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Introduccion

1. EL SINDROME DE KALLMANN

El anatomista espafiol Aureliano Maestre de San Juan constatd la ausencia de
estructuras olfativas en el cerebro junto a hipogonadismo, en la autopsia de un cadaver
en 1856 (Maestre de San Juan 1856), pero fue casi un siglo después cuando, en 1944, el
Sindrome de Kallmann (KS) fue definido por el genetista y psiquiatra Franz Josef
Kallmann, quien amplié la descripcion a tres familias afectadas por la presencia conjunta
de pérdida del sentido del olfato (anosmia) e hipogonadismo (Kallmann et al. 1944). En
1954, de Morsier describid la relacion entre la ausencia de bulbos y tractos olfativos en
varones con el hipogonadismo (de Morsier 1954; de Morsier y Gauthier 1963) y, afios mas
tarde, el hipogonadismo fue adscrito a un fallo en la migracién de las neuronas
productoras de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) que no consiguen entrar
en el telencéfalo y llegar al hipotdlamo (Schwanzel-Fukuda et al. 1989; Wray et al. 1989).
Este fallo en la migracion de las neuronas GnRH repercute en el funcionamiento del eje
hipotdlamo-hipofisiario, no se produce la liberacién de la GnRH, que estimula la correcta
secrecién de las hormonas gonadotropinas, LH y FSH, producidas por la adenohip&fisis e
indispensables para la funcién gonadal y reproductiva (Naftolin et al. 1971).

El KS combina el hipogonadismo hipogonadotrépico (HH) con diferentes grados de
anosmia. La anosmia se ha relacionado con la ausencia o hipoplasia de los tractos
olfativos y los bulbos olfativos (BO); mientras que el hipogonadismo se corresponde con
una disminucién en los niveles de hormonas sexuales (testosterona en caso de los
hombres, y estréogenos y progesterona en las mujeres) y, como consecuencia, la ausencia
de maduracién sexual en los pacientes con KS.

Varios genes relacionados con el KS han sido identificados hasta la fecha, entre
ellos KAL1, KAL2, FGF8, PROKR2, PROK2, SEMA3A, CHD7, NELF y HS6ST1 (Laitinen et al.
2012; Vaaralahti et al. 2012; Hardelin y Dodé 2008; Martin et al. 2011). El gen KAL1
codifica para la proteina anosmina-1, responsable del modo de herencia de la
enfermedad ligada al cromosoma X (X-KS). La heterogeneidad clinica en los pacientes con
X-KS, incluso entre familiares, sugiere la implicacion de diversos factores genéticos
todavia desconocidos. La incidencia de la enfermedad ha sido estimada en 1 de cada
8.000 varones y en 1 de cada 40.000 mujeres (Dodé y Hardelin 2009). El gen KAL1
comprende 14 exones y esta localizado en la region Xp22.3 del cromosoma X. El hecho de
gue un alelo inactivo de este gen haya sido descrito en el cromosoma Y (del Castillo et al.
1992), junto con que este gen escapa parcialmente a la inactivacion del cromosoma X,
podria explicar la alta prevalencia de la enfermedad en los hombres (Dodé et al. 2003;
Laitinen et al. 2011).

El gen KAL2, codifica para el receptor del factor de crecimiento fibroblastico tipo 1
(FGFR1), responsable de la forma autosémica dominante del KS (Franco et al. 1991; Dodé
et al. 2003). Las mutaciones descritas en este gen indican que FGFR1 esta implicado en la
migracion de las neuronas GnRH, aunque otros factores todavia no descritos podrian
estar involucrados, ya que existen individuos con el gen KAL2 mutado que presentan una
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deficiencia en GnRH y normosmia (Martin et al. 2011). A este respecto, ha sido publicado
recientemente que la via de sefalizacion intracelular fosfatidilinositol 3-quinasa activada
por FGFR1 es necesaria para la migracién de las neuronas GnRH y la formacién del BO en
pollo (Hu et al. 2012).

Mutaciones en el gen FGF8 dan lugar a una deficiencia de la sefializacidn
intracelular a través de FGFR1, indispensable para el funcