.
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Figura 1. Las neuronas en el sistema nervioso. A, dibujo esquemdtico de la retina de mamiferos
realizado por el Dr. Ramon y Cajal en “La retina de los mamiferos”. Madrid, 1900. B, dibujo esquematico
de las células del cerebelo de pollo realizado por el Dr. Ramén y Cajal en “Estructura de los nervios de
las aves”. Madrid, 1905. C, imagen de inmunofluorescencia de neuronas de ratén en la cual se ha

utilizado la técnica Brainbow para marcar individualmente cada neurona (Smith, 2007).

2.- Mecanismos de guia axonal.

Durante el desarrollo del sistema nervioso, los procesos de guia axonal son clave en la
generacion de una red neuronal adecuadamente interconectada y funcional. Las rutas de
sefializacién que dirigen al cono de crecimiento en este fendmeno se conocen tanto en

invertebrados y como en vertebrados (Song and Poo, 2001).
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Figura 2. Seiiales de guia axonal. A, (Song and Poo, 2001) representacion esquematica de las sefiales de
guia axonal y las rutas moleculares que lo controlan (mecanismos de regulacion del citoesqueleto, trafico
de membrana (no representado en el esquema), etc). B, (Raper and Mason, 2010) dibujo de las sefiales a

las que esta expuesto el cono de crecimiento y de los mecanismos que activa durante su desarrollo.

En muchos casos, el cono de crecimiento es dirigido a través de los tejidos por
moléculas que difunden desde su fuente hasta el cono. En otros casos las moléculas se
encuentran ancladas a la matriz extracelular o la superficie celular y dibujan caminos o
barreras que mueven al axon hace su diana (Lowery and Van Vactor, 2009). Todas estas

sefiales estan divididas en dos grupos:

[\
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INTRODUCCION

- Seiiales generadas por moléculas difusibles. Entre ellas estan incluidas muchas

de las sefales clasicamente descritas como quimioatractivas (por ejemplo, las
provenientes de netrinas (Dickson, 2002) (Chilton, 2006)), o repulsivas (como
por ejemplo, Slit (Kidd et al., 1999, cell)). Ademiias de multiples morfogenos
(como Wnt, sonic hedgehog (SHH) o la proteina morfogénica de hueso (BMP)

(Zou and Lyuksyutova, 2007)), o neurotransmisores (Mattson et al., 1988).

- Seiales generadas por moléculas no difusibles. En este grupo estan incluidas

todas las moléculas ancladas a la membrana plasmatica (por ejemplo, las
moléculas transmembrana de adhesion celular (CAMs), (Maness and Schachner,
2007)), las efrinas, o aquellas moléculas que estin presentes en la matriz

extracelular (por ejemplo, la laminina y la fibronectina) (Evans et al., 2007).

En todos los casos, tanto si la molécula es difusible o como si no, la funcién
quimioatractiva o quimiorepulsiva de la proteina depende de los receptores
expresados en el cono de crecimiento. Las diferentes combinaciones de receptores
expresados en el cono de crecimiento modulan positiva o negativamente la respuesta
a una sefial determinada, pudiendo en muchos casos generar respuestas opuestas

segun el contexto.
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Figura 3. El cono de crecimiento. A, esquema representativo de algunas de las sefiales de guia axonal y
su papel a corta o larga distancia. B, (Ming et al., 1997) imagenes in vitro de un cono de crecimiento en
presencia de un gradiente de Netrinal generado a través de una pipeta (punta gris en la parte superior
derecha de cada imagen). El crecimiento en zigzag refleja una oscilacidon entre una respuesta atractiva-
repulsiva del cono ante el gradiente de Netrinal. Esto es debido a que Netrinal se va uniendo a un
homodimero de su receptor DCC (que da una respuesta atractiva) o aun heterodimero DCC/UNCS (que
da una respuesta repulsiva) segun el contexto ambiental. A bajas concentraciones de Netrinal el resultado
es un comportamiento atractivo del cono hacia la fuente de Netrinal porque Netrinal se une
proritariamente al homodimero DCC/DCC. Sin embargo, a cortas distancias (en las proximidades de la
pipeta), el incremento de la concentracion de Netrinal satura los homodimeros DCC/DCC y también los

heterodimeros DCC/UNCS, lo que genera la repulsion del cono de crecimiento.
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3.- Drosophila melanogaster en los mecanismos de guia axonal.

3.1.- Drosophila melanogaster como modelo.

Durante siglos el estudio de vertebrados e invertebrados ha servido para obtener un
conocimiento preciso de los mecanismos que rigen el funcionamiento de los seres vivos.
Con este objetivo, uno de los modelos mas utilizados por la Biologia moderna es la
mosca Drosophila melanogaster. Desde los trabajos realizados por Thomas Hunt
Morgan (premio novel de medicina 1933) sobre la herencia de caracteres a través de los
genes, Drosophila melanogaster se ha convertido en uno de los modelos del desarrollo

mas utilizados en el siglo XX y XXI.
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Figura 4. Drosophila melanogaster como modelo de investigacion. (Hunt, T. (1919). The Physical
basis of heredity.). Esquema que refleja la herencia asociada al sexo de la mutacién whife, que otorga un
color de ojos blanco a los individuos. A la izquierda se representa un primer cruce entre un macho de ojos
blancos y una hembra con los cromosomas sexuales sin la mutacion white. Del cruce se obtiene una
hembra heterocigota para la mutacion white, (por lo tanto tiene los ojos rojos ya que white no es un
caracter dominante), y esta hembra se cruza con un macho sin la mutacion dando lugar a una nueva
generacion de cuyo fenotipo se puede deducir que white se hereda a través de cromosomas sexuales

(esquema de cruce de la derecha).
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La elecciéon de un modelo de estudio adecuado es clave en cualquier linea de
investigacion. Independientemente del modelo elegido, todos ellos estan sujetos a una
serie de limitaciones y ventajas que los hacen mds o menos aptos para abordar un
problema experimental u otro. De todos los organismos utilizados como organismos
modelo en la Biologia, s6lo unos pocos han acabado siendo utilizados universalmente
debido a sus ventajas y actualmente, sirven como patrén experimental en cualquier
trabajo cientifico. A continuacidon expongo algunos de los factores que han convertido a

Drosophila melanogaster en uno de los modelos principales:

3.1.1.- Un ciclo de vida breve (10-12 dias desde la puesta de los huevos
fertilizados hasta la obtencion de adultos sexualmente maduros) y dividido en distintas
fases claramente diferenciadas: fase embrionaria, larval y adulta. Lo cual permite
estudiar en plazos cortos de tiempo procesos como la embriogénesis, la maduracion

sexual y el envejecimiento.
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Figura 5. (flymove) Ciclo vital de Drosophila melanogaster. A 25°C el ciclo completo tiene una
duracion aproximada de los diez dias y se divide en varias fases: embriogénesis (1 dia), primera fase
larvaria (1 dia), segunda fase larvaria (1 dia), tercera fase larvaria (2-3 dias) y fase de pupa (5 dias). Tras

la eclosidn los adultos alcanzan la madurez sexual en menos de 12 horas.

3.1.2.- Desarrollo embrionario extrauterino. Los embriones son de facil
manipulacidn e incluso es posible eliminar las capas mas externas que los recubren para
hacer los parcialmente transparentes y estudiar su desarrollo in vivo o mediante
tinciones. Esto facilita el estudio de la guia axonal y otros procesos que se dan durante

la embriogénesis.

3.1.3.- Bajo coste de mantenimiento y alto nimero de individuos por puesta.
Una Unica hembra fértil genera puestas de 100-200 huevos y los individuos requieren
instalaciones de bajo coste durante todo su desarrollo. Las moscas crecen en recipientes

cerrados que permiten el intercambio de gases y como fuente de alimentos tienen una
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papilla de frutas y levadura. Los recipientes (normalmente tubos de plastico), se guardan
en camaras termoreguladas (a 18°C o 25°C) con humedad y ciclos de luz controlados.
En general no se requiere esterilidad, suplementos especificos en la alimentacién o un
espacio importante para el mantenimiento y almacenamiento de las lineas genéticas.
Estos factores, junto con su corto ciclo vital, facilitan el trabajo simultdneo con un gran

nimero de individuos o lineas genéticas.

3.1.4.- Alto grado de conservacidén evolutiva de los procesos bioldgicos de
Drosophila melanogaster. Més del 60% de los genes presentes en la mosca se
encuentran conservados en vertebrados, y muchas de las rutas moleculares estan

conservadas total o parcialmente a lo largo de la evolucion.

3.1.5.- Herramientas de manipulacion genética. Técnicas como el sistema Gal4
(Brand and Perrimon, 1993), que permite la expresion de proteinas, RNA, etc... dirigida
por promotores a nuestra eleccion, el MARCM (Analisis de mosaicos con un marcador
celular reprimible) que permite la generacion de clones mutantes identificables en un
entorno control (Lee and Luo, 1999), (Lai and Lee, 2006), o la adaptacion de la técnica
Brainblow a Drosophila: d-brainblow (Hampel et al., 2011), son ejemplos del nivel de

sofisticacion alcanzado en la manipulacion genética de Drosophila melanogaster.
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Figura 6. Técnicas de manipulacion genética en Drosophila melanogaster: sistema Gal4-UAS.
(Brand and Perrimon, 1993) (Duffy, 2002) ejemplo del funcionamiento del sistema Gal4: hembras con el
elemento UAS-GFP son cruzadas con machos portadores de la proteina Gal4 asociada a un elemento
regulador (normalmente a un gen concreto), que en este caso se expresa en un patrén a bandas durante la
embriogénesis. Cuando la descendencia hereda los elementos Gal4 y UAS-GFP, el Gal4 expresado en un
patrén definido por su elemento regulador se une al UAS provocando la produccion de GFP con el patron
del elemento regulador del Gal4 (dando en este caso una expresion de GFP en bandas durante la

embriogénesis).

3.2.- Embriogénesis del sistema nervioso.

En Drosophila melanogaster, la formacién del sistema nervioso comienza con la
neurogénesis a estadios 10-12 del desarrollo embrionario y concluye con los fendmenos
de guia axonal que finalizan a estadio 17. Todos estos procesos tienen como objetivo la

formacidn del sistema nervioso. Esta estructura neuronal se divide en dos partes:
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3.2.1.- Sistema nervioso central: es una estructura de simetria bilateral con las

neuronas situadas a ambos lados de la linea media (zona central del sistema nervioso
central). En la linea media se encuentran las células gliales, que regulan parcialmente la
proyeccidn ipsilateral o contralateral de los axones. La mayoria de los axones tienen una
proyeccion contralateral (que es Unica) y forma los nervios comisurales que atraviesan
la linea media (Araujo and Tear, 2003). Tras esta proyeccidn los axones se unen al resto
de axones ipsilaterales y crean los nervios situados en los laterales de la linea media.

Todo este proceso se inicia a estadio 12 y finaliza a estadio 17.

3.2.2.- Sistema nervioso periférico: se encuentra compuesto por las neuronas

sensoriales y los nervios motores. Ambas estructuras estan estudiadas en menor
profundidad que el sistema nervioso central aunque actualmente existe un creciente

numero de trabajos sobre ambos, especialmente sobre los nervios motores.

Los nervios periféricos se distribuyen por segmentos siendo las estructuras en los
segmentos A1-A7 iguales en su organizacion, mientras que en el resto de segmentos
hay estructuras de diversa morfologia como los organos sensoriales del segmento
abdominal A8 y el érgano de Telson (A9). Los nervios periféricos situados en los
segmentos A1-A7 estdn formados por dos fasciculas, una anterior y una posterior, que
no se relacionan entre si hasta su entrada en el cordon nervioso ventral (Campos-Ortega

J. A., Hartenstein V., (1985). The embrionic development of Drosophila melanogaster).
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Figura 7. Sistema nervioso central y periférico en embriones de Drosophila melanogaster. A,
(flybase) dibujo esquematico del sistema nervioso central una vez finalizado el desarrollo embrionario
(estadio 17). Se han representado los nicleos neuronales cerebrales (esferas azules), las neuronas y
axones del sistema nervioso central (lineas azuladas), y todo el tejido glial (color purpura). B, (flybase)
dibujo esquematico del sistema nervioso periférico una vez finalizado el desarrollo embrionario (estadio
17). Se han representado con esferas y lineas de distintos colores los nticleos neuronales y algunas de las
proyecciones axonales (especialmente del sistema sensorial).

Si nos centramos en los nervios motores, es importante recordar que en el
embrion de Drosophila melanogaster las paredes musculares estan formadas por treinta
fibras individuales en cada hemisegmento abdominal (segmentos A2-A7) (Bate, 1990)
(Vactor et al., 1993). La inervacion de estas fibras es llevada a cabo por treinta y cuatro
motoneuronas que forman patrones muy concretos de conectividad con los musculos
(Johansen et al., 1989) (Sink and Whitington, 1991) (Halpern et al., 1991). Los axones

salen del sistema nervioso central hacia las paredes musculares agrupandose en dos

nervios: el nervio intersegmental (ISN) que inerva exclusivamente fibras dorsales y
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dorsolaterales cuando la pared muscular es todavia un conjunto de mioblastos sin
diferenciar, y el nervio segmental (SN), que sale del sistema nervioso central cuando las
fibras musculares se han formado por completo e inerva Gnicamente fibras musculares
ventrales. El SN se subdivide en cuatro nervios: SNa, SNb, SNc y SNd. Todo este
proceso se inicia con la salida de los nervios motores desde el sistema nervioso central
(estadio 13-14) y finaliza con las Ultimas sinapsis en las fibras musculares en fases

tardias del estadio 16 o a principios del 17.

A B

21:23 /=
12 — a
13 =R —
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71 2 | 29
ISN RSN S 28
periphery | T~ W I " 18
._.'\\J ~=17
exit
ISN SN junction
CNS

Figura 8. Sistema nervioso motor en embriones de Drosophila melanogaster. A, perspectiva lateral de
un embridn control a estadio 17 marcado con anti-Fasiclinall, que permite reconocer el ISN, SNa y SNb.
B, zoom del embrion donde se muestra un unico segmento abdominal. C, (Johansen et al., 1989) dibujo
esquematico de las fibras musculares a la izquierda y los nervios motores a la derecha. D, (Vactor et al.,

1993) representacion de los nervios motores y las fibras musculares que inervan.
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Es importante sefialar que el sistema motor es un modelo menos estudiado que el
sistema nervioso central pero la presencia de nervios aislados facilita la deteccion de
problemas en la guia axonal. Por lo tanto, pese a la existencia de ciertas diferencias
entre el sistema central y el motor (aunque ambas estructuras comparten la mayor parte
de los mecanismos de guia axonal, existen ciertas diferencias entre ambos como el papel
de las células gliales, la organizacién estructural, el rol de la sinaptogénesis, etc.), en
nuestro trabajo hemos utilizado el desarrollo del sistema nervioso motor como un

complemento al trabajo realizado en el sistema nervioso central.

3.3- Principales rutas de guia axonal en Drosophila melanogaster.

Durante afios, Drosophila melanogaster ha permitido la identificaciéon de moléculas
clave en la guia axonal (Brose et al., 1999) (Kidd et al., 1998a) y ha confirmado la
conservacion de las rutas principales que dirigen el cono de crecimiento (Kolodziej et

al., 1996).

Casi todos los estudios clasicos en Drosophila utilizaron la formacion del cordon
neuronal ventral (VNC) como modelo para analizar los procesos de guia axonal. Como
consecuecia des esta practica, las rutas de guia axonal estdn descritas con mayor

precision en el VNC.
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3.2.1.- La via Slit/Robo en la formacion del VNC.

La via Slit/Robo (junto con la via Netrina/Frazzled), es la principal reguladora de los
procesos de guia axonal en el VNC. Su funcion principal es controlar el cruce
contralateral de nervios a través de la linea media repeliendo la mayor parte de los
conos de crecimiento. Esta repulsion se produce mediante la secrecion de Slit en las
células gliales de la linea media y la expresion sus receptores (las proteinas

transmembrana Robo), en los conos de crecimiento.

Ademas de Slit y sus receptores Robo, el funcionamiento de esta via estd
condicionado por otras proteinas que modulan la respuesta del cono a la presencia de
Slit. Algunas de estas proteinas son Commisureles (Tear et al., 1996) o los heparan

sulfato proteoglicanos (Johnson et al., 2004) (Smart et al., 2011).

3.2.1.1.- Slit.

En Drosophila melanogaster los primeros mutantes de s/it fueron encontrados en un
cribado donde los individuos presentaban defectos en la formacién de la cuticula
larvaria, el sistema nervioso central y la involucion de la cabeza (Nisslein-Volhard et
al., 1984). Posteriormente, Slit se identificé como una molécula clave en los procesos de
guia axonal (Brose et al., 1999) (Kidd et al., 1999) (Rajagopalan et al., 2000a) y se
comprobd que existe un alto grado de conservacion evolutiva en los mecanismos
relacionados con s/it, ya que las tres variantes genéticas de s/it presentes en vertebrados
tienen mas de un 40% de su secuencia conservada en Drosophila melanogaster (Brose

et al., 1999) (Rothberg et al., 1990).
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Durante el desarrollo del sistema nervioso central Slit es secretado por las
células gliales single minded (sim) (Crews et al., 1988) (Thomas et al., 1988), y difunde
generando un gradiente a ambos lados del sistema nervioso central (CNS) (Kidd et al.,
1999) (Steigemann et al., 2004a). Pero como Slit es una molécula con una baja
capacidad de difusidn, su gradiente se concentra en el VNC y su efecto se aplica a corta

distancia (Bhat et al., 2007).
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Figura 9. Estructura y patron de expresion de slit en el VNC. A, (Brose et al., 1999) diagrama
ilustrando los dominios estructurales de los miembros de la familia Slit y el porcentaje de identidad entre
ellos. B, (Kidd et al., 1999) embrién control a estadio 16 tefiido con anticuerpos anti-C555 para mostrar la
expresion de s/it. Los niveles mas elevados de Slit se encuentran en la glia de la linea media (flecha) y se

observa el patron de difusion ambos lados del VNC (cabeza de flecha).

La ausencia de Slit en el desarrollo del sistema nervioso central (CNS), genera
problemas de guia axonal. En embriones mutantes s/it -/- (Kidd et al., 1999), el cono de
crecimiento penetra en la linea media pero es incapaz de abandonarla (pese a que
expresa anormalmente elevados niveles de receptores Robo). Este hecho atribuye a la
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via Slit/Robo propiedades repulsivas a corta distancia ya que en condiciones normales
los conos de crecimiento con altos niveles de Robo son repelidos ante la presencia de
Slit, pero el efecto es de corta distancia por lo cual los axones no se alejen
indefinidamente de la linea media sino que se posicionan longitudinalmente a ambos
lados de la linea media, donde los niveles de Slit son menores.

Control robo -/- slit hipo slit -/-

Ce. D W

Figura 10. (Kidd et al., 1999) Fenotipos de embriones mutantes para sliz. A, embrién control tefiido
con anti-BP102, que muestra el patron normal de dos haces comisurales cruzando la linea media por
segmento. B, mutante nulo para robo, receptor de slit, donde se aprecia una acumulacion de nervios
cruzando la linea media y una disminucién del grosor de los haces nerviosos laterales. C, embrion
hipomorfo para s/it en el cual se ve una acumulacion de nervios en la linea media y una disminucion del
grosor de los nervios laterales. D, embrion nulo para s/if en el cual se observa un colapso total de los
axones y su incapacidad para salir de la linea media. E, embrion control a estadio 16 que ha sido tefiido
con el anticuerpo 13C9 para mostrar la expresion de Robo. Los niveles mas elevados de Robo se
encuentran en los haces longitudinales del VNC (flecha), y se aprecian una niveles bajos de Robo en los
axones comisurales (flechas cortas). F, embrion nulo para s/it tefiido con 13C9 que muestra unos niveles

elevados de Robo en los axones colapsados en la linea media (flecha).
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3.2.1.2.- Receptores Robo.

En Drosophila melanogaster inicialmente fue identificado un unico receptor de Slit:
Robo, que tiene en algunas de sus regiones hasta un 58% de homologia con el receptor
Robol de humanos (Kidd et al., 1998b) Posteriormente se identificaron dos receptores

adicionales en Drosophila melanogaster: Robo2 y Robo3.

A B
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Figura 11. Estructura y patréon de expresion de los receptores Robo en diferentes especies A, (Kidd
et al.,, 1998b) esquema de la estructura de la proteina Robo donde se muestran las posiciones de los
dominios de inmunoglobulina (Ig), fibronectina (FN), los dominios transmembrana (TM) y la parte
intracelular. También se muestran los porcentajes de identidad de aminoacidos entre Robo y su homdlogo
en humanos: H-Robo. B, (Simpson et al., 2000a) esquema de la composicidn estructural de las proteinas
Robo en Drosophila melanogaster (en rojo los motivos Ig, azul los FN y verde los motivos
intracelulares) y el porcentaje de homologia entre los distintos receptores Robo. C, (Simpson et al., 2000)
arbol filogenético generado comparando la secuencia completa de Robo, Robo2 y Robo3 con las
proteinas genéticamente mas proximas. D-E, (Kidd et al., 1998b) expresion de robol en el desarrollo de
la médula espinal de rata. D, representacion esquematica de las proyecciones donde a E13 la mayoria de

los axones comisurales (c) han cruzado la floor plate (fp) y los nervios motores (m) han proyectado mas
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Es importante reclacar que aunque los tres receptores Robo se unen a Slit,
existen diferencias en las funciones que ejerce cada receptor durante el desarrollo. Estas
variaciones se generan por variacones en las estructuras y los niveles de expresion

proteicos. (Spitzweck et al., 2010).

3.2.1.2.1- Estructura, expresion y funcionamiento de los receptores Robo.

Los tres receptores Robo presentes en Drosophila melanogaster son proteinas
transmembrana con un Unico motivo transmembrana (figura 11). Su ectodominio es
muy similar entre ellos y estd compuesto por una serie de cinco dominios
inmunoglobulina y tres de fibronectina tipo III (Brose et al., 1999). Sin embargo, los
receptores difieren en la composicion de sus dominios citoplasmaticos: Robol tiene las
4 regiones cortas conservadas con una secuencia consenso (CC0-CC3) comun entre casi
todos los robos, pero Robo2 y Robo3 carecen de los motivos CC2 y CC3, que median
interacciones con multiples con elementos intracelulares (Evans et al., 2010). A parte de
estas diferencias intracelulares, todos los receptores se unen a Slit, aunque lo pueden
hacer con distinta afinidad de unién y/o estequiometria de unién (se han observado

diferencias de estas dos cualidades entre Robo y Robo2) (Evans and Bashaw, 2010).

alla de la linea media. E, seccion transversal de médula espinal de rata a E3 donde el Robol mRNA se
visualiza mediante hibridacion in situ. Como se puede apreciar, el mRNA de Robol se detecta sobre los
cuerpos celulares de las neuronas comisurales y motoras. Niveles mas bajos de expresion se detectan en
zonas intermedias de la médula espinal, pero no hay expresion en la floor plate, roof plate y el dorsal

root.
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robol y robo2 estan expresados en la mayoria, posiblemente en todas, las
neuronas que definen las vias axonales durante la embriogénesis a estadio 12. robo3 no
se expresa hasta el estadio 13 y estd limitado a varios subgrupos de neuronas. La
expresion de robol persiste durante toda embriogénesis mientras que la de robo2 se
extingue en muchas neuronas conforme el proceso avanza. De todos modos, desde el
estadio 14 todas las neuronas del VNC expresan algin tipo de receptor Robo o
combinaciones de ellos. Esta expresion diferencial posiciona los axones en las distintas
fasciculas longitudinales del corddn nervioso ventral segun sus niveles de receptores
Robo. (Simpson et al., 2000b) (Simpson et al., 2000a) (Araujo and Tear, 2003)

(Spitzweck et al., 2010).
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Figura 12. Estructura y patrén de expresion de los receptores Robo en el VNC. (Rajagopalan et al.,
2000b) A, el sistema nervioso central de embriones control tefiidos con anticuerpos contra Robo, Robo2 o
Robo3. A fases tardias del estadio 12 o tempranas del 13 los patrones de expresién de Robo y Robo2 son
casi idénticos, con altos niveles detectables en los conos de crecimiento de los axones pioneros en la
formacion de las vias longitudinales (flecha), pero no en los conos de crecimiento de los primeros axones
comisurales (flecha cabeza). Sin embargo, Robo3 es casi indetectable a estos estadios. A estadio 14 los
patrones de expresidon entre Robol y Robo2 todavia son muy similares aunque Robo2 estd presente en
menos axones y la expresion de Robo3 ya es claramente detectable. A estadio 16 los tres robos se
expresan en los axones longitudinales con patrones distintos aunque solapantes en las zonas laterales. B,
imagenes inmunofluorescentes de embriones control a estadio 16 tefiidos contra Robo2 (rojo), Robo3
(verde) y HRP (azul). El panel de la izquierda muestra Robo2 y Robo3, mientras que a la derecha se ven
los tres marcadores solapados. C, esquema de los patrones de expresion de los receptores Robo y de la

presencia de Slit en el VNC.

Es la expresion diferencial de los distintos receptores Robo el factor principal
que posiciona los axones en unas fasciculas longitudinales del cordon nervioso ventral u
otras. El cruce a través de la linea media se produce porque los axones son atraidos

hacia ella por sefiales atractivas como las generadas por la via Netrina/Frazzled.
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Inicialmente, el cono de crecimiento no expresa ningin receptor Robo por lo que no
detecta el patrdn repulsivo de Slit en la linea media. Sin embargo, conforme va
penetrando en la linea media, el cono de crecimiento empieza a externalizar receptores
Robo. Esto lo vuelve sensible a la presencia de Slit y provoca la salida del axon por el
lado opuesto de la linea media. Tras este proceso los axones expresan permanentemente
alguno de los receptores Robo (o combinaciones de ellos), por lo que son incapaces de
volver a atravesar la linea media. En embriones robo -/- los axones no reconocen

adecuadamente la presencia de Slit y colapsan en gran niimero en la linea media.

wild type nervous system robo mutant
midline -
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Figura 13. Mecanismo de accion de los receptores Robo en la formacion del VNC. (Simpson et al.,
2000a) En condiciones control los axones no proyectan contralateralmente mientras mantengan unos altos
niveles de expresion de Robo en el cono de crecimiento. Si estos niveles disminuyen notablemente el
cono, al ser insensible a los altos niveles de Slit presentes, penetra en la linea media hasta que aumenta la
expresion de Robo en el cono de crecimiento. Este hecho genera la salida del cono de la linea media y la
proyeccién contralateral del axon. En ausencia de Robo los axones penetran en la linea media, pero la
presencia de los otros receptores Robo: Robo2 y Robo3 (robo3 no ha sido representado) mantiene una
cierta respuesta ante la presencia de Slit y no se produce un colapso total de los axones. En ausencia de
todos los receptores Robo, los axones colapsan en la linea media guiados por las sefiales de guia axonal

atractivas y son incapaces de proyectar contralateralmente en ningun caso.
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Figura 14. Fenotipos de embriones mutantes para receptores Robo. A, (Simpson et al., 2000b)
embrion a estadio 17 tefiido con anti-Fasiclinall para marcar las tres fasciculas positivas para Fasciclinall:
la medial, intermedia y lateral. Esta tincion no marca otras fasciculas ipsilaterales o los haces comisurales
que cruzan la linea media. B, mutante robo-/- donde la fascicula medial (la mas cercana a la linea media),
colapsa en la linea media. C, en mutantes para robo2 -/- se producen cruces ocasionales a través de la
linea media y la organizacion la fascicula longitudinal se encuentra afectada. Asimismo hay cruces entre
las fasciculas intermedia y medial o intermedia y lateral de un mismo lado. D-E, doble mutantes robo -/-;
robo2 -/- o mutante slit -/-. Presentan todas las fasciculas positivas para Fasciclinall colapsadas y
desarrollandose a lo largo de la linea media. F, (Simpson et al., 2000) diagrama de los fenotipos en
mutantes para la familia Robo. Este diagrama representa combinaciones de los fenotipos robo que
muestran como robo y robo?2 regulan el cruce de la linea media, mientras que robo2 y robo3 estan mas

especializados, junto con robo, en generar el adecuado posicionamiento de las fasciculas. Aqui
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Finalmente, es importante sefialar la expresion diferencial de los receptores
Robo estd asociada a la distinta regulacion genética controlada por cada receptor. Esto
hace que cada robo tenga funciones concretas aunque algunas de ellas pueden ser
redundantes entre los receptores. Por ejemplo, Robol esta especializado en prevenir el
cruce de axones longitudinales mientras que Robo2, aunque tiene una cierta capacidad
para prevenir el cruce de axones longitudinales, también tiene una funcidn favoreciendo
el cruce de axones comisurales. Por ultimo, Robo3 tiene un papel importante en la

construccion de los axones intermedios y longitudinales (Spitzweck et al., 2010)

3.3.2.- Reguladores de la via Slit/Robo.

En la via Slit/Robo existen varias familias de proteinas que modulan la funcion
repulsiva de Slit y sus receptores Robo. Esta regulacion se da a multiples niveles, desde
la expresion de proteinas como los hepardn sulfato proteoglicanos (HSPGs), que actian
como correceptores de Slit y ademas regulan de su patrén de difusion; hasta proteinas
que controlan la externalizacion de los receptores Robo en el cono de crecimiento

(como por ejemplo, Commisureless).

unicamente estan marcadas las fasciculas positivas pasa Fasciclinall a estadio 17 y han sido representadas
del siguiente modo: color azul (fascicula medial), que unicamente expresa robo. Color purpura (fascicula
intermedia), que tiene niveles de robo y robo3, mientras que la fascicula lateral (color amarillo), expresa

robo, robo2 y robo3.
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3.3.2.1.- Commissureles.

Commissureless (comm) es una proteina especifica de Drosophila melanogaster que
controla negativamente los niveles de los receptores Robo presentes en el cono de
crecimiento. Aunque a estadios tempranos esta expresada en varias bandas germinales
perpendiculares a la linea media, posteriormente se concentra en los neuroblastos y las
células madre ganglionarias. A estadio 12 aparece una banda a lo largo de toda la linea
media y posteriormente el patron va evolucionando hasta que a estadio 16 Comm se
encuentra en algunas células gliales y en los axones que estdn cruzando la linea media

(Tear et al., 1996).

T

=
bl

Figura 15. Expresion de comm RNA en la VNC. (Tear et al., 1996) Expresion de comm RNA durante la
embriogénesis en embriones control utilizando hibridacion in sifu junto con una tincidén anti-BP102 (D).
A, embridn a estadio 6 que muestra la expresion de comm RNA en bandas germinales perpendiculares a
la linea media (flecha blanca). B, embrion a estadio 10 la expresion se concentra en el desarrollo del
sistema nervioso central, concretamente en los neuroblastos (flecha blanca) y las células madre
ganglionarias. C, a estadio 12 se aprecia una banda a lo largo de toda la linea media (flecha blanca), asi
como la expresion en las columnas longitudinales de la epidermis adyacente al sistema nervioso central.
D, en los embriones a estadio 16 comm se encuentra presente Unicamente en el par de células gliales
anterior y medial (flechas negras). Estas células son las encargadas de transmitir parte del RNA traducido
ya en proteina a los axones comisurales que se encuentran cruzando la linea media (marcados con BP102,

flecha blanca).
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Commissureles es clave para regular la sensibilidad a Slit de los conos de
crecimiento de los axones en Drosophila melanogaster. Esta sensibilidad se modula
controlando los niveles de Robo presentes en el cono. Estos niveles son bajos
inicialmente pero se disparan cuando el cono pasa al lado contralateral de la linea media
y posteriormente se mantienen altos para evitar que el cono de crecimiento vuelva a
penetrar en la linea media (Kidd et al., 1998a) (Kidd et al., 1998b) (Tear et al., 1996).
Sin embargo, en mutantes comm -/- el cono de crecimiento expresa niveles elevados de
Robo desde un principio por lo cual es incapaz de penetrar en la linea media. Aunque
hay pruebas de que Comm ejerce una regulacion negativa sobre Robol asocidandose con
¢l y evitando que alcance la superficie celular al reclutarlo hacia los endosomas (Tear et
al., 1996) (Kidd et al., 1998a), no estd claro si tiene la misma funcién regulando los

niveles de Robo2 y Robo3 (Rajagopalan et al., 2000a).
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Figura 16. Fenotipo de embriones mutantes para comm. (Kidd et al., 1998a) Embriones fijados a
estadio 16 y teflidos con anti-BP102, que marca todas las fasciculas longitudinales y comisurales del
sistema nervioso central. A, embridon control con el patrdn caracteristico de dos haces comisurales por
segmento. B, embridon con una pérdida de funcién en robo donde se aprecia aun engrosamiento y
acumulacion de haces comisurales por segmento al mismo tiempo que hay una disminucion en el grosor
de las fasciculas longitudinales. C, embridon con una pérdida de la funcion de comm. Se puede apreciar
una desaparicion de las fasciculas comisurales y un engrosamiento de las longitudinales. D, embrién con
una ganancia de funcion de comm, donde se aprecia aun engrosamiento y acumulaciéon de haces
comisurales por segmento al mismo tiempo que una disminuciéon en el grosor de las fasciculas
longitudinales de un modo muy similar al ocurridos en la pérdida de funcion de robo. E, (Sanchez-
Soriano et al., 2007) esquema sobre la regulacion del cruce de axones a través de la linea media y
eleccion de las vias mediolateral y longitudinal. Comm y una combinacién de los receptores Robo
codifica el posicionamiento mediolateral de los axones. Neurona expresando comm (T negra), lo cual
previene el transporte de receptores Robo hacia el cono de crecimiento (representado en las otras

neuronas con una flecha roja recta), y permite que el axon penetre en la linea media.
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3.3.2.2.- Heparan sulfato proteoglicanos.

Los Heparan sulfato proteoglicanos (HSPGs) son un grupo de proteinas (la mayor parte
transmembrana) presentes en la superficie celular, y consisten en un nudcleo proteico
unido a cadenas de heparan sulfato glucosaminas (Perrimon and Bernfield, 2000)
(Couchman, 2003). Su compleja composicion permite una gran variedad estructural
mediante la utilizaciéon de diversos nucleos proteicos y/o modificaciones de las cadenas
de heparan sulfato (HS) durante su sintesis. Estas proteinas tienen asociadas funciones
en casi todos los procesos celulares: adhesion celular, movilidad, proliferacion,
morfogénesis, formaciéon de espinas dendriticas, adhesiones focales o influir en
mecanismos asociados con el citoesqueleto. Esto es debido a que la mayor parte de los
HSPGs presentan modificaciones en su region HS que los permite actuar como
correceptores en estos procesos, siendo una de sus funciones mas conocidas su
actuacion durante la morfogénesis (por ejemplo, los glipicanos (subgrupo de HSPGs),
regulan la funcién de varios morféogenos como BMP (proteinas morfogénica de hueso)
o Wg-Dpp (Bernfield et al., 1999)). Ademas de estas funciones, existen multiples
ejemplos de la participacion de los HSPGs en los procesos de guia axonal (Steigemann

et al., 2004b) (Johnson et al., 2004) (Smart et al., 2011).

La familia de los HSPG se divide en dos subgrupos: los HSPG asociados a

membrana (Sindecanos y Glipicanos), y los no asociados a membrana (Perlecanos y

Agrininas).
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Figura 17. Estructura de los HSPG. A, (Bernfield et al., 1999) esquema de la biosintesis de los HSPGs.
B, (Perrimon and Bernfield, 2000) esquema de los HSPGs donde estan representados los grupos
transmembrana: Sindecanos y Glipicanos. Asi como los grupos no anclados a membrana: Perlecanos y

Agrinas.

52



INTRODUCCION

3.3.2.2.1.- HSPGs asociados a membrana.

Sindecanos (Sdc): en mamiferos, y probablemente en todos los vertebrados,
existen cuatro miembros de este grupo (Schwabiuk et al., 2009) mientras que en
Drosophila melanogaster existe un Unico miembro (Couchman, 2003). Todos los
sindecanos estdn formados por un nucleo proteico que es una extensa region de
aminodcidos transmembrana con una pequefia parte (34+38 residuos) citoplasmatica, en
el extremo C-terminal. Las cadenas HS estdn unidas a residuos de serina distales a la

membrana plasmatica

Glipicanos: en Drosophila melanogaster existen dos genes de esta familia
(dally y dally-like) mientras que en vertebrados hay seis genes que codifican para
glipicanos. Su nucleo proteico es una estructura globular estabilizada por uniones
disulfuro, unida a la membrana plasmatica por una extensa region C-terminal que acaba
unida a glicosifosfatidil inositol (GPI). Las cadenas HS estan unidas a residuos de serina
adyacentes a la membrana plasmatica (Perrimon and Bernfield, 2000) (Johnson et al.,

2004).

Estos dos grupos suponen la mayoria de los polimeros HS presentes en la
superficie celular (Bernfield et al., 1999). Pese a tener cadenas de HS muy similares, las
funciones de ambas proteinas no son totalmente redundantes (Han et al., 2004) (Rawson
et al., 2005) (Johnson et al., 2004) (Smart et al., 2011). Una de las funciones mejor

detalladas es su papel en los procesos de guia axonal modulando la via de Slit/Robo. Se
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ha demostrado que la presencia HS mejora la afinidad de la interaccion Slit-Robo in
vitro (Hussain et al., 2006) e incluso hay datos in vitro que postulan la dependencia de

HSPGs en la superficie celular para que se dé la union Slit-Robo (Hu, 2001)

En Drosophila melanogaster, tanto Sindecano (Sdc) como Dally-Like (dlp) se
expresan durante la embriogénesis en el sistema nervioso. Los niveles de ambas
proteinas son elevados en el VNC aunque sus patrones de expresion no son totalmente
solapantes. Sdc coopera con Slit y Robo regulando la guia axonal en la linea media
(Johnson et al., 2004) (Steigemann et al., 2004b): posiciona Slit en las fasciculas
longitudinales y regula parcialmente la sefial repulsiva proporcionada por la via
Slit/Robo. Ademas, Sdc también es necesario para el adecuado desarrollo de las
fasciculas proximas a la linea media. Dlp regula la formacion de las fasciculas mas
externas posicionando Slit en ellas y aportando los HS necesarios para mantener la

repulsion generada por la via Slit/Robo en ausencia de Sdc (Smart et al., 2011).
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Figura 18. Funcion y expresion de los HSPG. A-H, (Hussain et al., 2006) ensayo in vitro de colapso de
conos de crecimiento de retina de Xenopus provocado por la presencia de hSlit2 en dependencia de
heparina/heparan sulfato (HS). A-G, imagenes de los conos de crecimiento en distintas condiciones en
presencia o ausencia de Slit en el medio y/o heparina, heparinasa y HS. A y F, conos crecimientos no
colapsado control (A) y cono no colapsado en presencia de hSlit2 D2 (constructo funcional de Slit) y
heparinasa (F). B-C, casos control de conos colapsados al afiadirse al medio diversos constructos de Slit.
D y E, conos colapsados en presencia de hSlit D2 y heparina o HS. G, rescate del colapso de un cono de
crecimiento en medio con hSlit D2 y tratado con heparinasa, que es rescatado al tratarlo con heparina. H,
cuantificacion del porcentaje de conos colapsados. I-M (Smart et al., 2011). I, embrién control a estadio
17 donde se aprecian las tres fasciculas positivas para Fasciclinall del corddn nervioso. J, mutantes para
Sdc donde aparecen defectos en la fasciculacion tales como estrechamientos en la fascicula lateral (cabeza
de flecha) o cruces a través de la linea media (asteriscos). K, mutantes para dlp donde se aprecian huecos
en la fascicula lateral (flechas) y un estrechamientos de la fascicula (flecha cabeza), pero no se ven cruces
a través de la linea media. L, distribucion de los HSPGs en el sistema nervioso central. La intensidad de

la sefial inmunofluorescente de Dlp (verde) y Sdc (rojo) fue registrada mediante microscopia confocal y
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3.3.2.2.2. - HSPGs no asociados a membrana.

En este grupo se encuentran los HSPG no anclados a las membrana: Perlecanos y
Agrininas. Ambas son familias de grandes proteinas multidominio con cadenas HS en
su extremo N-terminal. Se ha descrito que los perlecanos se encuentran en tejidos tales
como los cartilagos, mientras que las agrininas son un componente de los musculos,
uniones neuromusculares, el sistema nervioso, pulmones y rifiones. Sin embargo, no
existe mucha informacién acerca de una posible funcion de estas proteinas en los

procesos de guia axonal (Perrimon and Bernfield, 2000).

3.3.3.- La via Netrina/Frazzled en la formacion de la VNC.

Netrina/Frazzled (Netrina/DCC en vertebrados) es una de las via de guia axonal claves
en la correcta formacién del sistema nervioso central durante la embriogénesis. Su
funcion principal es ejercer como sefial atractiva de los axones, aunque segun los
receptores de Netrina, esta sefial puede actuar como sefial repulsiva a cortas distancias
en algunas situaciones. Pero en general, esta via es considerada una sefial atractiva tanto

en el sistema nervioso central como en el periférico.

representada en una linea perpendicular a la linea media. De cara a facilitar la orientacidn, la glia de la
linea media ha sido indicada con una barra roja y los haces nerviosos longitudinales estan sefialados con
unas barras azules debajo de las curvas de intensidad. Todos los puntos de las graficas representan los
valores medios de intensidad junto con la desviacidn estandar de la media. M, imagen solapante de ambos

patrones de expresion: Dlp (verde) y Sdc (rojo), en un embridn control a estadio 17.
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3.3.3.1- Netrina.

Las netrinas son una familia de proteinas secretadas con un papel importante en la guia
axonal y cuyos receptores principales son Frazzled (homodlogo de DCC en vertebrados)
y Unc5 (homoélogo de UNCSC en vertebrados), aunque existen otros secundarios como

Dscam (Andrews et al., 2008).

La primera netrina caracterizada fue UNC-6 en neumatodos, identificada como
producto del gen unc-6 cuya mutacion genera defectos en migracion celular y guia
axonal (Ishii et al., 1992) (Ishii et al., 1992) (Mclntire et al., 1992). En Drosophila
melanogaster existen dos netrinas, NetA y NetB, (existen cinco en vertebrados y una en
C.elegans). Ambas estan altamente conservadas ya que si comparamos sus secuencias
con las de otros organismos, NetA es idéntica en un 49% a UNC-6 (C.elegans) y un
51% a netrin-1 (pollo), mientras que NetB es 49% y 54% respectivamente. Ademas

NetA y NetB son un 55% idénticas entre si (Harris et al., 1996) (Kolodziej et al., 1996).
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Figura 19. Estructura, evoluciéon y funcién de Netrina. A, (Harris et al., 1996) esquema que representa
miembros de la familia Netrina en distintos organismos, y representacion de los dominios de las proteinas
(adaptado de (Serafini et al., 1994)). En la imagen esta representada la diferencia relativa de tamafio entre
dominios y el porcentaje de identidad entre aminoacidos de dominios homologos (el porcentaje de
identidad de secuencia que se ha calculado excluyendo los saltos entre secuencias esta escrito entre
paréntesis). B, (Lai Wing Sun et al., 2011) ejemplo de la importancia de la familia netrina en vertebrados.
Durante el desarrollo de la médula espinal, la Netrinal (verde) secretada por la floor plate genera un
gradiente desde la linea media ventral. Este gradiente cumple dos funciones: atrae los axones espinales
comisurales (morado) y repele la migracion de las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs)
(naranja) y los axones de motoneuronas en el brainstem (red). C, (Mitchell et al., 1996) arbol filogenético
obtenido mediante el alineamiento de las secuencias excluyendo las regiones de alta variabilidad de

longitud. El porcentaje de divergencia fue calculado utilizando el programa LaserGene.
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En Drosophila melanogaster ambas netrinas son expresadas durante el
desarrollo en el sistema nervioso central y en subgrupos de neuronas, musculos y
células epiteliales. En el sistema nervioso central embriones NetA-/-; NetB-/- presentan
una acortamiento del grosor de las fasciculas comisurales, asi como rupturas y una

desestructuracion general en las fasciculas longitudinales.
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Figura 20. Expresién de Netrina en Drosophila melanogaster. (Mitchell et al., 1996), expresion
embrionaria de NetA y NetB en el Sistema nervioso central. Embriones doblemente tefiidos in situ
(ptrpura) contra NetrinaA (A-C) o NetrinaB (D-F) y el anticuerpo BP102, que marca todos los axones del
sistema nervioso central (marron). A, expresion de NetA a estadio 13. NetA aparece en la glia de la linea
media (MG) (flecha) y en la células del clister VUM (flecha cabeza), ademas de en algunas neuronas
laterales con baja intensidad. B, expresion de NetB a estadio 14. Se aprecia expresion en la glia de la linea
media (MG) y en células posteriores a la comisura posterior (flecha). C, igual embrién que B pero con un
plano focal mas ventral donde se puede apreciar la sefial en algunas células (probablemente neuronas)
(flecha cabeza). D, expresion de NetB a estadio 13, que se encuentra restringida a la MG (flecha) y
algunas otras células a lo largo del sistema nervioso central. E, expresion de NetB a estadio 14. Se aprecia
expresion en las MG pero muchos menos intensa en las células posteriores si lo comparamos con NetA
(Flecha). AC y PC marcan las comisuras anterior (AC) y posterior (PC) respectivamente. F, igual
embrién que en E pero con un plano focal mas ventral. Estan marcadas las células del cluster MP (flecha
cabeza) y algunas neuronas en todo el sistema nervioso central (flecha cabeza negra). G, Diagrama de la
expresion de NetA (purpura) y NetB (azul) en el sistema nervioso central (CNS) y nervios motores. En la
parte inferior estan dibujados los axones del CNS (marrén), y algunos de los nervios motores que
proyectan a la musculatura: ISN (rojo) y ISNa (verde). En el esquema se puede observar las diferencias

en los patrones de expresion entre ambas Netrinas en el sistema nervioso central y los nervios motores.
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Figura 21. Fenotipo de embriones mutantes para Netrina. (Mitchell et al., 1996), embriones doble
mutantes para Netd y NetB teflidos con anti-BP102 para marcar todos los axones del sistema nervioso
central. A, ejemplo de fenotipo severo con un estrechamientos o ausencia de haces comisurales (flecha y
asterisco central) y roturas completas en las fasciculas longitudinales (asteriscos). B, fenotipo intermedio,
con una organizacion estructural menos dafiada aunque todavia las comisuras posteriores estin
practicamente ausentes (asteriscos) y hay acortamientos de las comisuras anteriores (flechas). C, fenotipo
leve donde hay una cierta desestructuracion general y el estrechamiento (flechas) o falta (asterisco) de

algunas fasciculas comisurales.

3.3.3.2.- Receptores de Netrina.

Frazzled

En Drosophila melanogaster existe un Unico receptor Frazzled, que tiene un 43% de

homologia con DCC (que es uno de los receptores de netrina en vertebrados) (Kolodziej

et al., 1996), mientras que en vertebrados existen dos miembros de la familia de DCC

(DCC y Neogenina).
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Durante la embriogénesis, Frazzled esta presente en el sistema nervioso central y
los nervios motores periféricos, en la epidermis y el epitelio intestinal. En el sistema
nervioso central se expresa en altos niveles en las fasciculas longitudinales y las
comisurales; esta es una diferencia con los receptores Robo de la via Slit/Robo, ya que
estos se encuentran expresados a niveles muy bajos en los haces comisurales. La
adecuada expresion de Frazzled es necesaria para la formacion del VNC, y en
embriones fra -/-, algunas de las fasciculas comisurales desaparecen o se estrechan
notablemente, y se producen roturas en las fasciculas longitudinales (figura 22 C-D) y

(Kolodziej et al., 1996).

Figura 22. Expresiéon de Frazzled/DCC. A, (Kolodziej et al., 1996), axones longitudinales y
comisurales de un embrion control a estadio 15 tefiido con antiBP102. Gracias a esta tincién se pueden
visualizar claramente las comisuras anteriores (ac), las posteriores (pc) y los axones longitudinales (lo). B,
idéntico embrion tefiido con anti-Frazzled, donde se observa un patron de expresion muy similar al de
BP102, y ademas se detecta la sefial de Frazzled en los nervios motores (mn). C, embrién nulo para
frazzled y tefiido con anti-BP102. Se observan defectos tales como un adelgazamiento de algunas

comisuras posteriores (flecha corta) o su ausencia (flecha cabeza), asi como estrechamiento leve de las
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UncS.
A parte de Frazzled, existen otros receptores de Netrina como Dscam
(Drosophila Down Syndrome cell adhesion molecule), que es un ejemplo de una

proteina de adhesion capaz de funcionar como receptor de sefiales de guia axonal

(Andrews et al., 2008), o Unc5 (Keleman and Dickson, 2001).

Unc5 resulta especialmente intersante porque esta implicado en la funcion
repulsiva de la via Netrina/Frazzled. Como ya comentamos con anterioridad, en
mamiferos la via Netrina/DCC (homdloga de Netrina/Frazzled en Drosophila) no solo
tiene una funcidn atractiva a larga distancia sino que también posee una funcidon
repulsiva a corta distancia. Estas dos funciones se dan porque DCC no es el Unico
receptor de netrina. En mamiferos, cuando netrina se une al homodimero de DCC/DCC,
el cono de crecimiento es atraido hacia la fuente de netrina, pero si se une al
heterodimero DCC/UNCS, se produce el efecto contrario y el cono es repelido. Esta

repulsion aparece normalmente a cortas distancias.

comisuras anteriores y roturas en los haces longitudinales (flecha grande). D, embridn heterocigoto para
NetA y NetB que desarrolla defectos similares a C. Se pueden observar rupturas en las fasciculas
longitudinales (flecha), y ausencia casi total de algunos haces comisurales posteriores (flecha cabeza). E-
F, (Kidd et al., 1998b). E, representacion esquematica de las proyecciones donde a E13 la mayoria de los
axones comisurales (c¢) han cruzado la floor plate (fp) y los nervios motores (m) han proyectado mas alla
de la linea media. F, seccion transversal de médula espinal de rata a E3 donde el DCC mRNA se visualiza
mediante hibridacion in situ y su patron de expresion coincide con la posicion de las neuronas

comisurales.
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Figura 23. Mecanismos relacionados con la guia axonal mediada por Netrinal. A, (Lai Wing Sun et
al., 2011) esquema de los fendmenos de quimioatraccidon. B, esquema de los procesos implicados en la

quimiorepulsion mediada dirigida por Netrinal.

En Drosophila melanogaster el homodlogo de UNCSC (vertebrados) es unc).
Tiene una homologia general del 29 % con UNCS5C, que llega en algunos dominios al
49 %. En Drosophila melanogaster la expresion de esta proteina en el sistema nervioso
durante la embriogénesis esta limitada a algunos de los nervios motores y células gliales
de salida y periféricas. Asi pues, no se aprecia expresion de Unc5 en el sistema nervioso

central (Keleman and Dickson, 2001).
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Figura 24. Estructura, homologia y funciéon de Unc5. (Keleman and Dickson, 2001) A-B, embriones a

estadio 17 fijados con BP102 para ver todos los axones del sistema nervioso central. A, embridén control

donde se aprecian claramente los axones comisurales. B, embrion donde se ha sobreexpresado unc5 en

todas las neuronas postmitoticas utilizando elav-FAL4/UAS-Unc5 para demostrar el efecto repulsivo que

puede generar la presencia de Unc5. Se puede observar los nervios comisurales desaparecen por completo

y los axones se acumulan en las fasciculas longitudinales debido a la sobreexpresion de wunc5. C,

comparacion de las estructuras predichas para UNC5HI1 (rata), Unc5 (D. melanogaster) y UNC-5 (C.

elegans). Los niimeros indican los porcentajes de identidad de aminoacidos entre dominios excluyendo

las inserciones en Drosophila (bloques grises). La identidad media de Unc5 es de un 29% con UNC5H1 y

un 24% con UNC-5.
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4.- Las proteinas SNARE en los procesos de guia axonal.

Como hemos detallado en los apartados anteriores, son muchas las sefiales que dirigen
el cono crecimiento durante su desarrollo hasta el tejido diana. La caracterizacion de
vias como Slit/Robo o Netrina/DCC, que dirigen al cono, ha sido tan importante como
el entendimiento de los mecanimos moleculares desancadenados por la activacion de
estas vias. Una vez el cono reacciona a las sefiales, inctracelularmente se disparan una
serie de mecanismos: dindmicas deremodelacion del citoesqueleto, trafico vesicular...
Todos son procesos clave para el axén sea capaz de elongarse a través de los tejidos.

(Lowery and Van Vactor, 2009) (Raper and Mason, 2010).

Si nos centramos en el trafico vesicular y su papel en la guia axonal, hemos de
considerar la gran demanda de membrana que genera un cono axonal en desarrollo. Para
satisfacer esta demanda se produce un envio asimétrico de membrana al cono que
permite mantener el desarrollo y la direccionalidad del crecimiento mientras se siguen

las sefiales de guia (como por ejemplo, las generadas por la via Netrina/DCC).

El trabajo realizado en el laboratorio del Dr. Eduardo Soriano ha demostrado in

vitro y ex vivo que la via Netrina/DCC es dependiente de una proteina directamente

involucrada en el trafico vesicular: Sintaxinal (Cotrufo et al., 2011).
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5.- Trafico de membrana y las proteinas SNARE.

El transporte de membrana al cono de crecimiento es vital para que este pueda
desarrollarse. Este transporte de membrana al cono estd controlado por la misma
maquinaria que gobierna el trafico vesicular en cualquier parte de la célula. Esta

maquinaria estd compuesta por cuatro grupos de proteinas (Cai et al., 2007):

1.- Las proteinas de cubierta, que median la unidn entre un compartimento donor
de membrana y proteinas motoras que dirigen el transporte de las proteinas de cubierta

por el citoesqueleto.

2.- Factores de enganche como el complejo exocisto y pequefias GTPasas de la
familia rab, cuya funcidn es iniciar el punto de atraque, determinar los puntos de fusién

entre membranas y especificar los puntos de accidn de las vesiculas.

3.- LasATPasa NSF (N-ethylmaleimide sensitive factor), son proteinas que
regulan la formacion y disociacion de los complejos necesarios para la fusion entre

membranas.

4.- Las proteinas receptores de las NSF o implicadas en atraer las NSF a la
membrana donde se va a producir la fusion (los factores solubles atractivos de NSF,
también llamados SNAP) (Teng et al., 2001). A este cuarto grupo pertenecen las

proteinas SNARE.
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Las SNARE son una familia de pequefias proteinas (en su mayoria) ancladas a una
membrana, y se caracterizan por la presencia, en casi todas ellas, del dominio SNARE.
Los mecanismos mediados por proteinas SNARE estan altamente conservados y
muchas de las proteinas SNARE presentes en invertebrados estan conservadas en los

vetebrados, incluidos mamiferos (Teng et al., 2001).

Gen H. sapiens M. musculus G. gallus D. melanogaster
SNAP-25 SNAP-25 Snap25 SNAP-25 Snap24/Snap25
VAMP2 VAMP2 Vamp?2 VAMP2 nSyb
VAMP7 VAMP7 Vamp7 VAMP7 Vamp7
STX1A STX1A Stx1la STX1A Syx1A4

Tablal. Homoélogos de proteinas SNARE en diferentes organismos. Resumen de los genes de la

familia SNARE directamente relacionados con fusion de vesiculas en el cono axonal.
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Figura 25. Las proteinas SNARE y el complejo SNARE (Toonen and Verhage, 2003). A, esquema de
proteinas SNARE participantes en la formaciéon de un complejo SNARE. En rojo estan marcadas las
proteinas que forman el complejo mientras que en otros colores estan marcadas varias proteinas
reguladoras. B, (Teng et al., 2001) representacion esquematica de Sintaxinal A y la estructura de sus
dominios. Se puede apreciar en rosa en dominio SNARE, que es compartido por casi todas las proteinas
SNARE. (Teng et al., 2001) C, dibujo de tetrdmero formado por Sinaptobrevina/VAMP, Sintaxina y dos
unidades de SNAP25.

El dominio SNARE (presente en casi todas las proteinas SNARE), es el

encargado de mediar la interaccion entre los dos grupos principales de SNAREs: v-

SNARESs y t-SNAREs

- v-SNARE: SNAREs ancladas a las vesiculas o membranas donoras. En
Drosophila melanogaster existen dos proteinas de este grupo: la sinaptobrevina
(Syb) (homologa de VAMP7 en ratones) y sinaptobrevina neuronal (nSyb)
(homologa de VAMP 2 en ratones), mientras que en vertebrados el nimero de v-

SNARESs es mucho mayor (ncbi).
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- t- SNARE: SNARES presentes en las membranas diana o membranas receptoras.
Entre ellas se encuentra Sintaxinal, cuyo homologo en Drosophila es
Sintaxinal A (Syx/4). En Drosophila estdn documentadas diez proteinas

Sintaxina mientras que en vertebrados hay quince (ncbi)

Las proteinas SNARE regulan la fusiéon de la membrana donora con la receptora
a través de la formacion del complejo SNARE. Este complejo es un tetramero
compuesto por una v-SNARE, una t-SNARE y dos proteinas SNAP. La formacién de
este complejo cumple dos funciones: mediar la fusién entre las membrana y dar
especificidad al proceso ya que la necesidad de unidn entre los dos grupos de SNARE
genera una especificidad en la formacion del complejo SNARE (McNew et al., 2000).
Acorde con este hecho, las distintas proteinas SNARE se encuentran en regiones
concretas del espacio subcelular y cada una participa tinicamente en determinadas rutas

del trafico vesicular.
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Figura 26. Representacion de las fases finales del trafico vesicular hacia la membrana plasmatica
(Toonen and Verhage, 2003). A, reclutamiento de la vesicula donora hasta la membrana receptora. B,
atraque de la vesicula y primer contacto con la membrana receptora a través de mecanismos
independientes de las proteinas SNARE. C, preparacion de la vesicula. Este paso intermedio vuelve
competente la vesicula para la fusion y garantizar la rapidez y eficiencia del proceso. D, fusion vesicular

mediada por las proteinas SNARE.

Un ejemplo del papel de estas proteinas en los procesos de trafico de membrana es su
importancia en los fendmenos de transporte de membrana de mielina que ocurren entre
la regién trans-Golgi y la membrana plasmatica de los oligodendrocitos. Los
oligodendrocitos son los responsables de las cubiertas de mielina que recubren los
axones y permiten la adecuada transmision de informacién a través de ellos. En estas
células, que tienen que sintetizar y transportar grandes cantidades de membrana
mielinizada durante el desarrollo para cubrir simultaneamente multiples axones, se

desarrolla una importante polaridad celular generada por sefiales extracelulares (por
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ejemplo sefales glia-axon) y rutas muy definidas de trafico vesicular para transportar
directamente los componentes de mielina por todo el exén. En este contexto, se ha
demostrado que las proteinas SNARE son clave para el adecuado desarrollo de estos
procesos que implican la fusidén polarizada de membrana en la membrana plasmatica
(Stidhot and Rothman, 2009) (Rizo and Siidhof, 2012).

Ademads, se ha demostrado que las proteinas SNARE son esenciales en la
exocitosis dependiente de calcio y la liberacion de neurotransmisores en el tejido adulto
asi como en la mayoria de los eventos (incluidos procesos de desarrollo) de secrecion
presentes en células no neuronales (Rizo and Stidhof, 2002) (Stidhof and Rothman,
2009). Ademas, aunque en algunos casos las proteinas SNARE no afecten el trafico de
membrana mediante la formacién del complejo SNARE, existen otros mecanismos por
los cuales pueden regular el transporte y reciclaje de membrana, como por ejemplo

influyendo en la polimerizacion de los microtibulos (Nakayama et al., 2012).

6.- Las Sintaxinas.

Las sintaxinas son un subgrupo de proteinas t-SNARE. En mamiferos, Sintaxinal fue
descrita inicialmente como dos proteinas de 35kDa (ahora conocidas como Sintaxinal A
y B), con una similitud entre ellas del 84 % y ambas interaccionan con la proteina de
vesiculas sindpticas, llamada sinaptotagmina. Pronto se empezaron a encontrar
homologos de Sintaxinal en tejidos nerviosos y no nerviosos hasta constituir la familia
de las sintaxinas (Teng et al., 2001). Estudios recientes han determinado la importancia
de Sintaxinal en procesos desarrollo en el sistema nervioso tales como la guia axonal
dependiente de Netrina/DCC (Cotrufo et al., 2011) o la correcta migracion de neuronas

precebelares en embriones de ratoén (Cotrufo et al., 2012).
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Figura 27. Esquema filogenético de la familia Sintaxina. (Teng et al., 2001) Esquema realizado
mediante el programa DNASTAR donde se muestra el niimero de sustituciones ocurridas en un homologo

de Sintaxina en C. cerevisae hasta llegar a los mamiferos.

La familia Sintaxina tiene siete miembros en levadura, diez en Drosophila
melanogaster (flybase) y quince en los mamiferos. Ademas, en mamiferos las proteinas
Sintaxinal, 2, 3, 5 y 16 tienen isoformas alternativas generadas por splicing. Estas
isoformas son expresadas de modo diferencial en los tejidos segun el periodo de
desarrollo, vida adulta del individuo o incluso hay isoformas especificas durante el

desarrollo tumoral.

72



INTRODUCCION

Plasma
mambrane

.E-'c!':'c'-"tc Syn3 Syn2? SR 20l
VESIc EG,. ﬂ R
\ ecycing granules
Syn12/13 i O
carriar {:} mmature
'] E & Q sacrotory
§ L] § O Ggmnules
g E. g 15
k)
z = Syng
= EE/RE-TGN /
\Syrﬂﬂ
LE-TGN
Late a*:.—':-—‘:"_* Syn10
endosoms
syn7 @
/ yn Q‘Dﬁ@&

Anterograde transport
Retrograde transport

% Synid
Syn17

Figura 28. Las sintaxinas en la maquinaria celular. (Teng et al., 2001) Localizacién subcelular de las
Sintaxinas (rojo) en una célula de mamiferos. El trafico antegrado y el retrogrado han sido representados
(flechas verdes antegrado y purpuras retrogrado). EE, endosome temprano; ERGIC, compartimento
intermedio ER-Golgi; Glut4, transportador de glucosa; LE, endosoma tardio; RE, endosoma de reciclaje;

SER, reticulo endoplasmatico liso; Syn, sintaxina; TGN, entramado frans-Golgi.

Todas las Sintaxinas salvo Sintaxinall y algunas isoformas de varias Sintaxinas,
son proteinas transmembrana ancladas por el extremo C-terminal con una orientacion
tipo II (un extremo amino y la mayor parte de la proteina en el citoplasma).
Aproximadamente los 60 residuos coil-coiled mas proximales al extremo

transmembrana, forman el dominio SNARE, que se encuentra conservado entre todas
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las SNARE (Teng et al., 2001). La regién amino-terminal de algunas sintaxinas como
Sintaxinal, contienen otra region que se cree que varia entre las diferentes isoformas
dando distintos comportamientos en el trafico vesicular. En el caso de Sintaxinal es un
grupo de tres a-hélices con giro en sentido de las agujas del reloj (Lerman et al., 2000)
que se cree que sirve como dominio autoregulador inhibidor. La chaperona n-
secl/Muncl8, se une a este dominio y s6lo la disociacion o cambios conformacionales
de n-secl/Muncl8 inducidos por pequefias proteinas GTPasas Rab permiten la
reactivacion de la funcion de Sintaxinal. En las sintaxinas, este dominio regula las
interacciones de la sintaxina con los dominios de otras t-SNARE como SNAP-25, para
formar el complejo SNARE (al abrir la estructura de sintaxina, SNAP-25 puede

participar en la formacion del complejo).

Syntaxin1A

Ha Hb He H3 ™

Figura 29. Estructura de Sintaxinal. A, (Cotrufo et al., 2012) detalle de los dominios de Sintaxinal A.
Stx1A contiene un motivo transmembrana TM y un dominio citoplasmatico (H3) que se encarga de
interaccionar con otras proteinas SNARE. Finalmente, las regiones Habc se encargan de modular la

formacion del complejo SNARE.
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Sin embargo, como ya hemos mencionado la mayor parte de las proteinas
SNARE regulan el trafico intracelular regulando la fusion entre membranas mediante la
formacion del complejo SNARE. El primer ejemplo conocido de esta funcion fue el
complejo SNARE que regula la liberacion de neurotransmisores al espacio sinaptico
(Jahn and Stidhof, 1999) (Chen and Scheller, 2001). Este complejo esta formado por
una subunidad de Sinaptobrevina neuronal (v-SNARE), dos subunidades de SNAP-25,
y una subunidad de Sintaxinal (t-SNARE). Inicialmente la sinaptobrevina se encuentra
anclada a las vesiculas con neurotransmisores, las SNAP-25 estan en el citoplasma y
Sintaxinal (Stx1) esta en la membrana plasmatica. La fusion de las dos SNAP-25 a Stx1
incrementa la afinidad de Sinaptobrevina por Sintaxinal y desencadena su uniéon que
forma el complejo encargado de producir la fusion entre las membranas vesiculares y
plasmaticas. Este hecho permite la secrecion de los neurotransmisores presentes en la

vesicula.

Es importante destacar que este fendmeno no sélo relaciona el complejo SNARE
con la liberacion de neurotransmisores sino que potencialmente lo vincula con cualquier
molécula secretada, externalizacion de proteinas transmembrana presentes en la
membrana vesicular o el trafico de membrana (Cotrufo et al., 2011). Ademas, hay que
recordar que los procesos de guia axonal a través de Netrina/DCC son dependientes de
la t-SNARE Sintaxinal, y que esta proteina es clave para la correcta migracion de

neuronas precebelares en embriones de ratén (Cotrufo et al., 2012).
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Se sabe que la via Netrina/DCC es importante en el desarrollo de algunos tipos
de tumores y que los procesos de migracidon celular son un factor de peso en fendémenos
patologicos con el crecimiento tumoral (Mehlen et al., 2011). Sin embargo, hasta el
momento se desconoce si la funcidon de las proteinas SNARE tiene algun papel en la

progresion tumoral.

7.- Los procesos de guia axonal en la progresion tumoral.

Actualmente existe un creciente interés en la relacidon entre los procesos de guia axonal
y los de progresion tumoral. Se sabe que los mecanismos implicados en el desarrollo del
cono de crecimiento participan en la migracion de varios tipos celulares (Chédotal et al.,
2005) (Mehlen et al., 2011), y se ha descubierto que numerosas vias de guia axonal se
encuentran desreguladas en varios tipos de tumores, incluidos aquellos que no son de
origen neuronal. Uno de los primeros ejemplos detectados es el caso del receptor de
netrina, DCC (Delected in colorectal cancer) que fue inicialmente caracterizado como

un gen supresor tumoral del cromosoma 18q (Fearon et al., 1990).
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Gene  Locus Expression in cancer

DCC 18q21 » LOH and homozygous deletion in colorectal and pancreatic cancers
» Downregulation of expression in prostate cancer
» Loss of protein function in many cancers

UNC5A  5g35.3 » LOH in colorectal cancers
+» Downregulation in breast, ovary. uterus, prostate, stomach, rectum, colon, thyroid. lung and kidney cancers

UNCSE  10g21-22 + LOHin colorectal cancers

» Downregulation in breast, ovary, uterus, prostate, stomach, rectum, colon, thyroid, lung and kidney cancers

UNCSC  4q21-23 + LOHin colorectal cancers

» Downregulation in breast, ovary, uterus, prostate, stomach, rectum, colon, thyreid, lung and kidney cancers

ROBO1 3p12 » Homozygous deletion in lung and breast cancers
» Downregulation and LOH in prostate, breast, kidney and lung cancers
» Upregulation in colorectal and prostate cancer

ROBO3 11q24.2 » Downregulation in cervical cancer. lung. breast and kidney cancers
+» Upregulation in prostate cancer

5LT1 10923.3-q24 « Downregulation in gliomas. breast and lung cancer
» Upregulation in prostate tumours

sLT2 4pl5.2 » LOH in lung. colorectal. cervical. head and neck. and bladder cancers
» Downregulation in gliomas, acute lymphocytic leukaemia, breast, colorectal and lung cancers
+» Upregulation in prostate tumours

SLT3 5g35 » Downregulation in gliomas, breast and lung cancer
+» Upregulation in prostate tumours

NTN1 17p12-13 » Downregulation in prostate tumours
» Upregulation in metastatic breast cancer, non-small-cell lung cancer. aggressive neuroblastoma,
pancreatic adenocarcinoma and |IBD-derived colorectal cancers

Tabla 2. (Mehlen et al.,, 2011) Expresién de Slits y Netrinas en cincer. Representacion de genes

involucrados en las vias de guia axonal Slit/Robo y Netrina/DCC, y sus niveles de expresion en cancer.

7.1.- Netrina/DCC.

DCC (Delected colorectal cancer), es uno de los receptores de netrina y tiene un papel
fundamental en los procesos de guia axonal (Chan et al., 1996) (Fazeli et al., 1997). Sin
embargo, también se encuentra implicado en multiples tumores. El locus de DCC se
encuentra deleccionado en el 70% de los canceres colorectales asi como en otros tipos
de tumores (Fearon et al., 1990). Varios estudios han demostrado que DCC puede
suprimir las capacidades tumorogénicas en las células (Kato et al., 2000). Es mas, el
analisis de muestras humanas de cancer colorectal en las cuales se produce pérdida de
heterocigosis (LOH) de DCC, apoya la idea de DCC como un supresor tumoral
(Thiagalingam et al., 1996) (Shin et al., 2007). Pese a todo, la falta de predisposicion
tumoral en ratones mutantes de DCC (Fazeli et al., 1997) (Mehlen and Fearon, 2004)
implica que se requiere un estudio mas detallado del papel de la via Netrina/DCC en

este campo.
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Por otro lado, Netrinal se encuentra subregulada en algunos canceres como el
cancer de prostata (Latil et al., 2003), mientras que actiia como oncogén y esta regulada
positivamente en otros canceres, incluyendo dos tercios de los canceres metastaticos de
mama, 50% de los canceres pulmonares metastasicos no microciticos, y una gran
proporcién de los neuroblastomas y adenocarcinomas pancreaticos, (Fitamant et al.,
2008) (Delloye-Bourgeois et al., 2009a) (Delloye-Bourgeois et al., 2009b) (Dumartin et

al., 2010)

Uno de los mecanismos postulados que relacionan la via Netrina/DCC con el
desarrollo tumoral es la conexion entre esta via y la supervivencia celular. Un ejemplo
es el caso de UNCS5D (receptor de netrina). Aunque no se ha encontrado una correlacion
directa entre el estado de p53 y UNCSD si se ha descrito a UNCS5D como una diana
transcripcional de p53 (Tanikawa et al., 2003) (Arakawa, 2004), y se ha probado que la
perdida de UNCS5B puede suprimir la apotosis mediada por p53, (Tanikawa et al., 2003)
(Pasquale, 2010).

Se ha postulado que receptores como UNCS5D tendrian la habilidad de disparar
la apoptosis en ausencia de su ligando. En el contexto de la via Netrina/DCC, las células
tumorales que expresan estos receptores sufririan apoptosis tan pronto como las células
tumorales se vuelven demasiado numerosas para la cantidad de Netrinal secretada en el
tejido circundante, o cuando metastatizan a tejidos secundarios donde netrinal no se
expresa o lo hace a niveles muy bajos. Esta hipdtesis se apoya en estudios in vivo
usando ratones transgénicos que sobreexpresan Netrinal, o Unc5c-knockouts. Estos

ratones tienen pocas células apoptoticas en los tejidos tales como la bilis intestinal,
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donde el ratio Netrinal/receptor esta alterado, y estos ratones son mas propensos a

desarrollar canceres intestinales agresivos (Mazelin et al., 2004) (Bernet et al., 2007).

a Physiological situation b Cancer
Presence of the ligand Absence of the ligand

Positive signalling

Survival, proliferation and migration

Figura 30. El papel dual de los receptores DCC-UNC5D en la muerte celular (Mehlen et al., 2011).
A, en condiciones fisiologicas los receptores como DCC o UNC5D comparten la propiedad de inducir
dos vias distintas segun la presencia o ausencia de su ligando. En presencia de su ligando los receptores
dimerizan o multimerizan e inducen una sefial positiva que promueve la supervivencia celular, migracion
y/o la proliferacion. En ausencia del ligando, el receptor monomérico induce apoptosis. B, en las células
tumorales la produccidén autocrina del ligando, la pérdida de funcion del receptor o la falta de otros

elementos pro-apotdticos permitirian al tumor evitar la apoptosis mediada por este mecanismo.

7.2.- Slit/Robo.
Al igual que ocurre con la via Netrina/DCC, multiples estudios relacionan la via de
Slit/Robo con el desarrollo tumoral, aunque su papel todavia resulta confuso.

En mamiferos hay evidencias de que la falta de ROBO1 es tumorgénica. Ratones
Robol-knockout tienen una alta morbididad postnatal, pero los supervivientes sufren
hiperplasia bronquial y displasia focal (Xian et al., 2001). Esto se correlaciona con la

observacion de que ROBO1 y ROBO3 estan inactivados o ausentes en diferentes
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canceres humanos, entre ellos el céncer invasivo cervical, el de pulmoén, pecho o
riflones. Sin embargo, una asociacion directa de los niveles de expresion con el
desarrollo tumoral no resulta sencilla ya que en otros tipos de tumores ROBOI tiene
incrementada su expresion, como por ejemplo en los carcinomas colorectales (Grone et
al., 2006) (aunque este hecho podria ser explicado por la expresion de los receptores

Robo en la células endoteliales (Grone et al., 2006)).

Respecto a los ligandos de los receptores Robo, apenas hay informacién sobre
los Slits y el desarrollo tumoral aunque esta asumido que SLIT2 y SLIT3 podrian actuar
como supresores tumorales ya que aparecen frecuentemente inactivados en varios tipos
de cancer (Dickinson et al., 2004) (Narayan et al., 2006) (Dunwell et al., 2009), y la
inactivacion de Slit2 y Slit3 en ratones estd asociada con la formacién de lesiones

desorganizadas hiperplasticas en el epitelio mamario (Marlow et al., 2008).

Se ha postulado que la via Slit/Robo podria tener un papel en el desarrollo
tumoral directamente relacionado con la migracion de células tumorales, pero se
desconocen los mecanismos exactos. Con los datos actuales se plantea un modelo en el
cual la respuesta migratoria de células cancerosas a sefiales atractivas esta limitada por
SLIT2-ROBOI. Sin embargo, en tumores con propiedades metastaticas hay datos que
sugieren un efecto opuesto por el cual la via Slit/Robo contribuye a un incremento de la
motilidad tumoral (Werbowetski-Ogilvie et al., 2006) (Marlow et al., 2008) (Yiin et al.,

2009).
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Figura 30. Implicaciones de SLIT2-ROBO1 en la regulaciéon de la migracion tumoral (Mehlen et al.,
2011). A, La interaccion entre SLIT2-ROBO1 promueve la activacion de la glucdgeno sintasa quinasa 3
(GSK3p), que fosforila (y por lo tanto inhibe en este caso) la B-Catenina y SNAIL. SNAII es un potente
represor de la expresion de E-Cadherina, por lo que la unién SLIT2-ROBO1 promueve la expresion de E-
Cadherina e inhibe los niveles de B-Catenina. Paraddjicamente, SLIT2-ROBO1 mejora la estabilizacion
del complejo E-Cadherina- B-Catenina en la membrana plasmatica, lo cual facilita la adhesion celular.
Este efecto esta potenciado por la enzima USP33 que interacciona con ROBO1 y favorece su estabilidad
(Yuasa-Kawada et al., 2009). B, SLIT2-ROBO1 inhibe la migracion celular, invasion y tubulogénesis
promovida por la unioén del factor de crecimiento hepatico (HGF) a su receptor MET. SLIT2-ROBO1
recluta varias proteinas activadoras de GTPasas especificas, que inhiben CDC42, antagonizando el efecto
realizado por HGF—MET en la movilidad celular. Simultaneamente, SLIT2-ROBOI1 potencia la actividad

de RACI1, que promueve la adhesion celular.
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8.- Glioblastomas.

Los astrocitomas de grado IV o glioblastomas son el caso mas comun de tumor
cerebral primario y tienen una incidencia de 16,5 casos por cada 100.000 habitantes/
afio en los Estados Unidos (51.400 casos anuales) (Central Brain Tumor Registry of the

United States (CBTRUS), 2008).

En general, los astrocitomas representan un heterogéneo grupo de hiperplasias
que se pueden dividir (segin Wold Health Organization (WHO)), en cuatro grados de
severidad ascendente. Esta clasificacion se organiza en base a caracteres histologicos,
morfologia nuclear, actividad mitdtica, necrosis o el desarrollo vascular. Asi pues, un
alto grado en la escala se asocia a un fenotipo celular menos diferenciado y mas
maligno. La distribucidon en grupos de los tumores cerebrales es la siguiente: grado I
(astrocitoma), grado II (astrocitoma difuso), grado III (astrocitoma anaplastico) y grado
IV (glioblastoma multiforme o glioblastoma) (Louis et al., 2007). Los dos ultimos
grupos representan los gliomas malignos y estan asociado con una mala prognosis
siendo el peor de ellos el astrocitoma de grado IV o glioblastoma. (Germano et al.,

2010)
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Figura 31. Clasificacion de los astrocitomas segin la OMS. (Furnari et al., 2007) Los tumores de
grados bajos (I-1I) tienden a estar bien diferenciados, presentan un incremento de la densidad celular y
algunas anomalias celulares, pero en general se asemejan a las células no neoplésicas. A este nivel
presentan alteraciones genéticas especificas que van acumulando progresivamente en una correlacion con
una mayor malignidad, linaje tumoral y progresion hacia un grado mayor. Los tumores de grado III son
anaplasicos, muestran un aumento de la densidad de vasos sanguineos, de las anomalias celulares, de la
actividad mitotica y una alta densidad celular. Finalmente, el astrocitoma de grado IV, también conocido
como glioblastoma, es el tumor cerebral mas comun y el mas agresivo. Su caracteristica principal es que
presenta areas necroticas rodeadas por células anaplasicas e hipervascularizacion, y tiene una gran

capacidad de invasion intracerebral.

Actualmente, los casos de astrocitomas de grado IV, que suponen un 50 % de los
casos de tumor cerebral primario, tienen una esperanza de vida de 14-15 meses pese al

uso de tratamientos agresivos combinados de cirugia, radio y quimioterapia (Stupp et

al., 2005).
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8.1.- Origen y desarrollo del glioblastoma.

En la mayoria de los casos (90%), los glioblastomas son glioblastomas primarios que se
forman de novo (Furnari et al., 2007), aunque a veces se pueden formar a partir de un
astrocitoma preexistente de bajo grado que forma un glioblastoma secundario (este
fenomeno se conoce como progresion). Los glioblastomas (GBM) primarios aparecen
mas frecuentemente en pacientes mayores de 50 afios de edad y se caracterizan por
mutaciones y amplificacion del receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR),
pérdidas de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 10q, e inactivaciéon de PTEN y p21.
Los GBM secundarios, que son menos frecuentes que los primarios, se pueden
manifestar en individuos jévenes y tienen mutaciones en TP53, sobreexpresion de
PDGFR y anormalidades en las rutas de p16 y Rb. A pesar de que el fondo genético de

GBMs primarios y secundarios es diferente, su morfologia es muy similar.

Actualmente, la teoria més aceptada sobre el origen del GBM es que proviene de
células madre neuronales normales, que debido a mutaciones en genes determinados se
transforman en células madre tumorales que inician el tumor. Al igual que ocurre con
otros tipos de cancer, se cree que las células madre o iniciadoras de GBM (GIC, glioma
initiating cells) son altamente resistentes a la radio/quimioterapia y son las responsables
de las recaidas. Existen sin embargo, informes que indican que algunos GBM se pueden

originar a partir de astrocitos desdiferenciados (Friedmann-Morvinski et al., 2012).
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En modelos murinos, mutaciones en TP53, NF1 y PTEN son suficientes para
que a partir de células madre neuronales normales se desarrollen tumores con
caracteristicas muy similares a los GBM de pacientes. En estos modelos, si las células
madre neuronales estan mutadas solamente en TP53 y NF1 se desarrollan con el tiempo
tumores similares a astrocitomas de grado bajo que luego se transforman en tumores
con caracteristicas de GBMs (Alcantara Llaguno et al., 2009). Numerosas evidencias
demuestran que rutas de sefializacion claves en la biologia de células madre neuronales
normales, como por ejemplo TGFbeta, Wnt canonico, Shh, Notch y Cxcl12/Cxc4, son

claves en las GICs (Pefiuelas et al., 2009) (Anido et al., 2010).

Una propiedad que determina la alta mortalidad del glioblastoma es el hecho de
que a diferencia de otros tumores, los GBM no intravasan o metastatizan a otros tejidos
del cuerpo pero son tumores altamente infiltrativos que pueden colonizar zonas del
sistema nervioso central muy alejadas del tumor primario. La infiltracidon de los GBM y
la consecuente formacion de tumores satélite se efectia principalmente a través de los
vasos sanguineos del cerebro (las células tumorales migran siguiendo la cara externa de
los vasos, sin penetrar en su interior). Ademas, se ha descrito que las células tumorales
del GBM son capaces de secretar factores angiogénicos, fundamentalmente VEGF, por
lo que son capaces de inducir la formacion de nuevos vasos sanguineos segin sus
necesidades. Finalmente, se sabe que las GICs sobreviven en un nicho vascularizado (al
igual que las células madre neuronales normales), esto hace que la induccidon de nueva
vasculatura lisa y la asociacion a vasos sanguineos sean procesos cruciales en la

progresion del GBM.
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El caracter altamente infiltrativo del GBM constituye, entre otros, un aspecto
que lo hace mortal, pues es casi imposible que las resecciones quirurgicas del tumor
principal consigan la eliminacién de todas las c€lulas tumorales. Este hecho se puede
visualizar en la Figura 32, donde se muestra una imagen de un tumor de GBM generado
en cerebros de raton. El estudio del proceso infiltrativo del GBMs han dado lugar a la
identificacion de decenas de componentes moleculares de diversa naturaleza entre los
que se incluyen: integrinaf8, efrina B, Aegl, MMP9, autotaxina y PYK2 (Hoelzinger et
al., 2005) (Nakada et al., 2007) (Liu et al., 2010) (Nakada et al., 2010) (Tchaicha et al.,

2011).

Figura 32. Infiltraciéon de glioblastomas. Imagenes de microscopia de fluorescencia convencional (A 'y

B) o confocal (C) obtenidas a partir de cortes histologicos provenientes del cerebro de un ratén inoculado
con células de glioblastoma humano a 40 dias después de la inoculacion. Las células tumorales pueden
ser identificas gracias a que expresan GFP. A, en la imagen se puede observar que los procesos
infiltrativos del tumor (flecha de cabeza) y las colonias de células tumorales estan localizadas a una
considerable distancia de la masa del tumor (flecha). Este patron es usual en los pacientes y hace muy
dificil, sino imposible, eliminar la totalidad de las células malignas por métodos quirargicos. B-C, las
células tumorales (verde) infiltran al tejido circundante a través de vasos sanguineos (rojo) sin

intravasarse en ellos (Ulloa F, Seoane J y Soriano E, datos no publicados.).
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Numéricamente los glioblastomas suponen un grupo poco frecuente de tumores
pero su desproporcionada morbididad y mortalidad comparada con otros tipos de
tumores mucho mas frecuentes, hacen del glioblastoma un importante desafio para la
medicina actual. La elevada morbididad y mortalidad no solo se debe su localizacion
histologica, que dificulta mucho la cirugia, sino también a su caracteristico desarrollo y
su resistencia a los tratamientos no-quirargicos. Actualmente no existe un cura para esta
enfermedad y los tratamiendos combinados de cirujia con radio-quimioterdpia

unicamente aumentan la supervivencia, pero no impiden la reaparicion del tumor.

‘ Pre-ope Post-ope 12 meses 17 meses ‘

Figura 33. Imagenes de Resonancia magnética de un paciente con glioblastoma. (Nakada et al., 2007)
En el paciente se habia desarrollado un glioblastoma en la parte occipital derecha del cerebro (flecha)
(imagen izquierda). Por MRI se confirmo tras la operacion la eliminacion completa del tumor (imagen
centro izquierda). A los doce meses se detectd mediante una resonancia rutinaria un tumor recurrente
adyacente a la cavidad seccionada (flecha, imagen centre derecha). Y finalmente el paciente murid
diecisiete meses tras la operacion habiendo desarrollado un nuevo glioblastoma en una zona proxima al

tejido extirpado (flecha, imagen derecha).
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Parte I: las proteinas SNARE en guia axonal.

Tras los experimentos in vitro y ex vivo que demostraban una relacién entre las
proteinas SNARE y los procesos de guia axonal, nos preguntamos si in vivo las
proteinas SNARE tienen alguna funcion en los fenémenos que dirigen el axén durante
su desarrollo (Stidhof and Rothman, 2009) (Cotrufo et al., 2011) (Rizo and Stidhof,
2012) (Nakayama et al., 2012). Ya que existe un caso documentado en Drosophila
melanogaster donde un mutante para la proteina t-SNARE Sintaxinal A (Syx1A)
desarrolla defectos en el sisteman nervioso embrionario (Schulze and Bellen, 1996),
decidimos estudiar en profundidad los mecanismos moleculares que podrian estar
implicados en este fenotipo y compararlo con las otras proteinas SNARE que forman

con Stx1A el complejo candénico SNARE.

1.- Desarrollo del cordon ventral neural (VNC) en mutantes para proteinas SNARE.

1.1- Mutantes para SyxlA desarrollan defectos en la formacion de las

fasciculas comisurales.

En un primer andlisis, utilizamos la tincién con el anticuerpo BP102 para confirmar la
presencia de defectos durante del sistema nervioso central de Drosophila melanogaster
en embriones Syx/4 -/-, y analizar el desarrollo del sistema nervioso central en
embriones mutantes para proteinas que forman el complejo SNARE con SyxlA:
Sinaptobrevina neuronal (nSyb) y Snap25. La tincién utilizada, contra un antigeno no
identificado, marca todos los axones ipsilaterales y comisurales que forman el cordon
nervioso ventral (VNC) pero no tifie otras estructuras neuronales como son los nervios

motores o las neuronas sensoriales del sistema nervioso periférico.
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Utilizamos esta tincidon en mutantes para tres proteinas SNARE: Syx1A, Snap25
y nSyb. En mutantes nSyb -/- o Snap25 -/- no observamos diferencias entre los mutantes
y el grupo control (yw) (datos no mostrados), pero en los embriones Syx/A4 -/-
detectamos un ensanchamiento andémalo en algunos haces de axones comisurales (figura
1). Todas las tinciones fueron realizadas en las fases finales del desarrollo nervioso

(estadio 17).

Control

Syx1A -/-

Figura 34. Embriones tefiidos con BP102 a estadio diecisiete (perspectiva ventral). A-B, embrion
control (yw). C-D, embrion nulo para Syx/4 que presenta un ensanchamiento anémalo en un haz de

axones comisurales (flecha).
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1.2.- Los mutantes para proteinas SNARE desarrollan defectos en la guia axonal.

Con el primer estudio tuvimos una vision genérica de la formacion de las
fasciculas nerviosas en los mutantes de proteinas SNARE. Sin embargo, la tincion
BP102 no permite detectar defectos de guia axonal en fasciculas concretas ya que tifie el
conjunto de fibras nerviosas del sistema nervioso central. Esto hace que la tincion sea
util en una primera aproximacion para tener una vision genérica del sistema nervioso
central, pero no permite detectar errores que impliquen a grupos concretos de fasciculas
porque el conjunto de las fasciculas tefiidas puede enmascarar el defecto desarrollado en
unas pocas de ellas.

Por este motivo decidimos realizar un andlisis mas detallado de la guia axonal en
los mutantes de proteinas SNARE centrandonos en el desarrollo de las tres fasciculas
positivas para Fasciclinall (fasciculas medial, intermedia y lateral), existentes en el
cordén nervioso ventral. A estadios tardios (16 tardio-17 temprano) estas fasciculas
forman un patrén muy concreto donde es fécil detectar problemas de guia axonal.
Ademas, esta tincidn también marca muchos de los nervios motores y algunas neuronas

sensoriales y motoras, por lo que es posible estudiar los nervios motores con la misma

tincion.
Stock Control Syx1A Snap25 nSyb Vamp7
Detalles yW Alelo Deficiencia | insercién de | insercidn de
genéticos amorficode | de Snap25 | unelemento | un elemento
Sintaxinal A PennSyb | Pen Vamp?7

Tabla3. Mutanes para proteinas SNARE utilizados en los experimentos de guia axonal.
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En este trabajo todos los fenotipos encontrados fueron corroborados mediante
cruces de los mutantes con las deficiencias de los genes afectados. Hicimos estos cruces
para descartar que los fenotipos observados estuvieran originados por otras alteraciones

genéticas en los cromosomas a parte de las mutaciones especificas en las proteinas

SNARE.

Control

Snap25

Control

Vamp7

Figura 35. Fenotipos presentes en mutantes para proteinas SNARE en el cordén neural ventral
(VNC). Embriones tefiidos con anti-Fasciclinall a estadio diecisiete. A, F, embriones control (yw) en los
cuales se pueden apreciar las fasciculas medial, intermedia y lateral a ambos lados de la linea media. B,
C, embriones mutantes para SyxlA. Detectamos colapsos entre las fasciculas (flechas negras),
desfasciculaciones (flecha blanca) y cruces de axones a través de la linea media (asteriscos). D, E,
embriones mutantes para Snap25. Observamos rupturas en las fasciculas (flechas negras), asi como
desfasciculaciones (flecha blanca). G, H, embriones mutantes para nSyb. Detectamos rupturas y colapsos
(flechas negras), asi como cruces de axones a través de la linea media (asteriscos). I, J, embriones
mutantes para Vamp7. Apenas se pudieron observar algunos defectos de la guia axonal como rupturas en

las fasciculas (flechas negras).
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Analizamos el desarrollo de las fasciculas Fasciclinall en todas las proteinas

SNARE susceptibles de participar en el complejo SNARE formado por SyxlA

(incluyendo Syx1A). Los stocks utilizados fueron: un alelo nulo para la region funcional

de Syx1A, una deficiencia de Snap25, un mutante de nSyb generado por insercion y

otro mutante por insercion en una secuencia homoéloga a la secuencia de VAMP7 en

vertebrados (Vamp7). Estos fueron los resultados:

Embriones mutantes para Syx1A. Syx1A es la proteina homodloga de Stx1 en

vertebrados (flybase) (Schulze et al., 1995). En embriones mutantes para Syx1A
teflidos con anti-Fasciclinall observamos defectos en los procesos de guia
axonal: roturas o colapsos entre las fasciculas, desfasciculaciones (en forma de
ensanchamientos o burbujas en las fasciculas) e incluso cruces de axones a
través de la linea media.

Embriones mutantes para Snap25. Snap25 es la proteina homdloga de SNAP-25

en vertebrados (flybase) (Vilinsky et al., 2002). En embriones mutantes para
Snap25 tefiidos con anti-Fasciclinall observamos defectos menores en los
procesos de guia axonal: roturas, desfasciculaciones y pequefios colapsos entre
las fasciculas (pero nunca a través de la linea media).

Embriones mutantes para la nSyb. nSyb es la proteina homdloga de VAMP2 en

vertebrados (flybase) (Bhattacharya et al., 2002). En embriones mutantes para
nSyb tefiidos con anti-Fasciclinall observamos defectos en los procesos de guia
axonal: roturas o colapsos entre las fasciculas (incluidos cruces a través de la

linea media), y desfasciculaciones.
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- Embriones mutantes para Vamp7. Vamp?7 es la proteina homodloga a VAMP7 en

vertebrados (flybase) (genebank). Los embriones mutantes para dVAMP7
tefildos con anti-Fasciclinall no desarrollan apenas defectos en la formacién del

sistema nervioso central.

A . EContral WSyx1A OSnap-25 @EnSyb OVamp?

Defectos por embridn

Medial Intermedia Lateral Total
Fasciculas

B EControl mSyx1A ©OSnap-25 @nSyb I:IVamp?'
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Defectos por embrion

Figura 36. Cuantificacion de los fenotipos presentes en mutantes para proteinas SNARE en el
cordon neural ventral VNC. Control, n= 36. Syx1A, n= 38. Snap25, n= 35.nSyb, n=41. Vamp7, n=31.
A, cuantificacion de los defectos en la guia axonal en los mutantes distribuidos por fasciculas. Se utiliz6
el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias estadisticas entre las medias de los grupos. B, distribucion

de la poblacidon de embriones segun el numero de defectos de guia axonal que desarrollan.

96



RESULTADOS

Tras una caracterizacidon inicial de los fenotipos (figura 35), realizamos una
cuantificaciéon minuciosa de los defectos observados (figura 36). Durante el proceso de
cuantificacion descartamos todo defecto que tuviera un tamafio claramente inferior a la
longitud de un segmento abdominal para descartar en gran medida los eventos que se
producen durante el desarrollo y que no reflejan problemas en la guia axonal sino un
sistema en desarrollo. Ademas, limitamos nuestra cuantificacion a los cinco segmentos
abdominales centrales (A2-A6), que son los mas estables. Y finalmente utilizamos
como control una linea yw para cuantificar el ruido intrinseco en la cuantificacion.

Aplicando estos criterios obtuvimos como resultados:

- Embriones mutantes para SyxlA. En ellos se produce un incremento

significativo del nimero medio de defectos en todas las fasciculas. Ademas, se
observa que la proporcion: (defectos Syx1A)/ (defectos control), es decreciente
desde la fascicula medial (ratio= 7,74), hasta la intermedia (3,96) y lateral

(2,50).

- Embriones mutantes para Snap25. Aunque hay un incremento del numero de

defectos en todos los grupos, este efecto sdlo es estadisticamente significativo en
la fascicula lateral y en el numero total. Ademas, en este caso el ratio: (defectos
Snap25)/ (defectos control) es casi constante: fascicula medial (2,1), intermedia

(2.0) y lateral (2,5).
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-  Embriones mutantes para nSyb. En este caso el incremento del numero de

defectos es estadisticamente significativo en la fascicula intermedia. El ratio de
defectos presenta notables diferencias entre las fasciculas: medial (1,61),

intermedia (2,47) y lateral (1,13).

- Embriones mutantes para Vamp7. No detectamos un incremento significativo en

el numero de defectos en ninguno de los grupos y los ratios de defectos son
cercanos a 1 salvo en el caso de la fascicula medial: medial (2,32), intermedia

(0,95) y lateral (1,08).

Adicionalmente, estudiamos la distribucion poblacional de los fenotipos
agrupandolos segun la cantidad de defectos que presentaba cada embrion (figura 36B).
En el grupo control (yw) un 58% de los embriones no desarrollan defectos y el
porcentaje de embriones en cada grupo disminuye conforme se aumenta el niimero de
defectos. En lineas generales, los mutantes para Snap25, nSyb y Vamp7 presentan un
patrén similar de evolucion decreciente del porcentaje de embriones en cada grupo
segun aumentamos la severidad del fenotipo, mientras que los mutantes de Syx1A
tienen un patrdn de valores entre 15-30% en todos los grupos. Es resefiable el hecho que
salvo en el caso de Vamp7, los otros mutantes tienen siempre un porcentaje menor de
poblacion libre de defectos comparados con el control: control (58%), Syx1A (21%),

Snap25 (26%), nSyb (44%) y Vamp7 (61%).

98



RESULTADOS
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Figura 37. Distribucion poblacional de los tipos de defectos de guia axonal en mutantes para
proteinas SNARE en el cordon neural ventral VNC. Control, n= 36. Syx1A, n= 38. Snap25, n= 35.
nSyb, n= 41. Vamp7, n= 31. Para este trabajo utilizamos la tincioén anti-Fasciclina II y agrupamos los
problemas desarrollados en tres grupos: desfasciculaciones (DesF), cruces o colapsos entre las fasciculas

(CC) o cruces de axones positivos para Fasciclinall a través de la linea media (MC).

Tras los datos sobre la poblacion libre de defectos mencionados en el parrafo
anterior, decidimos estudiar la distribucion de los tipos de defectos en los mutantes para
saber si existe alguna relacion entre cualitativa entre los defectos desarrollados y el tipo
de mutante. Los mutantes Syx/A4 -/- fueron los Unicos que presentaros valores muy
superiores al control en todos los casos, mientras que los mutantes para Snap25 o nSyb
unicamente desarrollaron valores muy superiores en la poblacion con cruces o colapsos
entre las fasciculas. Vamp7 presenta unos perfiles poblacionales casi idénticos a la

poblacion control. Finalmente, resulta destacable la aparicion en Syx1A (13% de los
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casos), y nSyb (5% de los casos), de un tipo de evento que nunca aparece en el control:

el cruce de axones positivos para Fasciclinall a través de la linea media.

1.3- La proteina Vamp7 no presenta homologia funcional con su homologa

VAMP7 en el desarrollo del VNC de Drosophila melanogaster.

Los datos presentes en las figuras 35-37 nos muestran que los embriones mutantes para
Vamp7 no desarrollan una cantidad significativa de defectos de guia axonal mientras
que el resto de mutantes para proteinas SNARE si que lo hacen. Este hecho, sumado
con el factor de que en Drosophila melanogaster inicamente estdn documentadas dos
proteinas homodlogas funcionales de las proteinas VAMP en vertebrados (flybase)
(Bhattacharya et al., 2002), nos hizo descartar Vamp7 como homdlogo funcional de
VAMP7. Sin embargo, no podemos descartar que en Drosophila melanogaster Vamp7
podria no tener ninguna funcién durante el desarrollo del VNC o de tener una funcién,
esta podria ser genéticamente redundante y estar compensada por otras proteinas VAMP

como Sinaptobrevina o Sinaptobrevina neuronal.
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2.- Desarrollo del sistema nervioso periférico en mutantes para proteinas SNARE.

2.1.- Los embriones mutantes para proteinas SNARE desarrollan defectos de

guia axonal durante la formacion de los nervios motores.

Como ya mencionamos anteriormente, la tinciéon anti-Fasciclinall marca otras
estructuras al margen del sistema nervioso central. Si nos centramos en los nervios
motores, esta tincion muestra los tres nervios motores principales: ISN (nervio
intersegmental), SNa (nervio segmental A) y SNb (nervio segmental B) (Van Vactor et
al., 1993).

En mutantes para las proteinas SNARE se observan defectos de guia axonal en
los tres nervios motores principales. El tipo de defecto, su severidad y frecuencia varia
segun el nervio y mutante analizado pero en general detectamos problemas en la
fasciculacion de los nervios, cruces entre ellos o un crecimiento axonal a través de

regiones distintas a las habituales (figura 38).
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Control | I Snap25
F -

P

Figura 38. Fenotipos en los nervios motores de mutantes para proteinas SNARE. Todas las imagenes
son de los nervios ISN, SNa y SNb de los segmentos A2-A4 de embriones tefiidos con anti-Fasciclinall a
estadio 17. A, E, I, embriones control (yw). B-D, mutantes para SyxlA donde se aprecian multiples
problemas en el desarrollo de los nervios motores tales como cruces entre nervios (asteriscos) o un
desarrollo andmalo de los nervios (flechas). F-H, mutantes para Snap25 donde aparecen varios problemas
en el desarrollo de los nervios motores (flechas). J-L, mutantes de nSyb donde se ven defectos en el
desarrollo de los nervios motores (flechas). M, perspectiva lateral de un embriéon control a estadio 17
marcado con anti-Fasiclinall, que permite reconocer el ISN, SNa y SNb. L, zoom del embrién donde se

muestra un Gnico segmento abdominal.
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Tras una primera caracterizacion del fenotipo procedimos a cuantificar el
numero de nervios afectados en cada lateral embrionario (tomando de cada lateral
Unicamente los segmentos A2-A6). Este trabajo dio como resultado un incremento
general del porcentaje de nervios afectados por algin defecto de guia axonal en
comparacion con la linea control (yw) (figura 39A). Ademads, en todos los mutantes
hubo una disminucidon drastica del numero de laterales sin nervios afectados por
defectos de guia axonal en comparacion con la linea control: Control (22%), Syx1A
(0%), Snap25 (0%) y nSyb (3%), y un incremento en el porcentaje de poblacion que

tiene una cantidad elevada de defectos, destacando Syx1A (figura 39B).
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Figura 39. Cuantificacién de los fenotipos en los nervios motores de mutantes para proteinas
SNARE. Cantidad de nervios de cada subgrupo analizados: Control, n= 185. Syx1A, n= 150. Snap25, n=

80. nSyb, n=170. A, cuantificacion del porcentaje de nervios motores afectados por defectos en la guia
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2.2- El sistema nervioso periférico se encuentra alterado en mutantes de Syx/4.

Analizados el sistema nervioso central y los nervios motores, procedimos a estudiar si
los procesos de guia axonal también estan alterados en el sistema nervioso periférico
cuando se afecta a las proteinas SNARE. Para este estudio utilizamos mutantes de
SyxI1A tefiidos con el anticuerpo 22C10, que reconoce la proteina Futsch y marca
especificamente el sistema nervioso periférico. Como resultado detectamos problemas
de guia axonal en el sistema nervioso periférico de mutantes para Syx/4 como por
ejemplo una mayor concentracion de las terminaciones de las fasciculas periféricas en el
VNC, y en la zona lateral se observan alteraciones en el terminal sencilla scolipidial y

en las fasciculas nerviosas (figura 40).

axonal. Se analizaron individualmente los tres nervios motores principales: ISN (nervio intersegmental),
SNa (Nervio segmental A) y SNb (nervio segmental B). B, distribucion del nimero de defectos presentes
por lateral embrionario (analizando los segmentos A2-A6). Cantidad de laterales analizados: Control, n=

37. Syx1A, n=30. Snap25, n= 16. nSyb, n= 34.
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Perspectiva ventral Perspectiva lateral

Control

Syx1A

Figura 40. Fenotipo en el sistema nervioso periférico de embriones Syx1A -/-. Embriones tefiidos a
estadio diecisiete con anti-Futsch para marcar los nervios periféricos. Imagenes en perspectiva ventral, A-
C, y lateral, B-C. A-B, embriones control (yw). C-D embriones nulos para la proteina SyxlA con
defectos en la guia axonal (flecha figura C: defectos en las terminaciones de los haces nerviosos. Flecha
izquierda figura D: alteraciones en el ferminal sencilla scolipidial. Flecha derecha figura D: defectos en

las fasciculas nerviosas).

3.- Los mutantes para Syx1A presentan los fenotipos mds severos de todas las

SNARE analizadas.

En todos los casos estudiados por nosotros, los mutantes para Syx1A fueron los que

presentaron fenotipos mas acentuados.

En el VNC, la proporcion de embriones que no desarrolla defectos de guia
axonal es tres veces menor que en los casos controles (21% frente un 58% en los

controles) (figura 3B). Ademas, la cantidad de defectos es mayor en todas las fasciculas
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y llega a ser llegando siete veces superioren la fascicula medial si comparamos con los

datos control (figura 3A).

En los nervios motores, el porcentaje de laterales embrionarios que no presentan
defectos en los nervios motores es 0% (Syx1A), frente un 21% (control) (figura 5B).
Ademas, la cantidad de nervios afectados es superior en todos los casos, llegando a ser

cuatro veces superior al control en el SNa (figura 39A).

Otro rasgo interesante en estos mutantes que desarrollan es el desarrollo de problemas
en la guia axonal que no se dan en condiciones normales. Este es el caso de los cruces a
través de la linea media de axones positivos para Fasciclinall. Este hecho, que nunca se
da en los controles, aparece en un 5% de los mutantes para nSyb y en un 13% de los
mutantes para SyxlA. Ante todos estos resultados decidimos estudiar en detalle el

fenotipo presente en los mutantes para Syx1A.

En un primer lugar definimos detalladamente ejemplos de los fenotipos
presentes en los mutantes para Syx1A y los agrupamos segun su severidad (figura 41).
Un segundo paso fue determinar el patron de expresion de Syx1A en el VNC utilizando
anticuerpos contra Syx1A. Detectamos Syx1A a bajos niveles en estadios tempranos
(datos no mostrados) y su expresion aumenta notablemente durante el desarrollo hasta
alcanzar su maximo a estadio 16-17. En ese momento se expresa con intensidad en las
fasciculas longitudinales y con unos niveles algo menores en las fasciculas comisurales

y los nervios motores
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Figura 41. Fenotipos de guia axonal en el VNC de embriones mutantes para Syx1A y patrén de
expresion de Syx1A en el VNC. A-C, embriones a estadio 17 teflidos con el anticuerpo contra
Fasciclinall que marca sélo los axones positivos para Fasciclinall y tincion contra HRP, que muestra
todos los axones del sistema nervioso. A, embridn control que muestra los axones longitudinales positivos
para Fasciclinall. B, embrién mutante para Syx1A ejemplo del grupos fenotipico mas fuerte encontrado;
muchos de los axones longitudinales estan colapsados o rotos, alteraciones en los axones comisurales
(flechas) y se detectan cruces a través de la linea media (asterisco). C, embrién mutante para Syx1A
ejemplo del grupos fenotipico intermedios; los axones comisurales generalmente no estan afectados y
unicamente se encuentran defectos en los axones longitudinales (flechas). D-E, embriones a estadio 17
teflidos con anti-Syx1A para determinar la localizacion de Sintaxinal A y HRP para visualizar todo el
sistema nervioso. D, embrion control donde se puede apreciar Syx1A en los axones comisurales y los
axones longitudinales. E, embriones mutantes para Syx1A donde no es posible detectar Syx1A en este

estadio.
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4.- Los defectos presentes en mutantes para Syx/A son debidos principalmente a

problemas en la guia axonal.

En el desarrollo del sistema nervioso existen situaciones en las que problemas en la
neurogeénesis, el desarrollo glial o la muerte celular generan problemas en la guia axonal
sin afectar directamente a las rutas bioquimicas que dirigen el cono de crecimiento, y
por lo tanto es necesario evaluar cudl es la posible participacion de estos procesos en la

generacidn de los defectos observados en nuestros mutantes SNARE.

Para abordar este problema realizamos una bateria de experimentos con el
objetivo de verificar que el fenotipo observado se debe principalmente a problemas en
la guia axonal. Tomamos como modelo para este trabajo los mutantes de Syx/A4 por ser

los que tienen defectos mas numerosos y severos en todas las estructuras neuronales.

4.1.- Los defectos observados no se corresponden con problemas en la

neurogénesis.

En los mutantes de Syxl1A no se observan fenotipos, como la ausencia de
estructuras neuronales en algunos segmentos, que son propios de fallos en la
neurogénesis. Ademas, la aparicion del fenotipo en nuestros mutantes se da en fases
tardias cuando ya no tiene lugar la neurogénesis durante el desarrollo embrionario
(figura 42). Asi mismo, la expresion de Syx1A (figura 41 D-E), con niveles bajos a
estadios tempranos 12-13 que aumentan hasta un maximo a estadio 16-17, se
corresponde temporalmente con los procesos de guia axonal, pero no con los procesos

de neurogénesis que se producen en fases mas tempranas (estadios 8-12).
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Figura 42. Evolucién temporal del fenotipo de Syx1A. Tincion anti-Fasciclinall a estadios trece (A, E),
catorce (B, F), quince (C, G) y diecisiete (D, H). Todas las imagenes estan en perspectiva ventral. A-D,
embriones control (yw). E-H, embriones mutantes para Syx/A4. Hasta el estadio quince ambos stocks son

indistinguibles pero posteriormente empiezan a aparecer defectos de guia que se agravan con el tiempo.

4.2.- El posicionamiento y numero de las células gliales es correcto tanto en el

sistema nervioso central como en los nervios motores.

Las neuronas y las células gliales participan conjuntamente en la formacion del sistema
nervioso. La glia expresa multitud de sefiales de guia axonal, acompafia a los axones en
su crecimiento y sefiala puntos especificos donde el proceso de guia debe detenerse. La
falta de células gliales o una pérdida de funcién en ellas se puede derivar en problemas
que afectan a la guia axonal (Hidalgo et al., 1995). Para descartar que este fuera el
origen de los defectos de guia axonal en nuestros mutantes, comprobamos en primer
lugar que la expresion de Syx14 es especifica de neuronas y apenas hay Syx1A en las

células gliales, tal y como confirmaron las imdgenes de las figura 41D-E.

109



RESULTADOS

Adicionalmente, utilizamos la tincién anti-Repo (que marca toda la glia en desarrollo y
células relacionadas, salvo la glia derivada de mesoectodermo del CNS (glia de la linea
media) y tres células gliales del nerve root) (Halter et al., 1995) para comprobar el

estado de la glia en mutantes de Syx/A4.

Como resultado observamos que no hay una clara desaparicion de células gliales
ni en el VNC ni en las zonas periféricas. Ademas, la posicion de las células gliales esta
conservada en todos los casos salvo en las células cercanas a la linea media, que estan
levemente desplazadas hacia la linea media. Y este hecho podria ser debido a un
posicionamiento erroneo de los axones que generara una alteracion en la posicion de las

células gliales cercanas a la linea media.

Figura 43. La glia en mutanes para Syx1A. A, (Halter et al., 1995) esquema de las posiciones de las
células gliales en el VNC. B-C, embriones control a estadio 16 mostrando una posicion ventral (B) y otro
una perspectiva lateral (C). D-E, embriones Syx/4 -/- a estadio 16 mostrando una posicion ventral (D) y
otro una perspectiva lateral (E). En D, se puede apreciar una leve alteracion de las posiciones de la glia
cercana a la linea media que se manifiesta en una mayor concentraciéon de células en esa zona (flecha

negra) mientras que la localizacidn del resto de las células gliales no se encuentra alterada.
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5.- Estudios adicionales sobre los defectos en la guia axonal de mutantes para

SyxIA.

5.1.- Los embriones hipomorfos para Syx/A4 presentan un fenotipo con una severidad

menor que los alelos nulos.

En los embriones hipomorfos para Syx/A ya es posible apreciar problemas de
desfasciculacion y pequefios colapsos, asi como una leve destructuracion en la
arquitectura de las fasciculas del VNC pero en ningun caso se dan fenémenos de cruces
a través de la linea media. Paradégicamente, los nervios motores desarrollan graves
problemas de guia axonal con una severidad préoxima a la presente en los mutantes

nulos para Syx/A4.
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Control Hipomorfo Syx/A4

Cordon nervioso

Nervios motores

Figura 44. Fenotipo de embriones hipomérficos para Syx1A4. Embriones a estadio 17 tefiidos con anti-
Fasciclinall. En las imagenes A-C se muestran las tres fasciculas positivas para Fasciclinall del VNC
mientras que en las imagenes D-F aparecen los nervios motores ISN, SNa y SNb, asi como algunos
axones del sistema periférico. A,D, embriones control. B,C y E,F, embriones hipomorfos para Syx1A
donde se han marcado con flechas negras algunos de los defectos de guia axonal en el cordon nervioso

ventral y los nervios periféricos.

5.2.- Los embriones doble mutantes para las proteinas SNARE Syx/4 y nSyb, tienen un

fenotipo idéntico a los mutantes de Syx/4.

Profundizando en el papel de las proteinas SNARE en los procesos de guia axonal, nos

preguntamos si los fenotipos generados en los mutantes eran diferentes entre si por

diferencias en sus funciones, lo cual contradice el modelo basico por el cual las
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proteinas SNARE ejercen gran parte de sus funciones en conjunto mediante la

formacion del complejo SNARE candnico.

Los mutantes para Syx/A o nSyb tienen un fenotipo en el VNC y son los Ginicos
mutantes de nuestro estudio que desarrollan cruces de axones a través de la linea media,
asi que quisimos saber si un doble mutante tendria un incremento o disminucion del
fenotipo en general y/o en los cruces a través de la linea media.

A B C

| nSyb -/- | | nSyb -/- 3 Syx1A-/- | | Syx1A -/-

Figura 45. Fenotipo de embriones nSyb -/- ; SyxIA -/- en el VNC. VNC de embriones a estadio 16-17
tefiido con anti-Fasciclinall. Los defectos de guia axonal tales como colapsos, roturas o
desfasciculaciones han sido sefialados con flechas mientras que los cruces a través de la linea media estan

marcados con asteriscos. A, embriones nSyb -/-. B, embriones nSyb -/-; Syx14 -/-. C, embriones SyxIA4 -/-.

La caracterizacion inicial del doble mutante nSyb -/- ; SyxIA -/- mostrd evidentes
diferencias fenotipicas entre el doble mutante y mutantes de nSyb -/-: la frecuencia y
severidad de los defectos eran mayores en los doble mutantes, asi como el nimero de
embriones afectados por problemas de guia axonal, que era mayor en los dobles
mutantes. Por el contrario, el fenotipo del doble mutante es similar al de los embriones

Syx1A -/-.
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Para corroborar estas observaciones realizamos un estudio cuantitativo similar a
los realizados en la caracterizacion de los mutantes SNARE (figura 36). Los valores
medios de defectos en el VNC en los doble mutantes fueron estadisticamente diferentes
a los valores en los mutantes nSyb -/- en todos los grupos salvo en la fascicula
intermedia. Cuando hicimos una idéntica comparacidon con los embriones Syx/A4 -/- no
encontramos diferencias significativas en ningun grupo entre los dobles mutantes nSyb -
/-5 Syx1A4 -/- y los embrones mutantes para Syx1A. Asimismo, el patrén de distribucion
poblacional entre nSyb -/- ; SyxIA -/- y embriones SyxlA -/- es casi idéntico.
Finalmente comprobamos los valores de embriones libres de defectos en el VNC: Syx/A4
-/- (21%), nSyb -/- (44%) y nSyb -/-; SyxI1A4 -/- (22%). Y el nimero de embriones que
presentan cruces a través de la linea media: Syx1A -/- (13%), nSyb -/- (5%) y nSyb -/-;
Syx1A -/- (15%). Ante estos datos asumimos que los fenotipos de embriones Syx/A4 -/-y

nSyb -/-; Syx1A4 -/- son idénticos.
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Figura 46. Cuantificacion del fenotipo de embriones nSyb -/-; Syx14 -/- en el VNC. SyxI1A, n= 38.
nSyb, n= 41. Syx1A; nSyb, n= 54. Se utilizé el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias estadisticas
entre las medias de los grupos. A, cuantificacion de los defectos en la guia axonal por embrion
distribuidos por fasciculas. B, distribucidon de la poblacion de embriones segtin el nimero de problemas

de guia axonal que desarrollan.
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6.- Mutantes para proteinas SNARE presentan defectos en guia axonal no asociados a

Netrina/DCC.

6.1.- Los embriones Syx1A -/- no desarrollan una clara interaccidon génica con la

via Frazzled/DCC.

Ya que in vitro se ha documentado que la via Netrina/DCC es dependiente de Syx1A
para mediar prococesos de guia axonal (Cotrufo et al., 2011), inicialmente decidimos
tratar de reproducir in vivo estos resultados utilizando como modelo el desarrollo del

VNC en embriones Syx/A4 -/- de Drosophila melanogaster.

Nuestros experimentos preliminares dieron en casi todos los grupos resultados
negativos. El estudio y cuantificacion de los fenotipos de embriones dobles
heterocigotos fra/+; SyxiA/+ (n=16) o dobles mutantes fra -/-; Syxi4A -/- (n=8) no
mostraron alteraciones cuantitativamente significativas en los fenotipos de estos
mutantes. Para complementar estos estudios también cuantificamos los fenotipos de
otros mutantes para estos genes. El andlisis cualitativo y la cuantificacién de los
fenotipos de embriones fra/+; SyxI4A -/- (n=16) indic6 que no habia variaciones
significativas entre estos embriones y los embriones Syx/4 -/-. El tnico caso que reflejé
variaciones significaticas fueron los embriones fra -/-; SyxIA/+ (n=8). Cuando se
compararon estos embriones con casos fra -/- se vieron diferencias significativas en la
media de defectos total y en la fascicula intermedia. Sin embargo, fenotipicamente no se

distinguen claramente ambas lineas genéticas.
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Figura 47. Fenotipo de embriones fia -/- ; Syx1A4 -/- o fra/+; Syx1A4 -/-. VNC de embriones a estadio 17
teflidos con anti-Fasciclinall. En todos los embriones se han sefialado defectos de guia axonal tales como
colapsos, rupturas y desfasciclaciones (flechas negras), asi como cruces a de axones a través de la linea
media (asteriscos). A, embrion fra -/-. B-D, ejemplos de embriones fra -/- ; Syx1A/+. E, embrion fra -/-.
F-H, ejemplos de embriones fra/+; SyxIA -/-. 1, Cuantificacion de los fenotipos presentes en mutantes
robo?2 -/-, Syx1A4 -/- y robo2 -/- ; Syx1A -/-. Cantidades de embriones: fra -/- n=37, fra -/- ; Syx1A/+ n= 8,
SyxIA -/- n= 31, fra/+; SyxIA -/- n=15. Se utilizo el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias
estadisticas entre la media entre los grupos control (fra -/- y Syx14 -/-) y los otros grupos.
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6.2.- Los embriones mutantes para las proteinas SNARE nSyb o SyxlA

desarrollan cruces de axones positivos para Fasciclinall a través de la linea media.

Al margen de la ruta Netrina/DCC, la otra ruta clave en los procesos de guia axonal es
la ruta Slit/Robo. Slit/Robo esta descrita como una via de funcion repulsiva a corta y a
larga distancia (Araujo et al., 2003) (Simpson et al., 2000a, 2000b), teniendo un papel
clave en la guia axonal de todos los modelos de la neurobiologia basica, incluidos
vertebrados. Y en Drosophila melanogaster controla, junto con los otros elementos
repulsivos y atractivos de guia axonal en la linea media, el cruce de axones a través de

la linea media durante el desarrollo embrionario.

Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con la ruta Netrina/DCC (homologa
de la ruta Netrina/Frazzled en Drosophila melanogaster), que ha sido relacionada con
las proteinas SNARE por su dependencia de Stx1 para ejercer su funcion en la guia
axonal (Cotrufo et al., 2011), no existe ninguna relacién documentada entre las
proteinas SNARE y la ruta Slit/Robo. Utilizando el desarrollo del sistema nervioso en
embriones de Drosophila melanogaster decidimos estudiar una posible relacion entre

SyxIA y la ruta Slit/Robo.
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robo?2 -/-

Figura 48. Ejemplos de fenotipos de cruce a través de la linea media. VNC de embriones a estadios
16-17 tefiido con anti-Fasciclinall. Los cruces de axones a través de la linea media han sido sefialados con
asteriscos. A-B, mutantes para nSyb -/-. C-D, mutantes Syx/4 -/-. E-F, embriones mutantes fra -/-. G-H,

mutantes robo2 -/-.

Como ya fue mencionado en apartados anteriores (figura 35-37), los embriones
SyxIA -/- o nSyb -/- presentan en una baja proporcion (13% y 5% respectivamente)
cruces de axones positivos para Fasciclinall a través de la linea media. Este tipo de
defecto esta descrito en situaciones donde la via Slit/Robo se encuentra afectada,
aunque los embirones mutantes para esta via presentan unos valores muy superiores de
cruces de axones (por ejemplo, mutantes para robo2 desarrolla estos problemas en un
79% de los casos). Por el contrario, los mutantes para la via de Frazzled no presentan
nunca este tipo de defectos (por ejemplo, mutantes para fra no desarrollan este tipo de

defectos).
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Figura 49. Cuantificacion de los cruces a través de la linea media en mutantes para las proteinas
SNARE. A, distribucion poblacional del tipo de defectos desarrollados en los mutantes para proteinas
SNARE en el VNC de embriones teflidos con anti-Fasciclinall. Control, n= 36. Syx1A, n= 38. Snap25,
n= 35. nSyb, n= 41. B, cuantificacion del porcentaje de embriones que presentan uno o mas cruces de
axones positivos para Fasciclinall a través de la linea media. En la figura se comparan los valores
obtenidos en embriones control (yw), mutantes para las proteinas SNARE: nSyb y Syx1A, y un mutante
de la via Slit/Robo (r0bo2) o un mutante de la via Netrina/Frazzled (Frazzled). Control, n= 36, nSyb, n=
41, Syx1A, n= 38, Robo2 n=39, y Frazzled n=37.
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6.3.- El posicionamiento de las fasciculas medial e intermedia se encuentra alterado en

mutantes de Syx/A4.

En la literatura estd descrito que cuando se disminuye la eficiencia de la via de
Slit/Robo baja el efecto repulsivo generado por Slit en la linea media. Este hecho genera
los cruces de axones descritos anteriormente (punto 5.1) (Simpson et al., 2000a, 2000b).
Normalmente, el cruce de axones viene acompafiado al menos en algunos segmentos del
embridn, por una disminucion significativa de la distancia entre las fasciculas mediales
sin que se llegue a dar necesariamente un colapso entre las fasciculas. Asimismo, ha
sido descrito un efecto opuesto cuando se altera las sefiales atractivas generadas por la

via Netrina/Frazzled en la linea media (Bhat et al., 2005).

Decidimos analizar la posicion de las tres fasciculas que expresan Fasciclinall en
embriones Syx/A -/~ y usamos mutantes para las vias de Netrina/Frazzled o Slit/Robo

como controles junto con la linea control yw.

Obtuvimos como resultado que en los mutantes Syx/A4 -/- se produce un
acortamiento de la distancia que separa las fasciculas mediales o las intermedias,
mientras que la distancia entre las fasciculas laterales es igual que en los controles (yw)
(figura 50E). La conservacion de la distancia entre las fasciculas laterales corrobora que
la disminucion de la distancia en las fasciculas mediales e internas no se debe a una
disminucion del tamafio del embrion o del cordén nervioso ventral, sino a un efecto
especifico que afecta significativamente al posicionamiento de las fasciculas mediales e

internas.
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Figura 50. Distancia entre las fasciculas positivas para Fasciclinall. A-D, VNC de embriones a

estadio 17 tefiidos con anti-Fasciclinall. B, control, C, mutante para Syxl1A con un fenotipo leve donde

pese a la falta de defectos importantes en la guia axonal se puede observar claramente una alteracion en el

posicionamiento de las fasciculas. D, embrién mutante para Frazzled. E, embrién mutante para Robo2

donde se observan multiples colapsos y alteraciones en las posiciones entre las fasciculas. E,

cuantificacion de la distancia relativa entre fasciculas de igual grupo (medial, intermedia o lateral) en

embriones mutantes para Syx1A o rutas de guia axonal a estadios tardios del desarrollo embrionario.

Control n= 20, Syx1A n= 20, Frazzled n=37 y Robo2 n=20. Se utiliz6 el t-TEST (Excel) para analizar las

diferencias estadisticas entre las medias de los grupos.
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6.4.- En los embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A que tengan
problemas adicionales en la via Slit/Robo se incrementan los fenomenos de cruce a

través de la linea media.

6.4.1- Estudio del doble mutante robo?2 -/-; Syx14 -/-.

Robo2 es una proteina directamente implicada en la via de Slit/Robo pero a
diferencia de otras proteinas como el receptor Robo o el ligando Slit, los defectos en
robo2 no generan un colapso total de las fasciculas en la linea media. Este colapso
parcial nos permite detectar si se produce un incremento en los fenotipos de colapso

como producto de una interaccidon génica.

En nuestro caso, la eliminacién de una o ambas copias de robo2 en mutantes
SyxIA -/- generd un incremento cualitativo en los fenotipos de cruce en embriones
robo2 -/- ; SyxlA/+ o embriones robo2 -/-; SyxIA -/-. Este incremento fue
estadisticamente significativo en el nimero de defectos en la fascicula intermedia y en

el nimero total por embridn en los dobles mutantes robo2 -/- ; SyxI1A4 -/-.
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Figura 51. Disminucion de los niveles de Syx/4 en mutantes robo2 -/-. VNC de embriones a estadio
17 tefiidos con anti-Fasciclinall. A, E, embriones robo2 -/- donde se aprecian multiples defectos y
colapsos parciales de las fasciculas en la linea media (flechas). B-D, ejemplos de fenotipos de severidad
variable en mutantes robo2 -/- ; Syx1A/+. Se ven varios defectos en las fasciculas y colapsos parciales
(flechas) o totales (asteriscos) de las fasciculas en la linea media. F-H, embriones robo?2 -/- ; Syx1A4 -/-
donde se aprecia una notable desestructuracion de las fasciculas asi como colapsos parciales (flechas) o
totales (asteriscos) de las fasciculas en la linea media. I, Cuantificacion de los fenotipos presentes en
mutantes robo?2 -/-, Syx1A4 -/- y robo2 -/- ; SyxI1A4 -/-. Cantidades de embriones: robo?2 -/- n= 39, robo2-/- ;
SyxIA/+ n= 21, robo2 -/- ; SyxIA -/- n= 31.Se utilizé el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias

estadisticas entre la media de robo?2 -/-; Syx1A-/-y los otros grupos.
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Asimismo realizamos la estrategia inversa y disminuimos las cantidades de
robo2 en un contexto de nulos genéticos para Syx/A4. Aunque no fuimos capaces de
detectar cuantitativamente diferencias significativas entre los valores medios del
numero de defectos, si que detectamos un incremento en la severidad y la frecuencia de
aparicion de cruces en la linea media. Un 50% de los casos robo2/+; SyxIA -/-

presentaron cruces y colapsos a en la linea media frente el 13% en casos de Syx/4 -/-.
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Figura 52. Disminucion de los niveles de robo2 en mutantes SyxIA4 -/-. VNC de embriones a estadio
17 tefiidos con anti-Fasciclinall. A-B, embriones Syx/A4 -/-. C-D, embriones robo2/+; SyxIA -/-. E,
valores medios de defectos en las fasciculas. F, frecuencia de cruces a través de la linea media en varias
situaciones. robo2 -/- n= 39, robo2+/-; Syx14 -/- n= 18, Control (yw) n= 36, Syx14 -/- n=38. Se utiliz6 el

t-TEST (Excel) para analizar las diferencias estadisticas entre las medias de robo2/+; SyxIA4 -/- y los otros

grupos.
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6.4.2- Estudio del doble mutante Sdc-/-; SyxI1A -/-.

Los heparadn sulfato proteoglicanos (HSPGs) son una familia proteica con multipes
funciones, entre ellas regular parcialmente la funcidon de la via Slit/Robo (Bernfield et
al., 1999) (Couchman et al., 2003) (Smart et al., 2011). De todos los heparan sulfato
proteoglicanos, los embriones nulos para Sindecano (sdc -/-) son los unicos HSPG que
presentan con frecuencia cruces a través de la linea media (Jonson et al., 2004) y su
fenotipo tiene ciertas similitudes con el de Syx/4 (el grado de severidad de los cruces a
través de la linea media o la alta incidencia de defectos en la fascicula lateral son
similares). Con esta informacién planteamos como hipoétesis la posibilidad de que las
mutaciones en Syx/A4 u otras SNARE alteren la funcion de los HSPGs, lo cual generaria
fenotipos de perdida de funcidn en la via de Slit/Robo y podria ser una de las causas de

los fenotipos en embriones mutantes para proteinas SNARE.
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Figura 53. Disminucion de los niveles de Syx/A4 en mutantes Sdc -/-. VNC de embriones a estadio 17
teflidos con anti-Fasciclinall. A, E, embriones Sdc -/- donde se aprecian defectos en las fasciculas y
algunos colapsos parciales a través de la linea media (flechas). B-D, ejemplos de fenotipos de severidad
variable en mutantes Sdc-/-; Syx1A4 -/+. Se aprecian varios defectos en las fasciculas y colapsos parciales
(flechas) o totales (asteriscos) de las fasciculas en la linea media. F-H, embriones Sdc-/-; SyxI1A4 -/- donde
se aprecia una notable desestructuracion de las fasciculas asi como colapsos parciales (flechas) o totales
(asteriscos) de las fasciculas en la linea media. I, cuantificacion de los fenotipos presentes en mutantes
Sdc /-, Syx1A -/- 'y Sdc-/-; Syx1A -/-. Se utilizo el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias estadisticas
entre la media de Sdc-/-; Syx1A4 -/-. y los otros grupos. . Sdc -/- n= 21, Sdc-/-; Syx1A4 -/- n=32.
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En mutantes Sdc-/-; Syx1A/+ apreciamos un incremento de la severidad en los
cruces de Sdc -/- a través de la linea media, que resultaron en algunos casos en un
colapso total de algunas de las fasciculas. Sin embargo no observamos una
agravamiento claro de otros defectos ya presentes en mutantes Sdc-/-. En los dobles
mutantes Sdc -/-; Syx1A4 -/- esta situacidon se acenta dando fenotipos con las fasciculas

muy desestructuradas y completa o parcialmente colapsadas en la linea media.

Simultdneamente realizamos la estrategia inversa y disminuimos las cantidades
de Sdc en un contexto de nulos genéticos para Syx/4. Aunque no fuimos capaces de
realizar estudios cuantitativos detallados, cualitativamente observamos un agravamiento
de los fenémenos de cruce, tanto en su nimero como en severidad si los comparamos a

los procesos registrados en mutantes Sdc -/- o Syx14 -/-.
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Figura 54. Disminucion de los niveles de Sdc en mutantes Syx/A4 -/-. VNC de embriones a estadio 17
teflidos con anti-Fasciclinall. . A-B, embriones Syx/A4 -/- donde se pueden observar algunos colapsos y
rupturas de las fasciculas (flechas negras), asi como cruces de axones a través de la linea media (asterisco
blanco). C-D, embriones Sdc -/+; SyxIA -/- donde se ven colapsos y rupturas de las fasciculas (flechas
negras), y cruces de axones a través de la linea media (asteriscos blancos). E, cuantificacion de los
fenotipos presentes en mutantes Syx/A -/-, Sdc/+; Syx1A4 -/- y embriones yw. Se utilizé el t-TEST para
analizar las diferencias estadisticas entre la media de Sdc/+; Syx1A4 -/- y los otros grupos. F, frecuencia
de cruces a través de la linea media en varias situaciones. Control (yw) n= 36, SyxI/A4 -/- n= 38 Sdc -/- n=

21, Sde/+; Syx1A -/-n= 8.
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7.- En embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A no se observa una
alteracion en niveles de expresion y localizacion de varias proteinas vinculadas con la

via Slit/Robo.

Tras los resultados obtenidos en las interacciones génicas decidimos abordar
directamente la posibilidad que la via Slit/Robo se encuentra relacionada con Syx1A y
que las mutaciones sobre Syx/A deben tener algin efecto en la via. Como primera
aproximacion a este estudio decidimos, evaluar dentro de nuestras posibilidades el

estado de las principales proteinas de la via en mutantes Syx/4 -/-.

7.1.- En embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A no se aprecian

variaciones en la expresion o la distribucion de S/it.

Una cuantificacion detallada de los niveles de Slit detectados mediante
inmunofluorescencia con microscopia confocal a alta resolucién (Johnson et al., 2004)
(Smart et al., 2010) no detectd cambios en los niveles o en la distribucion de la proteina

(figura 55).
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A HRP/SIit Slit B |HRP/SIit Slit
C +Control mSyx1A

Figura 55. Patron de expresion de Slit. A-B, embriones a estadio 16-17 tefiidos con anti-HRP (verde) y
anti-Slit (rojo). A, embriones control (yw). B, embriones Syx/A4 -/-. C, cuantificacion normalizada de los
niveles de expresion de Slit en el corddn nervioso ventral. Se utilizé el t-TEST (Excel) para analizar las

diferencias estadisticas entre las medias intensidades de los grupos Control n=9, Syx1A n=11.

Como el andlisis del patrén de difusion de Slit presenta tradicionalmente
bastante dificultad, decidimos descartar pequefias alteraciones en la expresion y difusion
de Slit que podrian estar por debajo de nuestro umbral de deteccién y generar, sin
embargo, problemas de guia axonal. Para descartar esta situacion sobrexpresamos Slit

en mutantes Syx/A-/- para rescatar el fenotipo. En los embriones donde realizamos el
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rescate, sobre expresamos Slit en las células gliales single minded (sim) (Crews et al.,
1988) (Thomas et al., 1988) donde originalmente es y difunde generando un gradiente
en ambos lados del SNC (Kidd et al., 1999) (Johnson et al., 2004). Dirigimos la
expresion de Slit utilizando SimGal4 UAS-Slit en embriones Syx/4 -/-. Los embriones
donde se intentd realizar el rescate fueron designados R40 (SimGAL4;

Syx1A/Syx1A_UAS-Slit).

No observamos rescate a ningun nivel, los valores medios de los defectos en las
fasciculas no presentaron cambios estadisticamente significativos y otros factores
relevantes como el porcentaje de embriones sin defectos: Syx1A (21%), R40 (25%), o
el porcentaje que desarrollaron cruces a través de la linea media: Syx1A (13%), R40

(19%), tampoco tuvieron diferencias estadisticamente significativas.

133



RESULTADOS

R40

mControl mSyx1A -~ mR40

Defectos por embrion

Medial Intermedia Lateral Total

Fasciculas

Figura 56. Sobrexpresion de Slit en mutantes Syx/A4 -/-. VNC de embriones a estadio 17 tefiidos con
anti-Fasciclinall. A-B, embriones Syx/4 -/- donde se pueden observar rupturas y colapsos de la linea
media (flechas), asi como cruces a través de la linea media (asteriscos). C-D, embriones R40 donde
aparecen rupturas y colapsos de la linea media (flechas), asi como cruces a través de la linea media
(asteriscos). E, cuantificacion de los defectos en la guia axonal por embrion distribuidos por fascicula.
Control n=36, Syx/A -/-, n= 38, R40 n=36. Se utiliz6 el t-TEST (Excel) para analizar las diferencias
estadisticas entre R40 y los demas grupos.

Utilizando una metodologia similar a la usada con Slit para estudiar sus niveles
proteicos mediante inmunofluorescencia, determinamos el patron de expresion de los
receptores Robo y Robo3, asi como del correceptor Dally-like. Al ser proteinas

transmembrana no-difusibles fue posible caracterizar con mayor precision el patron de
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expresion y cuantificar sus niveles en el control y los mutantes. Sin embargo,
descartamos en esta primera fase experimental los ensayos de sobrexpresion con estas
proteinas por las dificultades afiadidas que tienen los experimentos de rescate a través

de la sobreexpresion de receptores.

7.2.- En embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A no se observan

variaciones en la expresion o la distribucion de robo en mutantes de Syx/A4.

El analisis en detalle de la expresion del receptor robo no detectd diferencias
significativas en los niveles de intensidad. Sin embargo, en la representacion grafica
observamos una distancia menor entre los méaximos en SyxlA. Esto corrobora el
acercamiento entre las fasciculas cuantificado anteriormente (figura 50E). Ademas
detectamos una acumulacion de Robo en la linea media, lo cual se corresponde con un
incremento del numero de axones cruzando la linea media tal y como hemos

documentado anteriormente (figura 35-37).
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Figura 57. Patrén de expresion de Robo. A-B, embriones a estadio 16-17 tefiidos con anti-HRP (verde)
y anti-Robo (rojo). A, embriones control. B, embriones Syx/4 -/-. C, cuantificacién normalizada de los
niveles de expresion de Robo en el corddn nervioso ventral. Se utilizd el t-TEST (Excel) para analizar las

diferencias estadisticas entre las medias de intensidad de los grupos. Control n=10, Syx/4 -/-=11.

7.3.- En embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A no se observan

variaciones en la expresion o la distribucion de robo3 en mutantes de Syx14.

El andlisis en detalle de la expresion del receptor robo3 no detectd diferencias
significativas en los niveles de intensidad. Sin embargo, en la representacion grafica
observamos una distancia menor entre los maximos en SyxlA y una acumulacion
Robo3 en la linea media. En este caso, tanto la disminucion de la distancia como el

incremento de sefial son menores que los observados en la cuantificacion de Robo. Esto
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es debido a que los niveles de Robo3 son residuales en los axones que cruzan la linea
media y su expresion estd concentrada en las fasciculas mas externas, donde hemos

detectado una pequeiia disminucidn entre las fasciculas.
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Figura 58. Patron de expresion de Robo3. A-B, embriones a estadio 16-17 tefiidos con anti-HRP
(verde) y anti-Robo (rojo). A, embriones control. B, embriones Syx/4 -/-. C, cuantificaciéon normalizada
de los niveles de expresion de Robo en el cordén nervioso ventral. Se utilizé el t-TEST (Excel) para
analizar las diferencias estadisticas entre las medias de intensidad de los grupos. Control n=8, Syx/A4 -/-

n=9.
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7.4.- En embriones mutantes para la proteina SNARE Syx1A no se observan

variaciones en la expresion o la distribucion de Dally-like (dlp).

Dally-like es un heparan sulfato proteoglicano que afecta indirectamente a la via de
Slit/Robo de un modo similar al realizado por Sdc. El andlisis en detalle de la expresion
del receptor Dally-like no detectd diferencias significativas en los niveles de intensidad.
Sin embargo, tal y como habia ocurrido en las cuantificaciones de los receptores Robo,

en la representacion grafica observamos una reducciéon en la distancia entre las

fasciculas.
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Figura 59. Patrén de expresion de dlp. A-B, embriones a estadio 16-17 tefiidos con anti-HRP (verde) y
anti-Dlp (rojo). A, embriones control. B, embriones Syx/A4 -/-. C, cuantificacion normalizada de los
niveles de expresion de Robo en el corddn nervioso ventral. Se utilizo el t-TEST (Excel) para analizar las

diferencias estadisticas entre las medias de intensidad de los grupos. Control n=12, Syx/4-/- n=8.
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Parte II: las proteinas SNARE en la progresion tumoral

El segundo objetivo de esta tesis es determinar si las proteinas SNARE tienen algun
papel en la progresion tumoral, centrando nuestro estudio en las SNARE expresadas en
el sistema nervioso (concretamente Stx1, proteina con la cual nuestro laboratorio tenia
experiencia previa por lo que disponiamos del material adecuado para iniciar nuestro
trabajo). Y escogimos como modelo tumoral el glioblastoma, que es el caso mas comun

y letal de astrocitoma.

1.- El bloqueo de la funcién de Stx1 produce in vitro una disminucioén de la

proliferacion e invasividad de células de glioblastoma.

1.1.- Expresion de proteinas SNARE en lineas establecidas modelo del

glioblastoma.

Previamente en el laboratorio, se analizaron mediante Western blot varias
proteinas SNARE relacionadas con el trafico de membrana en lineas establecidas de
glioblastoma. El andlisis de estos resultados indicd que las lineas U87 y U373 eran
modelos adecuados para estudiar la relacion entre las proteinas SNARE y el

glioblastoma:
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A) La linea U87. Estas células han sido utilizadas con anterioridad como

B)

modelo in vitro de glioblastoma y expresan con normalidad las proteinas
SNARE, incluidas las dos isoformas de Sintaxinal, asi como proteinas

reguladoras de la funcién SNARE como Munc18 (figura 60).

La linea U373. Al igual que la anterior, esta linea se ha utilizado en otros
trabajos como modelo en el desarrollo del glioblastoma, pero tiene una
ventaja frente a la linea U87. Esta linea tiene un patréon de crecimiento
tumoral similar al desarrollado por los pacientes de glioblastoma. La
inoculacidn in vivo de células U373 en ratones inmunodeprimidos genera un
nucleo tumoral que se expande mediante la formacion de radios migratorios
que acaban generando nucleos secundarios tumorales. Este patrén de
crecimiento es similar al desarrollado en pacientes y diferente del patrén en
forma de un nucleo so6lido sin expansion radial que se da cuando se inocula

células U87 en ratones inmunodeprimidos.
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Figura 60. Expresion de proteinas SNARE en poblaciones celulares modelo de glioblastoma.
Ejemplo de Western blot realizado anteriormente en el laboratorio de Dr. Eduardo Soriano donde se
pueden observar los niveles de expresion de varias proteinas SNARE en potenciales lineas modelo del

glioblastoma.

Con esta informacion disefiamos como estrategia en la que bloqueamos
especificamente la funcion de Stx1 sobreexpresando el dominio H3TM de Stx1a, que ha
sido descrito una forma dominante negativa (DN) de Stx1 (Cotrufo et al., 2011). Este
dominio actuard como DN de todas las isoformas de Stx1 que mantengan el dominio
H3TM. En nuestros primeros experimentos utilizamos la expresion transitoria del DN
mientras que posteriormente utilizamos lineas estables generadas como se esquematiza

en la figura 61.
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Generacidon de las lineas celulares
estables

U870 U373
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Figura 61. Generacién de las lineas celulares estables. En un primer paso las lineas U87 o U373 fueron
infectadas con un vector para que expresaran GFP y luciferasa; y seleccionamos las células infectadas por
FACS gracias a su expresion de GFP. Luego infectamos las células con un vector con el dominio H3TM
de Stx1la (isoforma de Stx1), que ha sido descrito una forma dominante negativa (DN) de Stx1 (Cotrufo et

al., 2011) y seleccionamos las células cultivandolas en medios selectivo de antibidticos.

1.2.- El bloqueo de la funcion de Stx1 a una alta densidad de cultivo celular in

vitro disminuye la incorporacidon de BrdU en las lineas de glioblastoma U373 y U87.

Analizamos la capacidad proliferativa de las células con la funcion de Stx1 alterada
mediante la sobreexpresion del dominio SNARE H3TM. Evaluamos la proliferacion in
vitro midiendo la incorporacion de BrdU en estas células. El BrdU es un nucleétido
sintético analogo a la timidina que se incorpora al DNA durante replicacion, lo cual

permite determinar las células que se encuentran en proliferacion durante la fase S.
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En estos experimentos se midi6 la incorporacion de BrdU en las células Control
y Stx1-DN de las lineas U87 y U373. Sembramos 50.000 células/pocillo en placas de 24
pocillos en DMEM 10% FBS. Cinco dias después, marcamos las células con BrdU a
una concentracion final de 0,05 mM, durante 2 horas a 37°C y posteriormente fijadas

con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Inicialmente transfectamos las lineas U373 y U87 con un vector que permitia la
sobreexpresion transitoria de GFP (condicidn control) o con un vector que permitia la
sobreexpresion transitoria del DN fusionado a GFP. Obtuvimos como resultado que la
sobrexpresion transitoria del DN induce una reduccién del 35,2% (+4,2%) en células
U373 mientras que en las células U87 se observa una reduccion de la incorporacion de

BrdU del 70,1% (£2,9%) cuando se sobreexpresa el dominio H3TM.
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Figura 62. Incorporacion de BrdU en células con la funcion SNARE bloqueada de manera

transitoria. A, Ejemplo de imagenes de fluorescencia convencional de células de glioblastoma

transfectadas con GFP o el dominio H3TM de Stx1 fusionado a GFP (GFP-DN), el cual actiia como DN

de la funcién de Stx1. En las imagenes pueden verse las células tefiidas con DAPI (azul), y anticuerpos

que detectan GFP (verde) y BrdU (rojo). B, cuantificacién de la incorporacion de BrdU en las

poblaciones celulares U373 y U87, donde se expreso transitoriamente GFP o el dominio H3TM fusionado

a GFP. Las diferencias estadisticas fueron determinadas mediante el t-Test (Excel).
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Posteriormente, realizamos los mismos ensayos con poblaciones estables de células
U373 que expresaban el dominio H3TM fusionado a GFP y obtuvimos una reduccion
de la tasa de proliferacion: 32,6802% +2,39%, mi similar a los datos obtenidos con la

expresion transitoria: 35,2% +4,2%.
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Figura 63. Incorporacion de BrdU en células con la funcién SNARE bloqueada de manera estable.
A, Western blot de células U373 donde se confirma la expresion del dominio H3TM fusionado a GFP. B,
cuantificacion de la incorporacion de BrdU en las células U373. Tras cuatros dias de cultivo se marco con
BrdU durante 1h30°. La cuantificacion de esta tincion indico una disminucion de la proliferacion in vitro

de las lineas U373 Stx1-DN. Las diferencias estadisticas fueron determinadas mediante el t-Test (Excel).
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1.3.- La disminucion de la proliferacion celular in vitro al bloquear la funcion de

Stx1 es dependiente de la densidad celular.

Tras los primeros resultados, continuamos nuestro estudio de la proliferacion celular
utilizando en este caso lineas U373-DN. En este caso sembramos 6000-24000 células en
pocillos de 24 y medimos su crecimiento durante 14-18 dias hasta que las células se
volvian confluentes en los pocillos. Durante todo ese tiempo las lineas crecieron en
condiciones estandar (DMEM + 10% FBS, a 37°C y 5% CO2). Sorprendentemente, no

observamos una disminucion de crecimiento en las lineas U373 Stx1-DN.
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Figura 64. Curvas de crecimiento de las lineas U373 Control y U373 Stx1-DN. Las lineas celulares
U373 Control o U373 Stx1-DN fueron cultivadas en condiciones estandar: DMEM + 10% FBS, a 37°C y
5% CO2 y se mantuvieron en cultivo hasta llegar ser confluentes. Las células fueron contadas
manualmente en cada punto utilizando una camara de Neubauer. Las posibles diferencias estadisticas

entre los grupos fueron evaluadas utilizando el t-Test (Excel).
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Tras estos resultados decidimos, volver sobre los datos obtenidos sobre la
proliferaciéon de las lineas U373 Stx1-DN. Comparando los experimentos de
incorporacion de BrdU con las curvas de crecimiento determinamos que una de las
mayores diferencias entre ambos experimentos es la densidad de cultivo en la que
proliferan las células: en las curvas de crecimiento las células son sembradas a bajas
densidades y cuantificadas periddicamente su cantidad hasta que llegan a ser
confluentes, mientras que en los experimentos de incorporacién de BrdU las células

eran sembradas a una alta densidad y son marcadas tras cuatro dias de cultivo.

En estas circunstancias decidimos evaluar si la disminucion de la proliferacion
cuando se bloquea la funcion SNARE de Stx1 es dependiente de la densidad celular.
Para ello cuantificamos la incorporacion de BrdU sembrando las células en placas de 24
pocillos a distintas densidades (baja=10000 células/pocillo, media=30000, alta=75000 y
muy alta=150000 células/pocillo) y tras 24 horas se marcd con BrdU durante 1h30°.
Como resultado obtuvimos que existe una diferencia, creciente con la densidad, en la
incorporacidon de BrdU entre las células control y las U373 Stx1-DN, y esta diferencia

se vuelve significativa a muy altas densidades.
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Figura 65. Incorporacion de BrdU en funcion de la densidad celular. Las células U373 Control y
U373 Stx1-DN fueron sembradas a distintas densidades (baja=10000 células/pocillo, media=30000,
alta=75000 y muy alta=150000 células/pocillo) en placas de 24 pocillos y tras 24 horas se marcé con
BrdU durante 1h30°. Posteriormente las células fueron tratadas, fijadas y se tomaron imagenes para
cuantificar la incorporacion de BrdU en las distintas condiciones. Las posibles diferencias estadisticas

entre los grupos fueron evaluadas utilizando el t-Test (Excel).

1.4.- El cultivo de células U373 Stx1-DN en medio condicionado de células

U373 control rescata los niveles de incorporacion de BrdU a altas densidades

La inhibicién por contacto es un proceso bioldgico que bloquea el crecimiento celular
cuando las células crecen a altas densidades. La disminucion in vitro de la proliferacion
celular en funcidn de la densidad que se da al bloquear la funcién de Stx1 nos indujo a

relacionar la inhibicioén por contacto con las proteinas SNARE.

148



RESULTADOS

Muchas de las proteinas SNARE estan implicadas en los procesos de secrecion
celular por lo que decidimos estudiar si el bloqueo de estas proteinas altera la secrecion
de factores que regulan la inhibicidn por contacto. Para ello disefiamos un experimento
donde utilizamos medio condicionado por las células U373 control para rescatar los
niveles de incorporacion de BrdU de las células U373 Stx1-DN. Cultivamos células
U373 Stx1-DN sembradas a muy alta densidad (150000 células/pocillo en placas de 24
pocillos) en medio condicionado por células U373 control y medimos los niveles de
incorporacidon de BrdU. Como resultado observamos un rescate total de la incorporacion
de BrdU en células U373 Stx1-DN suplementadas con medio condicionado de células

U373 control (figura 66).

Estos resultados sugieren que de alguin modo Stx1 estd relacionada con la

secrecion de factores implicados en la proliferacion de células de glioblastoma a muy

alta densidad de cultivo in vitro.
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Figura 66. Rescate de los niveles de incorporacion de BrdU en células con la funciéon de Stx1
bloqueada. El dia después de la siembra se retira el medio de la condicién U373 Stx1-DN y se
suplementan estas células con medio condicionado por células U373 control (el medio se cambia a
primera y ultima hora del dia). El siguiente dia se efectua el marcaje con BrdU durante 1h30" y se

cuantifican los niveles de incorporacion de BrdU.

1.5- El bloqueo de la funcidon de Stx1 mediante la sobrexpresion del dominio

H3TM de Stx1a no modifica la adhesion o la movilidad celular in vitro.

Una vez evaluada la proliferacion celular in vitro, pasamos a estudiar otras capacidades
celulares: adhesion celular, invasividad, movilidad. Que podrian estar alteradas en las
células U373 Stx1-DN. Es importante recordar que esta linea sobreexpresa luciferasa ya

esta proteina se encuentra insertada en el vector que contine el H3TM-Stx 1a.
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1.5.1.- Adhesion celular.

Los estudios de adhesion consistieron en la siembra de las lineas celulares en pocillos
con el fondo cubierto por las moléculas mas frecuentes en la matriz extracelular y la
cuantificacion del nimero de células adheridas a la matriz posteriormente (1-2 h). Se

evaluo por separado la capacidad de adhesion a matrigel, laminina y fibronectina.

Unicamente observamos diferencias significaticas cuando las células eran
cultivadas en fibronectina. En este caso se producia un leve incremento del nimero de

células adheridas a la matriz en las células U373 Stx1-DN.

1.5.2.- Movilidad celular.

Se ha demostrado la importancia de moléculas SNARE como VAMP3, SNAP23 (Veale
et al., 2010) o Stx1 (Cotrufo et al., 2012) en la migracion celular. Ante ausencia de
diferencias en la adhesion celular tras el bloqueo de Stx1, decidimos evalular en
conjunto la movilidad celular en vez de estudiar por separado las distintas propiedades
celulares participantes en el proceso. Para ello realizamos un experimento de wound

healing in vitro.

En estos experientos se utilizan cultivos confluentes a los que se les genera una
grieta (circular o linear segun el disefio) a través de la cual las células comienzan a
moverse. Este tipo de ensayos dan una idea de la movilidad intrinseca de las células ya

que permiten el estudio de la migracion celular en ausencia de factores como la
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migracion a través de la matriz extracelular o siguiendo factores de quimioatractivos.
Para este estudio utilizamos un modelo de grieta circular que se generaba al retirar una
columna circular que ocupaba la parte central de los pocillos, las células migraban
durante 24-48 horas en condiciones estandar salvo por una baja cantidad de suero fetal
bovino (2%) para limitar la division celular durante el ensayo. Una vez transcurridas 24-
48 horas, las células fueron fijadas y tefiidas con CMTPX Cell Tracker (Life
Technologies). Posteriormente tomamos imagenes de los pocillos y cuantificamos el

numero de células que habian migrado al espacio central donde se encontraba la grieta.

QU373 CONTROL _ mU373 St1-ON U373 CONTROL mU373 S1-DN

160 sk 8000000 -

140 7000000 -

120 5000000 -

100 5000000 A

80 4000000 1
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% Células adheridas a la matriz
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Senal de luciferasa {unidades arbitrarias)

0

Matrigel Laminina Fibronectina

Figura 67. Experimentos in vitro para evalular la adhesion y la movilidad celular de las células
U373 DN-Stx1. A, experimento de adhesion celular con células U373 Control y U373 Stx1-DN.
Cuantificacion del numero de células adheridas a la matriz de matrigel, laminina o fibronectina en
condiciones estandar. Pasadas 1-2 horas, se limpiaron los pocillos de todas las células no adheridas a las
matrices y se lisaron las células que quedaban en los pocillos. Posteriormente se medi6 la actividad de
luciferasa presente en el lisado, que es directamente proporcional a la cantidad de células presentes y se
compard con las cantidades adheridas en la linea U373 Control. B, cuantificacion de la capacidad
migratoria en células U373 Control y U373 Stx1-DN. La cuantificacion fue realizada midiendo la
intensidad de sefial inmunofluorescente (utilizando ImagelJ) proveniente de la zona central del pocillo que
habia sido bloqueada inicialmente por la columna de plasctico. Tanto en A como en B las diferecias

estadisticas entre las medias fueron evaluadas utilizando el t-Test (Excel).
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1.6.- La capacidad invasiva in vitro en células U373 se vé comprometida cuando

se sobreexpresa el DN que bloquea la funcion de Stx1.

En condiciones fisioléficas los gliomas migran por el cerebro siguiendo la parte externa
de los vasos sanguineos. Para ello requien una compleja organizacion de los procesos de
adhesion celular asi como la capacidad de migrar atravesando una densa matriz de

proteinas extracelulares (Bellail et al., 2004).

Ya que el bloqueo de Stx1 no genera in vitro alteraciones importantes en la
adhesion celular, o de migracion celular en condiciones que no requieran mecanismos
de invasion, decidimos analizar la capacidad invasiva de las células. Se denomina
capacidad invasiva a la propiedad celular de migrar atravesando barreras biologicas que
suelen estar compuestas por las proteinas extracelulares que secretan otras células. En
este contexto, las células migratorias (especialmente las tumorales) tienen que
desarrollar estrategias adicionales (tales como la secrecion de metaloproteinasas para
degradar la matriz extracelular ((Levicar, Nuttall, Lah, & Nutall, 2003)) para ser

capaces de migrar.

En los ensayos de invasion in vitro hechos en camaras de Boyden, se genera un
gradiente de factores de crecimiento en que promueve la migracion celular a través de
una matriz proteica (normalmente matrigel). Esta fue la estrategia elegida para evalular
capacidad invasiva de las células U373 Control y U373 Stx1-DN. Observamos que se
produce una disminucion significativa de la capacidad invasiva de las células cuando la

funcidn de Stx1 se encuentra alterada.

153



RESULTADOS

120
Medio sin Medio sin
suero
100
© %% _
| [donigeal moaniy | 4 -
Células 3
0 0 O ) £ @
Invasoras 8
Medio + suero Medio + suero :
% 60
s
B Pre-invasion Post-invasion -
Ld
E
Tincidon H
s 20
nuclear 3
0

Control Stx1-DN

Figura 68. Analisis de la capacidad invasiva in vitro. A, esquema general de una cdmara Boyden. B,
imagenes de florescencia de la matriz antes y después de realizar el ensayo. En la imagen de la derecha se
puede observar la invasion de células gracias al uso de DAPI para teiiir los ntcleos celulares. C, Analisis
en camaras de Boyden, de la capacidad invasiva in vitro de las poblaciones de célulares U373 Control y
U373 Stx1-DN. Cuantificacion del numero de células que invaden a través de la matriz de matrigel. Las

diferencias estadisticas fueron analizadas utilizando el t-Test (Excel).

Tras estos resultados decidimos analizar la posibilidad de que la funcién de Stx1
influya en algunas de las proteinas encargadas de degradar la matriz extracelular durante
los procesos de invasion. En los gliomas se han descrito altos nives de expresion de
algunas de las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), como MMP-2 (Jan et
al., 2010) o MMP-9 (cuyos niveles de expresion correlacionan con la progresion de los
gliomas (Levicar et al., 2003)). Mediante una zimografia evaluamos si se altera la
secrecion de galatinasas en células U373 Stx1-DN y no observamos diferencias
significativas con la linea U373 Control. Igual resultado obtuvimos con la linea U87

(datos no mostrados).
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Figura 69. El bloqueo de Stx1 no afecta a la secrecion de MMPs con actividad gelatinolitica. A,
zimografia en fel de gelatina de las células U373 Control y U373 Stx1-DN. Tras 24 horas de siembra las
células se recolectan y concentran. Seguidamente se siembran en el gel de gelatina y se observa como

degradan el gel B, cuantificacidon por densitometria de la actividad gelatinolitica de las células anteriores.

2.- El bloqueo de la funcién de Stx1 in vivo disminuye la progresion del

glioblastoma en modelos murinicos.

En paralelo a los trabajos in vitro, estudiamos la progresiéon del glioblastoma en
modelos murinicos cuando la funciéon SNARE se encuentra bloqueada en el tumor. Para
ello utilizamos la inyeccion estereotactica e inoculamos las células en el corpus striatum

del hemisferio derecho del cerebro de ratones inmunodeprimidos.
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Figura 70. Esquema de inoculacién de células tumorales en modelos murinicos. A, imagen de un
inyector estereotactico como el utilizado para inocular las células. En todos los casos estas células
expresaban constitutivamente GFP y luciferasa. B, ejemplo de un ratén inmunodeprimido. C, cdmara de
deteccion de fluorescencia donde se registraba la sefial de luciferasa proveniente de las células tumorales.
D-E, ejemplo de la sefial obtenida (E), frente la sefial de fondo (D). B-C, cortes histoldgicos de los
cerebros inoculados tefiidos con anticuerpos contra GFP para visualizar el tumor (todas las lineas

utilizadas expresaban GFP).

2.1.- La inoculacion de células U373-DN en el cerebro de ratones

inmunodeprimidos genera tumores de menor tamafio que los controles.

Pare estudiar si la pérdida de funcion en SNARE afecta a la progresion del glioblastoma
in vivo realizamos xenotransplates intracerebrales utilizando lineas U373 GPF-
luciferasa que expresaban el dominio H3TM-Stx1a como dominante negativo de Stx1,y
cuantificamos el grado de crecimiento tumoral en el tiempo detectando la sefial de
luciferasa. Los tumores derivados de las lineas U373 control mostraron un crecimiento

moderado durante los primeros 30 dias post-inoculacién
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(30DPI), seguido de un crecimiento exponencial hasta el maximo a los 40 dias (40DPI),
cuando los animales fueron sacrificados. Por el contrario, los tumores provenientes de la
linea U373 Stx1-DN tuvieron un crecimiento muy similar a al control durante los
primeros 30 dias, pero la progresion fue muy inferior desde este punto hasta 40DPI,

llegando a tener tumores 3-7 veces mas pequefios que en los controles.
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Figura 71. Inoculacién en el cerebro de ratones inmunodeprimidos de células tumorales con la
funcién de Stx1 bloqueada. Los ratones inmunodeprimidos fueron inoculados con lineas celulares U373
Control y U373 Stx1-DN. A, imagenes de emision de luciferasa (emitida por las células inyectadas que
estaban transfectadas con un constructo que expresa luciferasa) en ratones inmunodeprimidos inoculados
con lineas control y Stx1-DN. B-C, cuantificacién de la sefial de luciferasa en ambos grupos. La
significancia estadistica de los resultados fue evaluada utilizando el test no paramétrico de Mann-Whitney

(GraphPad Prism 5.03).

2.2.- Los tumores generados por la inoculacion de células U373 Stx1-DN en el
cerebro de ratones inmunodeprimidos presentan una disminucidén en los niveles de

incorporacion de BrdU.

Para determinar si el bloqueo de Stx1 altera la proliferacion in vivo de un modo
similar a lo observado in vitro, a los ratones inmunodeprimidos inyectados con las
lineas U373 se les inyectd BrdU una hora antes de ser sacrificados a 30DPI y sus

cerebros fueron procesados y tefiidos contra BrdU mediante inmunohistoquimica.
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La cuantificacién de la relacion entre las células positivas para GFP (todas las
células U373 presentes en el tejido) y las células positivas para GFP y marcadas
simultaneamente con BrdU reflejaron una reduccion -70% (Stx1-DN) comparados con
las lineas control. Esta reduccion in vivo de la proporcion de células proliferativas
puede ser una de las causas de la diferencia de tamafio entre los tumores pero no hay

que descartar que otros procesos que regulan el tamafio de los tumores, como por

ejemplo la capacidad invasiva de las células, su movilidad, etc.
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Figura 72. Incorporacion de BrdU en cortes histologicos de tumores. A, imagenes histoldgicas de los
tumores formados por las lineas U373 inyectadas en el cerebro de ratones inmunodeprimidos a 30DPI.
Las secciones fueron marcadas con GFP para identificar las células tumorales, y BrdU para identificar las
células tumorales proliferativas. B, cuantificacion de la incorporacion de BrdU en las distintas lineas

tumorales. Las diferencias estadisticas fueron analizadas utilizando el t-Test (Excel).
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Parte I: las proteinas SNARE en guia axonal

Uno de los objetivos de esta tesis consiste en explorar el papel de las proteinas SNARE
en guia axonal. Aunque se ha documentado la funciéon de Syx1A en la sinpatogénesis
(Broadie et al., 1995), sélo existe un caso documentado donde embriones mutantes para
Syx1A desarrollan problemas en la formacién del sisteman nervioso (Schulze and
Bellen, 1996), y en este trabajo donde se asocian los problemas en el sistema nervioso
con problemas en la membrana celular pero no se explora en profundidad ni el fenotipo
ni los mecanismos moleculares que lo generan. Igualmente, tampoco existen estudios
documentados sobre el papel de otras proteinas SNARE en la construccion del sistema

nervioso durante la embriogénesis de Drosophila melanogaster.

1.- Mutantes para proteinas SNARE en Drosophila melanogaster desarrollan

problemas de guia axonal.

Como ya comenté en la introduccidn, las proteinas SNARE se expresan en una multitud
de tejidos durante el desarrollo y lo hacen también con diferentes niveles de intensidad
segun el momento en el que se encuentran los sistemas. La funcién principal de estas
proteinas es controlar el trafico vesicular regulando la fusion entre membranas, aunque
también son capaces de participar en otros procesoso como la polimerizacion de los
microtubulos (Nakayama et al., 2012), el trafico de los transportadores de glucosa

(Nakayama et al., 2003) o la celularizacion embrionaria (Schulze and Bellen, 1996). La

161



DISCUSION

alteracion de alguno de estos multiples procesos en el sistema nervioso puede generar
fenotipos de guia axonal y ademas, siempre cabe la posibilidad de que alteracién de
estos procesos en tejidos no neuronales derive en problemas deribe en problemas de

guia axonal.

1.1.- Los problemas en el desarrollo del sistema nervioso en mutantes de
proteinas SNARE se generan principalmente por defectos en las neuronas del sistema

nervioso.

En Drosophila melanogaster, aunque Syx1A se expresa en las neuronas del sistema
nervioso embrionario, se ha documentado que también estd presente en otros tejidos en
niveles muy inferiores durante la embriogénesis (Schulze et al., 1995a), y su
importancia es tal que la ausencia de Syx1A durante las fases tempranas del desarrollo
da lugar a problemas en la celularizacion embrionaria que resultan letales para el
individuo (Schulze and Bellen, 1996). En mutantes nulos para Syx1A donde el embridon
dispone de una cierta cantidad de Syx1A obtenida a través de la herencia de RNA
materno, el embridn es capaz de desarrollarse hasta las fases primeras del estadio
larvario aunque desarrolla problemas en la formacion de la cuticula debido a fallos en la
topologia de la membrana apical y la secrecion de proteinas extracelulares (Moussian et
al., 2007). En nuestro trabajo hemos analizado en detalle los problemas que desarrollan
estos embriones en la formacidn del sistema nervioso, y los hemos comparado con
stocks control (yw) y con los problemas que hemos encontrado en otros mutantes de las

proteinas SNARE: Snap25 y nSyb.
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En el primer caso documentado donde se muestran defectos en el sistema
nervioso de mutantes Syx/A4 -/-, se asume que el fenotipo estad generado por dificultades
en la correcta formacion y estabilidad de la membrana (Schulze and Bellen, 1996), pero
no se profundiza en las causas que lo originan. En nuestro trabajo, quisimos saber en
primer lugar si los defectos son causados por problemas en tejidos no nerviosos que
repercuten en el sistema nervioso, o se trata de un fenotipo originado en el sisteman
nervioso. Tras estudiar nuestros resultados, existen varias razones por las cuales creo

que mutaciones en Syx/A4 generan defectos en guia axonal:

A) No se observan alteraciones morfologicas importantes en el embridon que
pudieran generar el fenotipo en el sistema nervioso de embriones Syx/A4 -/-,
Snap25 -/- o nSyb -/-. En la mayor parte de los casos el tamafio, la forma o la
estructura del embrién estdn poco afectas y sus afectaciones no se pueden

correlacionar con los defectos en las estruturas nerviosas.

B) Todas las estructuras nerviosas: sistema nervioso central, nervios motores y
los nervios periféricos, se desarrollan anormalmente en los mutantes Syx/4 -/-.
Las células que forman estas estructuras estdn repartidas por casi todo el
embrién y no se desarrollan simultdneamente (aunque si que lo hacen en una
ventana temporal similar). Estos hechos limitan los tejidos susceptibles de causar
el fenotipo en el sistema nervioso, ya que deberian deben abarcar casi la
totalidad del embrion y tener un desarrollo temporal amplio que coincida con
todo el sistema nervioso. Esto descarta gran parte de las estructuras

embrionarias.
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Llegados a este punto asumo que el fenotipo en los mutantes SNARE tiene su
origen en el sistema nervioso. Esta estructura se encuentra dividida en dos tipos
celulares: las neuronas y las células gliales. Hay varias razones que me llevan a pensar
que los defectos en guia axonal son causados por problemas en las neuronas y no en las
células gliales: en primer lugar, morfolégicamente los problemas que desarrollan
nuestros mutantes son distintos a los que aparecen cuando hay problemas en las células
gliales (Hidalgo et al., 1995). En segundo lugar, en el caso de SyxlA hemos
comprobado que la proteina se detecta especificamente en los axones (figura 41) y
asumimos que la cantidad de Syx1A en las células gliales es residual en las etapas del
desarrollo estudiadas. Ademas, para comprobar que la alteracion de los niveles de
Syx1A no produjo defectos en la glia, observamos que a estadio 17 la glia de los
embriones Syx/A -/- apenas presenta defectos (sélo algunas células se encuentran
levemente desplazadas) (figura 43), y ademas estos defectos pueden ser debidos a un

cambio en la posicion de los axones.

1.2.- Los defectos observados en el sistema nervioso de mutantes para proteinas

SNARE se deben principalmente a problemas de guia axonal.

Los problemas detectados en la formaciéon del VNC encajan morfolégicamente con
problemas en la guia axonal (Kidd et al., 1998a) (Spitzweck et al., 2010) (Smart et al.,
2011) e igual situacion encontramos en los nervios motores. Ademads, el hecho de que
los axones motores crezcan adecuadamente (en ninguno de los nervios tiene una
extension menor de la esperada aunque no se desarrollan adecuadamente) (figura 38), a
priori descarta que estos mutantes de proteinas SNARE tengan problemas en el

crecimiento axonal.
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Centrandonos en los mutantes Syx/A4 -/-, podemos ver que tanto la aparicion
cronolodgica de los defectos como el incremento de la expresion de SyxlA (en los
controles) coincide cronologicamente con el final de los procesos de neurogénesis y el
inicio y desarrollo de los procesos de guia axonal (figura 42) (Campos-Ortega J. A.,

Hartenstein V., (1985). The embrionic development of Drosophila melanogaster).

Con todos estos datos asumo que los fenotipos observados se deben a problemas
en la guia axonal generados por problemas en los axones. Adicionalmente exploramos
preliminarmente la participacion de otros procesos biologicos como la neurogénesis, o
la muerte celular en los fenotipos de los mutantes de proteinas SNARE. Respecto a la
participacion de la neurogénesis en nuestros mutantes, aunque no hemos utilizado
marcadores especificos para estudiar su efecto tampoco hemos observado los defectos
caracteristicos en los nervios cuando hay problemas en la neurogénesis ni vimos una
alteracion importante de los niveles de apoptosis en todo el sistema nervioso central, lo
cual me lleva a pensar que la muerte celular no est4 alterada en estos casos (datos no

mostrados).

2.- Diferencias fenotipicas entre los mutantes para las proteinas SNARE.

Las diferencias entre fenotipos presentes en los mutantes SNARE: distintos grados de
severidad, afectacion diferencial de unos nervios respecto a otros o el desarrollo de
defectos especificos como el cruce a través de la linea media en los mutantes de Syx/4 y
nSyb. Pueden tener su origen en las diferencias intrinsecas en los genes o en las

funciones de sus proteinas.
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Entre las diferencias genéticas que pueden generar las variaciones entre los
mutantes SNARE son, por ejemplo, variaciones en los niveles del RNA materno
heredado o una distinta eficacia de los mecanismos de compensacion génica. Una
posibilidad estudiada para eliminar la variable de la cantidad de RNA materno
heredado, es realizar clones de la linea germinal para eliminar completamente el RNA
materno heredado, que en el caso de Syx/A4 supone un 16% (Schulze et al., 1995a) del
total preexistente. Sin embargo, se ha publicado que la ausencia total de Syx/A4 durante
el desarrollo genera problemas en la celularizacion (Schulze and Bellen, 1996) que

causan la muerte del embrién mucho antes del desarrollo del sistema nervioso.

Para intentar evitar las diferencias intrinsecas de los distintos mutantes de
proteinas SNARE intentamos reproducir nuestros fenotipos expresando RNAis contra
las proteinas SNARE. Sin embargo, esta estrategia fue incapaz producir los fenotipos
vistos en los mutantes, seguramente debido a que los RNAis no inhibieron con
suficiente intensidad las proteinas SNARE. Por lo tanto no pudimos clarificar el efecto

de la variabilida genética en nuestros fenotipos.

Ademas, las diferencias entre los mutantes también se pueden explicar si algunas
de las proteinas SNARE que forman el complejo SNARE tienen funciones
independientes de las que tiene el complejo, y estas funciones afectan de algiin modo
los procesos de guia axonal. Normalmente todas las funciones de las proteinas SNARE
estan asociadas a la formacion del complejo SNARE pero se han documentado casos en
los que una proteina SNARE tiene una funcién que no tienen el resto de proteinas que

forman canonicamente el complejo SNARE con ella. Un ejemplo de estas posibles
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situaciones es el caso de Syx/A4 en modelos in vivo y ex vivo en mamiferos, donde
Syx1A (y no las otras proteinas que forman el complejo SNARE candnico con ella), es
clave con la funcién de la via Netrina/DCC en guia axonal (Cotrufo et al., 2011) y o la
migracion neuronal durante el desarrollo dirigida por la via Netrina/DCC (Cotrufo et al.,

2012).

2.1.- En embriones Syx/4 -/- se ven afectadas las funciones del complejo

SNARE canoénico.

Aunque los fenotipos de las proteinas SNARE tienen varias similitudes y normalmente
estas proteinas actuan generando en conjunto un complejo SNARE, no podemos asumir
directamente que fenotipos similares sean generados por mecanismos moleculares
comunes.

De los tres mutantes para proteinas SNARE analizados: Snap25 -/-, nSyb -/- 'y
SyxIA -/-, los embriones mutantes para Syx1A presentan un fenotipo mas severo en
todas las estructuras y parametros de cuantificacion utilizados. Sabemos por otros
modelos (Cotrufo et al., 2011) (Cotrufo et al., 2012), que la proteina Syx1A es capaz de
participar en procesos de guia axonal independientemente de la formacidn su complejo
SNARE canénico, por lo que es posible que el fenotipo observado en los mutantes de
Syx1A se genere al afectar funciones no asociadas al complejo SNARE candnico. Esto
haria que los fenotipos de Snap25 -/- y nSyb -/-, fueran mecanisticamente distintos a los

de SyxIA4 -/-.
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Sin embargo, tras estudiar nuestros resultados creo que el fenotipo en los
mutantes Syx/A4 -/- se produce mayoritariamente al afectar los mismos mecanismos que
en los casos de Snap25 -/- y nSyb -/-, y que las diferencias entre los fenotipos se deben
mayoritariamente a los factores mencionados en el punto 2 de la discusién (aunque no
puedo descartar que funciones no candnicas de Syx1A puedan tener un efecto en el

fenotipo). Estos son algunos de datos que sustentan mi argumentacion:

A) Los problemas que se desarrollan en el sistema nervioso los mutantes Syx1A
-/- estan presentes en los otros mutantes SNARE. Los mutantes para Syx1A tienen los
mismos defectos y una distribucion similar a la que tienen los otros mutantes SNARE,
en concreto los problemas de desfaciculacion y/o colapso también aparecen en los otros
mutantes y los cruces a través de la linea media (13% de los casos), también se dan en
los mutantes para nSyb (5%), por lo que no hay una diferencia cualitativa entre los
fenotipos de SyxIA -/-, Snap25 -/- y nSyb -/- aunque si que hay una diferencia

cuantitativa porque cada SNARE tiene fenotipos con distinta severidad.

B) Los dobles mutantes nSyb -/-; SyxIA -/- tienen el mismo fenotipo que
mutantes Syx/A4 -/-. Esto significa que la adicién de una mutacién adicional en una
proteina SNARE que participa en la formacion del complejo canénico de SyxI1A
aparentemente no altera el fenotipo generado por la mutacion de Syx/A4 (Figura 45-46).
Esto puede ser interpretado como que el fenotipo de los embriones Syx1A -/- es el
fenotipo mas severo obtenible alterando la funcion de las proteinas SNARE candnicas y
mutaciones adicionales en el complejo SNARE no pueden agravar el fenotipo. También

es posible que el fenotipo de Syx1A sea la suma de dos fenotipos en guia axonal
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mecanisticamente distintos: un fenotipo que se genera por alterar la formacidon del
complejo SNARE candnico tal y como también pasa en los mutantes Snap25 -/- y nSyb
-/-, y un fenotipo generado por los procesos donde Syx1A actua independientemente de

la formacion de este complejo.

Aunque no podemos descartar esta segunda opcion opcion donde parte del
fenotipo de Syx1A se debe a funciones no candnicas, las similitudes en cualitativas
entre los fenotipos de Syx1A -/-, Snap25 -/- y nSyb -/- y los trabajos previos que definen
que la funcién principal de Syx1A es a través de la formacidon su complejo SNARE
candnico, hacen que me incline por la posibilidad de que las funciones de Syx1A
independientes de la formacion del complejo SNARE candnico no son las principales

responsables del fenotipo de guia axonal durante el desarrollo de los embriones.

3.- {Qué causas generan las diferencias entre los fenotipos del corddn nervioso

central y los nervios motores?

La diferencia en la severidad y penetrancia del fenotipo en el sistema nervioso central y
los nervios motores es notable y estd reflejada en todos los mutantes de proteinas
SNARE analizadas, siendo los nervios motores los que presentan un fenotipo maés
agravado en todos los casos. Esta diferencia puede tener su origen en causas como una
sensibilidad diferente de las estructuras a las mutaciones, o diferencias estructurales que
acentuen un fenotipo u otro, pero el caso mejor documentado que puede explicar esta

diferencia es la importancia de la sinaptogénesis en los procesos de guia axonal.
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Se ha publicado que los nervios motores con problemas de guia axonal
desarrollan problemas en la sinaptogénesis que se traducen en malformaciones en la
parte cercana a la sinapsis de los nervios motores (Colon-Ramos, 2009). Un ejemplo de
estos casos son las mutaciones en la via Netrina/Frazzled, que no afectan el crecimiento
del nervio motor pero hacen que desarrollen defectos en la sinaptogénesis (algunos de
estos defectos se asemejan las anomalias que hemos cuantificado en nuestros estudios
de los nervios motores). Por lo tanto, aunque otros factores seguramente influyen en la
diferencia fenotipica entre el VNC y los nervios motores, creo que la relacion de la
sinaptogénesis con la guia axonal es uno de los motivos que puede explicar esta

diferencia.

4.- Causas mecanisticas de los defectos de guia axonal.

En otros modelos, los defectos de guia axonal generados por problemas en la funcién
SNARE han sido relacionados con problemas en la via netrina/DCC (Cotrufo et al.,
2011). Sin embargo, ya en la primera caracterizacion de los fenotipos de nuestros
mutantes observamos que no todos los defectos en la formacién del cordén nervioso
estaban directamente asociados con la via netrina/Frazzled (homodloga de la via
netrina/DCC en vertebrados). Ademads, nuestros estudios preliminares donde evaluamos
una posible interaccion génica han resultado en su mayor parte negativos, lo cual resulta
sorprendente si el tnico papel de Syx1A en la guia axonal se produce a través de la via

Netrina/Frazzled.
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Aunque no podemos descartar la afectacion de la via netrina/Frazzled en
nuestros mutantes, resulta interesante que algunos de los defectos observados pueden
ser facilmente relacionados con problemas en la guia axonal mediada por Slit/Robo.
Hasta el momento no existe en bibliografia ninguna relacion documentada entre las

proteinas SNARE vy la via Slit/Robo.

4.1.- Mutantes para proteinas SNARE desarrollan cruces a través de la linea

media en los nervios positivos para Fasciclinall.

El cruce de axones a través de la linea media se desarrolla exclusivamente en mutantes
que tienen directa o indirectamente afectada las sefiales de guia axonal de la via

Slit/Robo (Simpson et al., 2000b) (Spitzweck et al., 2010) (Smart et al., 2011).

En nuestros mutantes observamos cruces de este tipo en los mutantes para Syx/A4
o nSyb, pero los cruces aparecen con una frecuencia y severidad inferior a la vista en
mutantes que tienen directamente afectada la via por mutaciones en Slit o los receptores
Robo (Figura 49). Ademads, en los mutantes para s/i o robo suelen verse colapsos
completos del cordén nervioso central o al menos una cantidad mayor de axones
cruzando la linea media en comparacién con los mutantes Syx/4 -/- y nSyb -/-. Es
importante sefialar que como el defecto no es exclusivo de los mutantes Syx/A4 -/-
(también aparece en mutantes nSyb -/-), creo que una posible relacidon entre Syx1A y la
ruta Slit/Robo exclusiva de Syx1A también deberia ser extrapolable al resto de
proteinas que forman el complejo SNARE con Syx1A, y no puedo descartar que esto

sea extrapolable al resto de proteinas SNARE involucradas en los procesos de guia
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axonal. Ademas, si no apreciamos cruces a través de la linea media en otros miembros
del complejo SNARE canénico de Syx1A (los embriones Snap25 -/- no desarrollan
cruces a través de la linea media) puede ser debido a que estas proteinas son
compensadas genéticamente por otras ya sea por la presencia de proteinas homologas
(Vilinsky et al., 2002) (Bhattacharya et al., 2002) o la herencia de RNA materno (por
ejemplo, los mutantes nulos para Syx/A4 presentan todavia un 16% del total de Syx1A
expresada en embriones control que los pertime desarrollarse hasta fases tardias de la

embriogénesis (Schulze et al., 1995b)).

Otra posibilidad que explicaria la severidad de nuestros fenotipos es que
directamente la afectacion de la via Slit/Robo sea inferior en los mutantes SNARE
frente a los Slit -/- o robo -/- . Es posible que este hecho esté generado porque las
mutaciénes apenas afecten genes a los genes directamente implicados en la via
Slit/Robo ( como por ejemplo, slit, robo, robo2, robo3 o los genes relacionados con los

heparan sulfato proteoglicanos: Sindecano (sdc) y Dally-like (dlp) (Smart et al., 2011)).

4.2.- Mutantes para Syx1A presentan un acortamiento de las distancia entre las

fasciculas mediales.

Al observar mutantes que presentan cruces de axones a través de la linea media con una
tincion Fasciclinall, es frecuente que en muchos segmentos no haya cruces o incluso
algunos embriones no tienen ningln cruce (Simpson et al., 2000a, 2000b). Este hecho
me hizo suponer que el cruce podria tratarse del efecto final de un fenotipo mas amplio

pero que mecanisticamente también se deba a un problema en la via de Slit/Robo. En
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nuestro caso postulé que si en los mutantes para proteinas SNARE se afecta la via
Slit/Robo, se debe producir un posicionamiento erroneo de las fasciculas (al menos de
algunas de ellas) que las sitia mas proximas a la linea media y que en casos extremos
(cuando el cono de crecimiento de la fascicula ignora completamente las sefiales
repulsivas de via Slit/Robo), da como resultado un cruce de las fasciculas a través de la

linea media (Simpson et al., 2000a, 2000b).

En estudios previos se ha documentado que una alteracion en la via de
Netrina/Frazzled genera un aumento de la distancia entre las fasciculas mediales (Bhat,
2005a), mientras que fallos en la via Slit/Robo derivan en un colapso casi completo en

muchos casos, de ambas fasciculas.

Aunque en nuestro trabajo utilizando embriones Syx/A4 -/- hemos medido la
distancia entre las tres fasciculas del sistema nervioso que expresan Fasciclinall
(medial, intermedia y lateral), en la bibliografia se suele estudiar inicamente la posicion
de las fasciculas mediales (Bhat, 2005a). Esto es debido a que es una fascicula de
desarrollo més temprano y estable. La fascicula intermedia también tiene un desarrollo
muy sdlido, no asi la fascicula lateral, que no queda bien definida hasta estadios muy
tardios y presenta una variabilidad mayor (por lo tanto las mediciones en esta fascicula
tienen un mayor error intrinseco). Como resultado de estas mediciones detectamos un
acortamiento de la distancia entre las fasciculas mediales y entre las fasciculas
intermedias. Esto podria ser causado por una disminucion del tamafio del embridn o de

la linea media, pero como la distancia entre las fasciculas laterales (que son las mas
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externas) estaba conservada en los mutantes, asumo que esta disminucion no se debe a

cambios morfologicos en el embridn.

Si nos centramos en las fasciculas mediales, el acortamiento de la distancia entre
ellas en los mutantes de Syx/A4 sugiere un problema en la via de Slit/Robo, y
aparentemente contradice los datos en otros modelos que dan a Syx/A4 un papel en la via
de Netrina/Frazzled (los mutantes con problemas en la via de Netrina/Frazzled
presentan un aumento de la distancia entre las fasciculas mediales) (Bhat, 2005a), pero
es importante sefialar que estos datos no tienen porque ser una contradiccion ya que se
ha demostrado que las mutaciones en la via de Slit/Robo son epistaticas sobre las
mutaciones de la via de netrina/Frazzled (Bhat et al., 2007). Asi pues, la disminucion de
la distancia entre las fasciculas mediales en mutantes no tiene porque excluir la

afectacion de la via Netrina/Frazzled, pero siguiere un problema en la via de Slit/Robo.

5.- Estado de la ruta Slit/Robo en mutantes para Syx/4.

Ya que los resultados anteriones sugieren una relacion entre las proteinas SNARE y la
via de Slit/Robo, decidimos estudiar el estado de Slit y los receptores Robo en nuestros
mutantes. Para este estudio elegimos los mutantes de SyxlA porque son los que
presentan defectos de guia mds severos y un mayor nimero de eventos asociados a

problemas en la via Slit/Robo.
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5.1.- La secrecidn y difusion de Slit no esta alterada en mutantes Syx1A -/-.

La cuantificacién de Slit en el cordon nervioso central de embriones mutantes para
Syx1A no detect6 ninguna diferencia en el patron normal de expresion y difusion de Slit
(Figura 55). Para descartar la posibilidad de que hubiera variaciones en los niveles de
Slit por debajo de nuestro umbral de deteccion, intentamos rescatar el fenotipo de Syx/4
-/- sobreexpresando Slit en la linea media. Como la sobreexpresion no altero el fenotipo
de los embriones Syx1A -/- asumimos que no habia variaciones en los niveles de Slit

por debajo de nuestro umbral de deteccion.

Ya que Syx1A no se expresa en altas cantidades en las células gliales secretoras
de Slit (Figura 41D) (Kidd et al., 1999) (Steigemann et al., 2004a), era esperable que la
secrecion de Slit no estuviera alterada. Sin embargo, que la secrecion de Slit no esté
alterada no significa que su difusion tenga sea correcta ya que estd depende de otros
elementos como proteinas extracelulares o directamente presentes en la matriz
extracelular. Una de las proteinas mas importantes que regula la difusion de Slit es
Sindecano (Johnson et al., 2004) (Smart et al., 2011), y problemas en Sindecano derivan
en una difusion erronea de Slit a lo ancho del VNC. Como se puede ver en la figura 55
la difusiéon de Slit en mutantes Syx1A -/- es normal por lo que asumo que no puede

haber una gran alteracion en la funcion de Sindecano.
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5.2.- La localizacién y los niveles de los receptores Robo y Robo3, y del heparan

sulfato proteoglicano Dally-like, no se encuentran alterados en mutantes Syx/4 -/-.

Utilizamos los mismos estudios cuantitativos del apartado anterior para evaluar los
niveles y observar la localizacion de Robo, Robo3 y Dally-like en embriones mutantes
para SyxlA -/- (figura) y vimos que estos pardmenos no estaban alterados.
Desafortunadamente no pudimos realizar un estudio similar con Robo2 o Sindecano
ante la falta de anticuerpos especificos contra estas proteinas. Tampoco realizamos
experimentos de sobreexpresion con estas Robo, Robo3 y Dally-like para descartar
pequefias alteraciones por debajo de nuestro umbral de deteccion porque la
sobreexpresion de un receptor entrafia dificultades adicionales a las que tiene la

sobreexpresion ligandos difusibles como Slit.

Aunque no hemos observado alteraciones en los niveles y la localizacion de
Robo, Robo3 y Dally-like, no podemos descartar que haya defectos por debajo de la
resolucién de nuestra técnica de cuantificacion. Si estos defectos se dan en varias
proteinas simultdneamente, como por ejemplo en todos los receptores Robo, tendriamos
un dafio acumulativo en la ruta Slit/Robo que podria originar el fenotipo de Syx/4 -/-.
Ademas, con nuestro estudio cuantitativo no podemos garantizar si la externalizacion de
los receptores se produce adecuadamente o con la asimetria necesaria para que ejerzan
correctamente su funcidén en el cono de crecimiento. Problemas en uno o ambos
mecanismos también disminuirian la eficacia de la via Slit/Robo en los mutantes de
Syx1A -/-.
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5.3.- Las interaccidones genéticas en los dobles mutantes confirman la relacion

entre Syx1A y la via Slit/Robo.

Los resultados negativos en la localizacion y los niveles de las proteinas principales de
la via Slit/Robo descartaron problemas en la secrecion y distribucion de Slit, pero no
descartaron problemas en otros factores que controlan la eficacia de la via Slit/Robo,
como pueden ser la externalizacion de los receptores y correceptores, la eficacia de
unién entre Slit-Robo o el correcto funcionamiento de los mecanismos intracelulares

asociados a la via Slit/Robo.

Para corroborar la relaciéon entre Syx1A y la via Slit/Robo, decidimos estudiar si
se producen interacciones génicas entre SyxlA y dos de las proteinas directamente
implicadas en la via Slit/Robo que no pudimos estudiar mediante inmunofluorescencia:

Robo2 y Sindecano.

El dobles mutante robo2 -/-; Syx1A -/- incremento en la severidad de los defectos
de guia axonal comparados con los mutantes robo2 -/-. Y lo mismo ocurrié con el
mutante de robo2 heterocigoto para SyxIA4 (robo2 -/-; Syx1A/+). Ademads, los mutantes
para Syx1A heterocigotos para robo2 también presentaron un incremento en la severidad

de los defectos de guia axonal cuando fueron comparamos con mutantes Syx/A4 -/-.

En el caso de Sindecano y Syx/A4, también el doble mutante sdc -/-; SyxIA4 -/-
mostro incremento en la severidad de los defectos de guia axonal al ser comparado con

los mutantes sdc-/-. Y lo mismo ocurrid en el mutante de sdc heterocigoto para Syx1A4
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(sdc -/-; Syx1A4/+). Ademas, los mutantes para Syx/A4 heterocigotos para sdc también

presentaron un incremento en la severidad de los defectos de guia axonal cuando fueron

comparamos con mutantes Syx/A4 -/-.

El analisis de estos datos me lleva a varias conclusiones:

A) Los problemas de guia axonal desarrollados en mutantes Syx/A4 -/- no se

B)

explican por la pérdida individual de las funciones de robo2 o sdc ya que el
fenotipo de Syx/A -/- se ve agravado cuando se retira una o ambas copias de
robo2 o sdc respectivamente. Estos resultados implican que la perdida de
funcién en los mecanismos activados por Robo2 o Sdc no son los tUnicos
responsables del fenotipo de Syx/A4 -/-, aunque no puedo descartar que las

funcion de una u otra proteina estén alteradas en los embriones Syx/4 -/-.

El agravamiento del fenotipo de embriones Syx1A/+ o Syx1A -/- al retirar una o
varias copias de robo2 o sdc (ambos genes estdn directamente relacionados con
la via de Slit/Robo), sugiere que Syx1A (y por derivacion todas las proteinas que
forman el complejo SNARE candnico con ella) ejerce algiin papel en la via de
Slit/Robo. Una de las posibilidades es que Syx1A, regule el trafico vesicular de
receptores o correceptores de la via Slit/Robo a la membrana plasmatica aunque

no podemos descartar que participe en otros procesos.
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6.- ; Los fenotipos asociados a la via Slit/Robo podrian aparecer en mutantes de

proteinas SNARE si se afectaran otras vias?

Los cruces de axones a través de la linea media o el colapso de las fasciculas en

esa zona se pueden producir por dos motivos:

A) Una disminucién de la sefial repulsiva que evita el cruce indiscriminado de

axones a través de la linea media durante el desarrollo.

B) Un incremento de la sefial atractiva.

6.1.- Disminucion de la sefial repulsiva.

6.1.1.- Sobreexpresion de Commisureless.

Como ya hemos mencionado en el 3.3.2.1 de la introduccion, Commisureless
(Comm) es un regulador negativo de Robo, por lo que un incremento de la expresion de
Comm da fenotipos de pérdida de funcién en la via Slit/Robo (Kidd et al., 1998a). Sin
embargo, hay dos motivos por los cuales no es probable que en los mutantes de las
proteinas SNARE (tomando como ejemplo los mutantes para Syxl1A), Comm se
encuentre alterado. El primero es que ni los patrones de expresion ni los fenotipos
observados son similares entre Comm y SyxIA: mientras que Comm se concentra
unicamente en los axones comisurales que cruzan la linea media, Syx1A esta expresado

en todos los axones longitudinales y en menor medida en los comisurales del VNC. Esto
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seguramente explica porqué la sobreexpresion de Comm genera Uinicamente fenotipos
de colapso de los axones en la linea media (Kidd et al., 1998a) mientras que en los
mutantes para Syx1A hay una mayor variedad de problemas (colapsos en la linea media,
entre las fasciculas, desfasciculaciones...). El segundo motivo es que Comm baja los
niveles de Robo en los axones comisurales por lo que en nuestras cuantificaciones de
los niveles de Robo, si Comm se encontrara sobreexpresado deberiamos haber detectado

una disminucidn de estos niveles en vez de un incremento.

6.1.2.- Una disminucion de la sefial repulsiva generada mediante el heterodimero

Unc5/Frazzled.

Tal y como detallamos en el apartado 3.3.3.1 de la introduccion, la Netrina puede
ejercer una funcién repulsiva si se une al heterodimero Unc5/Frazzled. Sin embargo,
teniendo en cuenta que Unc5 no se expresa en los nervios comisurales ni en los nervios
longitudinales, es muy improbable que estd sea la causa de nuestro fenotipo (Keleman

and Dickson, 2001).

6.1.3.- Una bajada de la sefial repulsiva de otras proteinas que tienen efectos repulsivos

sobre el cono de crecimiento.

Algunas familias de proteinas como las Semaforinas, tienen una funcién repulsiva que
podria estar comprometida en nuestros mutantes. Los fenotipos de desfasciculaciéon y

colapsos en las fasciculas positivas para Fasciclinall en el VNC, asi como algunos de
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los problemas de guia axonal en los nervios motores de los mutantes para el receptor de

Semaforina 2a (Sema-2a), Plexina B, son similares a los fenotipos observados en los

mutantes para proteinas SNARE (Ayoob et al., 2006) (Wu et al., 2011). Esto relaciona
la via de las Semaforinas con nuestros mutantes, pero ya que los mutantes para las
Semaforinas no desarrollan problemas de cruces a través de la linea media de axones
positivos para Fasciclinall, alteraciones en las vias de las Semaforinas so6lo pueden
explicar parcialmente los fenotipos de los mutantes de proteinas SNARE en el sistema

nervioso.

6.2.- Un incremento de la sefial atractiva.

El modo mas probable de que se produzca un incremento de la sefial atractiva en el
sisteman nervioso central es mediante un incremento de la expresion de NetA y NetB.
Como ambas proteinas se expresan en células gliales de la linea media donde apenas
hay Syx1A, es poco problable que se produzca una desregulacion de NetA o NetB en
embriones Syx/A4 -/-. Ademads, la disminucion de la distancia entre las fasciculas
mediales (Figura 50), es un fenotipo opuesto al de pérdida de funcién en la via
netrina/Frazzled (Bhat, 2005b), lo cual reduce las posibilidades de que el fenotipo se

deba exclusivamente a problemas en la via de Frazzled/DCC.
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7.- Modelo resumen.

Complejo
Metrina/DCC-
Sintaxina1

Sintaxinal

Complejo
SlitRobo

HSPG

4
Mecanismos Mecanismos de
celulares activados citoesqueleto y trafico
por las vias de guia vesicular en el cono
axonal de crecimiento

Figura 73. Papel de Stx1 en la guia axonal. Representacion esquematica de Syx1 en la guia axonal. Se
documentado que Stx1 (barra roja oscura), media en la formacion del complejo Netrina/DCC (A) y esta
involucrada en mecanismos de trafico del citoesqueleto y vesicular en el cono de crecimiento (B).
Basandome en nuestros datos sugiero que Stxl potencialmente tiene un papel en los mecanismos
celulares activados por las vias de guia axonal (D), y es posible que esté involucrada con las proteinas que
regulan y modulan la via de guia Slit/Robo (C). Aunque cabe la posibilidad de que esta influencia sobre la

via Slit/Robo no sea a través de C sino afectando los mecanismos celulares activados por Slit/Robo (D).
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Parte II: las proteinas SNARE en la progresion tumoral.

1.- El bloqueo de la funcion de Stx1 causa una disminucion de la capacidad

proliferativa de células de glioblastoma in vitro e in vivo.

Los resultados de este trabajo indican que el bloqueo de Stx1 en células U373
inyectadas en el cerebro de ratones inmunodeprimidos da como resultado el desarrollo
de tumores mas pequefios que en los casos control (Figura 71). Nuestros analisis
demuestran que la pérdida de funcion de Stx1 disminuye la capacidad proliferativa e

invasiva de las células tumorales.

A pesar de que hemos observado una reduccidn significativa de la tasa de
incorporaciéon de BrdU en células de glioblastoma con su funcion de Stx1 bloqueada in
vivo, este resultado solo se observa in vitro cuando las células se encuentran en
condiciones de alta densidad (Figura 65). Este hecho explicaria el por qué no
encontramos diferencias en las curvas de crecimiento in vitro de células U373 Control y
U373 Stx1-DN. En este tipo de analisis, las células son sembradas inicialmente en muy
baja densidad y adquieren altas densidades solo en la etapa final del ensayo. En este
escenario, es importante recalcar que in vivo las células tumorales se encuentran en una

situacion equivalente a las condiciones de alta densidad in vitro.

Nuestros andlisis demuestran que medio condicionado proveniente de células
control puede rescatar la disminucién de incorporacion de BrdU causada por el bloqueo
de Stx1 (Figura 66). Estos resultados sugieren que de algin modo la funcién de Stx1

participa en la secrecion de algun factor que regula la pérdida de inhibicion por contacto
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que sufren las células de glioblastoma, un rasgo clave para la progresion de tumores
(Schrader et al., 2009). La identidad de este posible factor es todavia desconocida. Se ha
descrito que la supresion de la funcion de MF1 en la recuperacidon de la inhibicion por
contacto de las células de glioblastoma. Del mismo modo que ocurre al bloquear la
funciéon de Stx1, las células de glioblastoma deficientes para MF1 desarrollan
diferencias de proliferacion cuando se las compara con sus controles en condiciones de
alta densidad(Schrader et al., 2009). Es posible que Stx1 intervenga en el transporte o

secrecion de MF1 aunque esta posibilidad debera ser estudiada en el futuro.

Aunque nuestros resultados sugieren una participacion critica de Stx1 en la
regulacion de la inhibicion por contacto de células U373, no se puede descartar que
Stx1 juegue un papel esencial en la proliferacion de células tumorales a través de otros
mecanismos moleculares. Asi, junto a otras proteinas SNARE podria formar parte de
complejos criticos para la secrecidon de factores de crecimiento, transporte de receptores
u otros procesos como la citoquinesis (proteinas como Stx2 y endobrevin/VAMPS, ha
sido descritas como moléculas importantes para la citoquinesis de células epiteliales

(Low et al., 2003)).
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2.- El bloqueo de la funcion de Stx1 disminuye la capacidad invasiva celular.

Nuestros estudios realizados in vitro cuantificando el nimero de células U373 Stx1-DN
que invaden a través de una matriz de matrigel y los resultados preliminares in vivo
midiendo el desarrollo radial de glioblastomas generados a partir de células U373 Stx1-
DN (datos no mostrados), indican una disminucion de la capacidad invasiva celular
cuando se bloquea la funcidon de Stx1. Sin embargo, los mecanismos a través de los
cuales Stx1 influye en la invasién todavia nos son parcialmente desconocidos, aunque
es posible que sean similares al papel que tienen otras SNARE en la invasion celular.
Por ejemplo, se ha documentado que otras proteinas SNARE como VAMP3,
Sintaxinal3 y SNAP-23 estan involucradas en la secrecion de metaloproteinasas que
participan en la invasion celular(Kean et al., 2009). Ya que los procesos de secrecion de
moléculas que degradan la matriz celular son importantes para la invasidn celular, pensé
que la secrecidon de algunas de estas proteinas podria estar alterada en la linea U373
Stx1-DN. Mediante la zimografia en gel de gelatina estudiamos la secrecion de la
MMP-2 y MMP-9 ya que la sobreexpresion de ambas es critica para la invasion y
progresion de gliomas de grado alto (Jan et al., 2010), pero no detectamos alteraciones
en la expresion de estas proteinas en las células U373 Stx1-DN. Sin embargo, ya que
existen otras MMPs cuya actividad es importante en los procesos invasivos (Levicar et
al., 2003) y que todavia no hemos evaluado, todavia es necesario un estudio mas amplio

antes de descartar completamente alguna funcidn de Stx1 en la secrecion de MMPs.
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3.- Modelo resumen.

Sintaxina1

”
-~ \\
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” \ \
/, M
P \ \
\ ~—

Mecanismos celulares X
relacionados con la
progresion tumaoral C
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\ Mecanismos de
trafico vesicular

Mecanismos de
trafico vesicular

. Vesiculas con proteinas
transmenbrana o

secretadas que regulan
el crecimiento tumoral

Figura 74. Papel de Stx1 en la progresion tumoral. Representacion esquematica de Syxl en la
progresion tumoral. Creemos Stx1 (barra roja oscura), tiene funciones en los mecanismos de progresion
tumoral directamente (A) o influyendo en el trafico vesicular (B). El trafico vesicular (C) regula los
multiples procesos entre los cuales se encuentran el trafico de membrana, la externalizacion de proteinas
o la secrecion de factores de crecimiento autocrinos, angiogénicos o metaloproteasas. Todos estos

mecanismos son importantes en la progresion tumoral (D).
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Parte I1I: El papel de las proteinas SNARE en guia axonal y progresion tumoral.

1.- Modelo final.

Guia axonal Progresién tumoral

Complejo Netrina/DCC-
Sintaxina1

Sintaxina1
Complejo
SlitRobo- HSP Sintaxina1

Mecanismos celulares S “
’ relacionados con la
Mecanismos de ¥

J citoesqueleto y trafico progresion fumenl \ == =
vesicular en el cono / \
/ de crecimiento Vesiculas con
proteinas

transmenbrana o
secretadas que

Mecanismos regulan el
Celulares_ actlvado_s crecimiento fumoral
por las vias de guia .

axonal

Figura 75. Modelo completo representando esquematica el papel de Stx1 en la guia axonal y la
progresion tumoral. En guia axonal Stx1 posiblemente estd involucrada con las proteinas que regulan y
modulan la via de guia Slit/Robo (A), y los mecanismos celulares activados por las vias de guia axonal
(C). En la progresion tumoral creo que Stx1 actua directamente sobre los mecanismos de progresion
tumoral directamente (C) o en los mecanismos de trafico vesicular (D) que estan relacionados con los

mecanismos de progresion tumoral (C).
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CONCLUSIONES

Parte I: las proteinas SNARE en la guia axonal

» Stx1 tiene una funcidén conservada durante la evolucion en los procesos de guia

axonal durante el desarrollo.

*  Otros miembros del complejo canénico SNARE de Stx1 tienen una funcion en

los procesos de guia axonal durante el desarrollo.

* En Drosophila melanogaster, Syx1A tiene un papel en la ruta Slit/Robo.

Parte II: las proteinas SNARE en el crecimiento tumoral.

* El bloqueo de la funcién de Stx1 reduce la progresion del glioblastoma.

* La funcién de Stx1 es importante para la proliferacion y capacidad invasiva de

células de glioblastoma.
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Parte I: las proteinas SNARE en la guia axonal.

1.- Lineas genéticas.

En estas listas, todas las lineas genéticas o sfocks que tienen un nimero de stock,
provienen de: (http://flybase.bio.indiana.edu). Todos los stocks y los cruces fueron

mantenidos en condiciones estdndar y a 25°C.

1.1.- Stocks de proteinas SNARESs:

syx1A%?% ( alelo amorfico de SintaxinalA, ntimero de stock 4379), Syx1A%77 (alelo
hipomorfico de Sintaxinal A, numero de stock 11697), Df(3L)1-16 ( deficiencia de
Snap25, numero de stock 7002), Syb?''!'® ( alelo de pérdida de funciéon de
Sinaptobrevina, nimero de stock 9873), n-syb¥?*** (inserciéon de un elemento P en la
secuencia de Sinaptobrevina neuronal, nimero de stock 19183), Vamp79773® | (insercion
de un elemento P en la secuencia de Vamp7, numero de stock 28488) . Utilizamos como

control un stock yw, salvo cuando otro stock resultaba ser un control mas adecuado.

1.2.- Stocks relacionados con la guia axonal.

fra® (alelo amorfico de Frazzled, niimero de stock 8813), robo? (alelo amoérfico de robo,

1

nimero de sftock 8756), lea’ (mutante de robo2 generado utilizando etilen

metanosulfonato, nimero de stock 34046).
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Stocks mutantes para heparan sulfato proteoglicanos, procedentes del laboratorio del
Prof. David Van Vactor: Dlp1 (deleccion de Dally-like, (Smart 2010)), Dlp2 (Dally-
like alelo EMS, (Rawson 2005)) ubi-Sara Df48 (deleccion de Sindecan y Sara junto con

el rescate de Sara, (Johnson 2004)).

1.3.- Recombinantes y dobles mutantes generados.

Recombinante de Syx1A con UAS-SIit: syx1A*??° — UAS-Slit. Recombinante de Syx1A
con nSyb: syx1A*?% — n-syb%8% Doble mutante de robo2 con Syx1A: lea'; syx1A%?%,
Doble mutante de Sindecan con Syx1A: ubi-Sara Df48; syx1A%??°. Doble mutante de

frazzled con Syx1A: fra® syx 1A%

2.- Tincion de embriones de Drosophila melanogaster.

2.1.- Fijacion.

Todos los pasos son realizados a temperatura ambiente. Antes de iniciar la fijacion se
debe decorionar los embriones manteniéndolos en lejia durante 5 minutos. Después se
lava la lejia con agua y se sumerge los embriones en una interfase de heptano/PBS - 4%
formaldehido (Polysciences, USA), durante 20 minutos. Tras ello, la mezcla de /PBS -
4% formaldehido es sustituida por metanol y se agitan los recipientes durante dos
minutos. Los embriones que han sido fijados adecuadamente precipitan en la fase
acuosa (metanol), y son recolectados. En este punto se puede optar por hacer tres
lavados con metanol y almacenar los embriones a -20°C, o continuar con el proceso de
tincion.
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2.2.- Tincidn.

A temperatura ambiente, las muestras pasan por tres lavados cortos con PBT (PBS-
TRITON 0,1 %) y tres lavados largos de 20 minutos antes de usar PBT-BSA 0,5%. Se
hacen tres lavados rapidos con PBT-BSA y se incuban los embriones durante toda la
noche los embriones 4°C en agitacion con el anticuerpo primario en PBT-BSA. Después
el proceso vuelve a ser a temperatura ambiente, los embriones pasan por tres lavados
cortos con PBT (PBS-TRITON 0,1 %) y tres lavados largos de 20 minutos antes de usar
PBT-BSA 0,5%. Se hacen tres lavados rapidos con PBT-BSA y se incuban los
embriones en PBT-BSA con el anticuerpo secundario durante dos horas a temperatura
ambiente y agitacion. Finalmente, las muestras pasan por tres lavados cortos y tres
lavados largos de 20 minutos con PBT (PBS-TRITON 0,1 %) antes de retirar todo el
PBT y guardar los embriones en glicerol al 70% (st la tincidn ha sido inmunoquimica
con DAB) o o montarlos en portas utilizando fluoromount (SouthernBiotech) (si la

tincidn ha sido inmunofluorescente).

3.- Anticuerpos.

3.1.- Anticuerpos primarios.

a-FaslI (1:5) (mAb1D4, DSHB), a-Dlp (1:5) (DSHB), a-BP102 (DSHB), BGal (1:500 )
(Promega), a-repo (1:20) (DSHB), a-robo (1:5) (mAb13C9), a-Futsch (1:20) (22C10,
DSHB), a-robo3 (1:20) (DSHB), a-slit (1:5) (DSHB), a-Dally-like(1:20) (DSHB). a-
GFP (1:500) (Invitrogen).
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3.2.- Anticuerpos secundarios y otras tinciones.

Anti-raton biotinilado (Amersham) o no-biotinilado (GE Healthcare). En las tinciones
inmunohistoquimicas en las que utilizamos DAB, en una primera reaccion la sefial fue
amplificada utilizando el kit Vectastain-ABC (Vector Laboratories) y la sefial de la
reacciéon DAB fue intensificada utilizando NiCl,, excepto en las tinciones dobles, donde

fue omitido en una de las dos reacciones.

Affinity-Purified Anti-HRP TRITC, Alexa488, Alexa-555 and Alexa-647, Cy2, Cy3
and Cy5 anticuerpos secundarios conjugados (Jackson ImmunoResearch). Todos

utilizados a una concentracion minima de 1:500 y maxima de 1:300.

4.- Adquisicion de imagenes.

Las iméagenes de inmunohistoquimica fueron tomadas utilizando un microscopio Nikon

Eclipse 80i. Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas usando un microscopio

confocal (Leica TCS-SPE-AOBS system). Todas las imagenes son la proyeccion de

secciones Z confocales procesadas con Fiji, (Schindelin J, 2012) y Adobe Photoshop.
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5.- Cuantificacion de los niveles de proteinas en el cordon nervioso central

mediante inmunofluorescencia.

Aplicamos las técnicas detalladas en (Johnson et al., 2004) (Smart et al., 2011) para
cuantificar los niveles de proteinas en el cordén nervioso central. En este caso
aplicamos la técnica para medir los niveles de expresion de Slit, Robo, Robo3 y Dally-

like en el sistema nervioso central de embriones a estadios tardios 16 o tempranos 17.

Todos los embriones fueron fijados y tefiidos aplicando las mismas condiciones.
Después, durante la adquisicion de imagenes se tomaron secciones Opticas de toda la
zona ocupada por el sistema nervioso central (detectado gracias una tincion con HRP) y
la separacion entre las secciones Opticas fue de 0,35 o 0,5 um. El zoom fue constante
entre las muestras, asi como la maxima distancia entre secciones Opticas, que nunca fue
superior a 0,5 um para evitar una pérdida importante de informacidn espacial durante la
adquisicion, lo cual disminuiria la precision de la cuantificacion. Las imagenes fueron
adquiridas en idénticas condiciones de laser y otras variables Opticas y los Z-stacks
generados durante las adquisiciones fueron proyectados en una proyeccion media de la
sefial recogida utilizando Fiji.

En las proyecciones alineamos el VNC, seleccionamos el punto central del
VNC, dibujamos linea transversal de 70 pm y medimos la intensidad de sefial producida
por la proteina marcada mediante inmunofluorescencia en toda la linea. Estos valores
tomaron como valor la intensidad de cada pixel en la linea. Realizamos esta medicion a
lo largo de todo el VNC y sacamos el valor medio de intensidad. Normalizamos los
resultados y obtuvimos una grafica de los niveles de expresion de las proteinas en la que

se aplico un t-Test (Excel) para buscar diferencias significativas con el control.
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6.- Protocolo de cuantificacién de los defectos de guia axonal en el cordon

nervioso ventral.

Utilizando una tincion contra Fasciclinall cuantificamos los defectos en la formacion de
las tres fasciculas positivas para esta tincidn: la fascicula medial, intermedia y lateral.
La cuantificacion fue realizada una vez las tres fasciculas se encuentran completamente
desarrolladas (finales del estadio 16 o principios del 17) y se analizaron Uinicamente los
segmentos abdominales A2-A6 ya que segmentos anteriores y posteriores tienen una
mayor inestabilidad durante su formacion, lo cual incrementa el ruido de fondo de la

cuantificacion.

Registramos como defecto cualquier evento de desfasciculacion, cruce, colapso, ruptura
u otra malformacidn en las fasciculas que tuviera un tamafio minimo de un segmento de
longitud. Esta medida fue hecha para descartar gran cantidad de eventos que ocurren
normalmente durante el desarrollo de las fasciculas y que podrian ser considerados
defectos (aunque en fases mas tardias esas pequefias anomalias son corregidas y el
embrion es completamente viable). Los datos fueron analizados estadisticamente

aplicando el t-Test (Excel).
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7.- Protocolo de cuantificacion de los defectos de guia axonal en los nervios

motores.

Analizamos los nervios motores positivos para Fasciclinall a finales del estadio 16 o
principios del 17 de los segmentos abdominales A2-A6. Cuando fue posible,

cuantificamos los nervios en ambos laterales del embrion.

Los nervios analizados (aquellos positivos para Fasciclinall), fueron: el nervio
intersegmental (ISN), el nervio segmental A (SNa), y el nervio segmental B (SNb). En
ellos cuantificamos cualquier ruptura, colapso, cruce, desfasciculacion, problemas en la
zona cercana a la sinapsis o cualquier otra alteracion que pudiera ser producida por
defectos en la guia axonal. Los datos fueron analizados estadisticamente aplicando el t-

Test (Excel).
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Parte II: las proteinas SNARE en la progresion tumoral.

1.- Experimental in vitro.

1.1.- Lineas celulares.

Las células de glioblastoma humano U373 y U87 fueron cedidas por el Dr. Joan Seoane
(IOVH, Barcelona). Las células U373 y U87 deficientes para la funcién de Stx1 y sus

respectivas lineas control fueron establecidas previamente en el laboratorio.

Las células fueron mantenidas en DMEN suplementado con suero fetal bovino
(FBS) al 10%, glutamato al 1 %, penicilina estreptomicina al 1 %, y los antibidticos de
seleccion G418 (500 pg/ml) y puromicina (4 pg/ml), a 37°C y en una atmosfera de aire
al 5% de CO2. Todos los experimentos realizados se hicieron en ausencia de

antibioticos de seleccion.

A partir de las lineas U87 o U373 generamos las lineas Control y Stx1-DN, que
expresaban el dominio H3TM de Stx1a de rata fusionado a GFP (U373 Stx1-DN), o no
(U373 control) (Ulloa et al., 2013, datos en revision para su publicacion). En el caso de
las lineas en las que se realizaron transfecciones transitorias, estas se realizaron
mediante el sistema NEO Transfection System (Invitrogen). Los ¢cDNAs utilizaron
fueron pEGFP-CI1 (Clonotech) y Stx1a-H3TM en pEGFP establecidos previamente en

nuestro laboratorio (Cotrufo et al., 2011).
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En el caso de las poblaciones celulares estables, generamos poblaciones
celulares de células U887 o U373 que expresaron establemente la proteina de fusioén
GFP-firefly luciferasa. Pare ello, las células fueron distribuidas en seis platos de 10 cm
donde fueron transfectadas con el vector pEGFP-Luc (Promega) utilizando el sistema
Lipofectamine Plus (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del proveedor. Las células
fueron seleccionadas en medio normal suplementado con 500 ug/ml G418. Las células
positvas para GFP fueron aisladas entre las células supervivientes tras dos rondas de
FACS. Estas células GFP-luciferasa fueron infectadas con particulas retrovirales
codificantes para el domino H3TM de Stxla. Previamente a la infeccidn, la secuencia
de rata Stxla del dominio H3TM habia sido fusionada con EGFP y subclonada en un
vector puro pBabe, y se prepararon las particulas retrovirales. Las células obtenidas tras

la infeccion tenian similares niveles de luciferasa que las lineas control.

Nota: el vector retroviral pBabe y los plasmidos empaquetadores gag/pol y vsvg
fueron cedidos por amablemente por el Dr. R Gomis (IRB, Barcelona). Los plasmidos
que codifican para GFP o GFP-Stx1A-H3TM en pBabe fueron producidos
anteriormente en el laboratorio. Las particulas virales codificantes para turbo-GFP

fueron adquiridas a Darmhcom.

1.2-  Ensayos de luciferasa.

Como las lineas celulares estables estaban transfectadas con un vector pEGFP-
Luciferasa, se pudo medir la cantidad de luciferasa como método indirecto para

cuantificar la cantidad de células en una muestra.
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Para ello, quitamos en medio de los pocillos donde queremos cuantificar las
células (nota: recordamos que todas las lineas utilizadas en esta tesis son adherentes por
lo cual al retirar el medio no retiramos las células). Lavamos los pocillos tres veces con
PBS y después quitamos todos los restos de PBS. Afiadimos 100 pl de Passive lysis
buffer (PLB) disuelto en agua (esta es la cantidad usada si las células estan cultivadas en
placas de 96 pocillos). Agitamos a temperatura ambiente los pocillos durante 15
minutos. Después, tomamos el lisado de los pocillos (esta solucion puede guardarse a -
20°C si es necesario), y lo mezclamos en una proporcion 1/1 con el buffer de luciferasa
que dispara la reaccion de la luciferasa. La sefial de luciferasa debe ser medida

inmediatamente en un espectrofotometro.

Composicion del buffer de luciferasa: CoA, Gly-Gly, ATP, EGTA 200mM. Todo

disuelto en agua.

1.3.- Medicion de la incorporacion de BrdU.

En los primeros experimentos donde se midio la incorporacion de BrdU en las
células Control y Stx1-DN de las lineas U87 y U373, se sembraron 50.000
células/pocillo fueron sembradas en placas de 24 pocillos en DMEM 10% FBS. Cinco
dias después, todas ellas fueron marcadas con BrdU a una concentracién final de 0,05
mM, durante 2 horas a 37°C y posteriormente fijadas con paraformaldehido (PFA) al

4% en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Para la immunodeteccion de las células que incorporaron el BrdU, estas fueron
incubadas en HCI1 0,1M por 10 minutos en hielo y en HCI 2M por 8 minutos a 37°C
para desnaturalizar el DNA vy, posteriormente, se llevdo a cabo una incubacion con
tampon borato 0,1M a pH 8,7, por 10 minutos a temperatura ambiente, para neutralizar
las muestras. Entonces, las células fueron bloqueadas y permeabilizadas con suero
normal de caballo (NHS) al 5% en PBS-Triton 0,1% durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Para detectar el BrdU incorporado, se utilizd6 como anticuerpo primario un
anti-BrdU (Acris) (1:200) hecho en rata y, como anticuerpo secundario, un anti-rata de
burro (Invitrogen) (1:500). Ademas, los nucleos fueron marcados con DAPI (1:500). El
anticuerpo primario fue incubado durante una noche a 4°C mientras que el secundario lo

fue durante una hora a temperatura ambiente.

La adquisicién de imagenes de las inmunofluorescencia fueron obtenidas en el
microscopio Nikon E800 equipado con la cdmara Olympus DP72 y estas fueron

utilizadas para determinar el porcentaje de células que incorporaron BrdU.

1.3.1.- Medicion de la incorporacién de BrdU en funcidn de la densidad celular.

En los experimentos donde se evalu6 la capacidad de incorporacidon de BrdU en funcion
de la densidad de cultivo se utilizaron las mismas condiciones ya mencionadas en el
apartado anterior pero con las siguientes excepciones: los trabajos fueron realizados
unicamente con las lineas U373 control y U373 Stx1-DN, las densidades de cultivo
fueron: baja=10000 células/pocillo, media=30000, alta=75000 y muy alta=150000
células/pocillo, en placas de 24 pocillos. Y las células fueron marcadas con BrdU 24h

después de la siembra.
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1.3.2.- Medicién del rescate de la incorporacion de BrdU.

En este caso se utilizaron las mismas condiciones y protocolos mecionados en
anteriormente con la salvedad de que tras el primer dia de siembra (la siembra es a
150000 células/pocillo en placas de 24 pocillos) se retira el medio de la condicién U373
Stx1-DN y se suplementan estas células con medio condicionado por células U373
control (el medio se cambia a primera y ultima hora del dia). El segundo dia se efecttia

el marcaje con BrdU.

1.4.- Curvas de proliferacion.

Las lineas celulares U373 control y U373-Stx1-DN, fueron sembradas en unas
densidades de 6000-25000 por pocillo en placas de 24 pocillos y crecieron en DMEN
suplementado con 10% FBS a 37°C y 5% CO,. Mantuvimos estas condiciones hasta
que las células fueron totalmente confluentes. El medio fuere renovado dos veces a la
semana y el crecimiento de las células fue seguido cuantificando la cantidad de células
tripsinizando los pocillos y contando manualmente las células utilizando una cdmara de

Neubauer.
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1.5.- Ensayos de movilidad celular.

Siguiendo las instrucciones de fabricante utilizamos el sistema OrisTM Cell Migration
Assay Kit (Platypus Technologies, Madison, USA). En este sistema se siembran en la
placa de cultivo incluida en el kit, 2-10* células en DMEN al 10% FBS. Una vez las
células se han adherido, se retira el filtro (stopper) del centro del pocillo, lo que deja un
espacio libre donde las células pueden desplazarse. Se deja las células migrar durante
24h en condiciones de medio sin FBS para evitar que la proliferacion celular altere el
resultado. Transcurrido el tiempo las células son tefiidas con el marcador fluorescente

CMTPX Cell Tracker (Life Technologies) 5 uM durante 30 minutos.

Finalmente, se toman imagenes de las células que han migrado al espacio donde
se encontraba el stopper utilizando un microscopio invertido Olympus DP72+TE200 y

cuantificamos el drea ocupada por las células migratorias utilizando ImageJ.

1.6.- Ensayos de adhesion.

En estos ensayos todos los pocillos estan cubiertos en la parte inferior por una matriz de
matrigel, laminina o fibronectina. Para generar estas superficies se siguen los siguientes

pasos:

A) En el caso de la laminina, se genera una capa previa de L-Ornitina que permite la
fijacion de la superficie de laminina. Para ello afiadimos 80 pl de L-Ornitina en cada
pocillo de la placa de 96 pocillos e incubamos la placa durante toda la noche a 37°C.

Después lavamos el pocillo tres veces con PBS y eliminamos los restos de PBS.
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B) Afiadimos matrigel o laminina a los pocillos disueltos en PBS en una proporciéon de
1/50 usando una cantidad total de volumen de 500-600 pl. Hacemos los mismo con la

fibronectina pero la disolucion es en una proporcion de 1/100.

C) Incubamos las placas a 37°C durante 1-2 horas en el caso de la laminina, o 3-4 horas
en los casos del matrigel y la fibronectina. Una vez las proteinas han polimerizado
lavamos los pocillos con PBS para eliminar los restos de la disolucion utilizada y las

placas ya estan listas para ser usadas.

En los ensayos de adhesion las células fueron sembradas a una densidad 6000 células
por pocillo en placas de 96 pocillos, y cultivadas con DMEN al 10% FBS. Todas estas
placas habian sido tratadas para contener en la parte inferior del pocillo una capa de
matrigel, laminina o fibronectina. Tras una hora de plantar las células, el pocillo fue
lavado con PBS tres veces, se eliminaron los restos de PBS y realizamos el ensayo de
luciferasa (Apartado 1.2) para cuantificar la cantidad de células adheridas en ese espacio

de tiempo.
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1.7.- Ensayos de invasion.

Para estos ensayos en camaras de Boyden se utilizd el sistema BD BioCoat Matrigel
Invasion Chamber (BD Biosciences). En la parte superior de la camara se colocaron
2,5-10% células en 500 ul de DMEM con un 0,5% de suero. Como factor quimioatractivo
se colocaron 750 ul de DMEM al 10% FBS en la parte inferior de la cdmara. En estas
condiciones incubamos las células durante 4h a 37°C, en una atmosfera de aire al 5% de
CO2. Después, fijamos las células en PFA al 4 % durante 10 minutos a temperatura
ambiente y agitacién suave, y tefiimos los nucleos utilizando DAPI 0’004 mg/ml
disuelto en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente y agitacion suave. Antes de
tomar las imdgenes eliminamos las células que no habian atravesado la membrana de

matrigel de las cdmara, para ello limpiamos la matriz con un algodon.

La cantidad de células que migran a través de la matriz fue determinada a partir
de las imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia NikonE800 equipado
con una camara Olympus DP72. Para normalizar se utilizé el recuento de células del

pocillo extra sembrado en cada condicion.

1.8.- Zimografia en gel de gelatina

Sembramos 2-10° células en placas de 10 cm al 0,5 % FBS e incubamos durante toda la
noche a 37°C en una atmosfera al 5% de CO2. Tras ello, tomamos el medio y lo
concentramos con centriconos (Millipore) de 30K para una centrifugacion a 2500 rpm

durante 15 minutos, y a 3K, 13000 rpm, durante 10 minutos, todo realizado a 4°C.
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Después, copolimerizamos un gel de SDS-PAGE con gelatina al 0’1 mg/ml y

colocamos 5 pl de muestra con un tampén de carga sin agentes desnaturalizantes.

Entonces fraccionamos las proteinas mediante electroforesis durante 1h 30’ a
100V. Limpiamos el gel con tampoén de limpieza (2°5% Triton X-100, Tris 50 mM
pH=7"4, CaCI2 5 mM, ZnCI2 1 uM) durante lh en agitacién e incubamos toda la noche
el gel con tampdn de incubaciéon (Tris 50 mM pH=74, CaCl2 50 mM, ZnCI2 1 uM).
Finalmente, tefiimos el gel con 0°5% Coomassie blue G250 y lo destefiimos con una

solucion de 10% acido acético y 30% etanol.

Tomamos las imagenes en un transiluminador y cuantificamos el area degradada
por la actividad proteolitica utilizando ImageJ. Para normalizar utilizamos la

cuantificacion proteica del lisado celular de las células sembradas.

1.9.- Immunofluorescéncia in vitro.

Las células tratados con anticuerpos inmunofluorescentes fueron inicialmente fijadas
con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Después, bloqueamos y permeabilizamos las células con suero normal de
caballo (NHS) al 10% en PBS-Triton 0,1 % durante 20 minutos a temperatura ambiente.
En la inmunodeteccion utilizamos como anticuerpos primarios anti-GFP (Invitrogen)
(1:1000) hecho en conejo, y como anticuerpos secundarios anti-conejo (Alexa 488)
(1:1000) hecho en cabra. Los nucleos fueron marcados con DAPI 0,04 mg/ml. Los

anticuerpos primarios se incubaron en agitacion a 4°C durante toda la noche mientras
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que los secundarios fueron incubados en agitacion a temperatura ambiente durante una
hora. Las imdgenes de inmunofluorescencia se tomaron con un microscopio Nikon

E800 equipado con la cdmara Olympys DP72.

1.10.- Western Blot.

En el Western blot donde confirmanos la expresion del DN: H3TM- GFP (Figura 63A),
sembramos 2x10° células en placas de 10 cm vy las lisamos utilizando el tampén de lisis
(Tris-HCI1 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tritén 1% 1 Glicerol 10%, pH 7,3),
suplementeado con un cdctel de inhibidores de proteasas Complete® (Roche). Después
desnaturalizamos las muestras con p-mercaptoetanol y las fraccionamos por
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 12%. Las proteinas fracciondas fueron
transferidas a una mebrana de nitrocelulosa utilizando el sistema  7Trams Blot
Electrophoresis Cell (Biorad). Para la inmunodeteccidn utilizamos en las células U373
Control y U373 Stx1a-H3TM, los anticuerpos primarios anti-GFP (Invitrogen) (1:1000)

de conejo, y el anticuerpo secundario anti-conejo-HRP (Dako) (1:2500).
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2.- Experimental in vivo.

2.1.- Inoculacion de células tumorales en el cerebro de ratones.

La inoculacion de células tumorales en el cerebro de retos inmunodeprimidos fué
realizado en colaboracién con el laboratorio del Dr. Joan Seoane en el Instituto de
investigacion Vall d’Hebron (Barcelona, Espafia). Todos los experimentos fueron
aprobados y realizados bajos la regulacion del “Comité de trabajo con animales” del
instituto de investigacion del Vall d'Hebron en acuerdo con las directrices de la Unién

Europea.

1-10° células fueron inoculadas estereotacticamente en el corpus striatum del
hemisferio cerebral derecho de los ratones (1 mm anterior y 1.8 mm lateral respecto al
bregma; 2.5 mm intraparenquimal). Los ratones eran ratones atimicos Nude-Foxnl™
(Charles River Laboratories) con 9 semanas de edad. Las lineas celulares inyectadas

fueron las U373 control y U373-Stx1-DN.

Los ratones fueron sacrificados cuando presentaron sintomas neuroldgicos o una
pérdida significativa de peso. De cara a estimar el tamafio de los tumores, cuantificamos
la sefial de lucifesasa de las células inyectadas utilizando una camara Xenogen-CCD de

IVIS.
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2.2.- Experimentos de incorporacion de BrdU.

Una unica dosis de BrdU (100 mg/Kg in PBS) se les inyectd intraperitonealmente a los
animales una hora antes de la perfusion cardiaca. Los animales fueron perfundidos con
4% PFA en PBS. Los cerebros fueron extraidos, fijados de nuevo en 4 % PFA a 4°C
durante 24-48 horas y posteriormente crioprotegidos en una solucion PBS-30%

sacarosa, congelados en metilenbutano frio y guardados a -80°C.

Para su estudio histologico los cerebros fueron cortados en criosecciones
seriadas de 40 um. En el caso de los ensayos con BrdU, adicionalmente para que la

inmunofluorescencia el antigeno de BrdU fuera expuesta se incubd las secciones en 1N

HCIl a 45°C durante 30 minutos.

Utilizamos el anticuerpo de rata anti-BrdU (AbD Serotec) y de raton anti-GFP
(Invitrogen) como anticuerpos primarios. Las secciones se incubaron durante 48 horas a
4°C con los anticuerpos primarios en (EN PBS-NHS 5%), y luego incubados con los
anticuerpos secundarios durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras varios lavados
con PBS, las secciones se montaron con Mowiol. Se tomaron imagenes confocales con

un microscopio LEICA SP2 y fueron analizadas utilizando ImageJ.
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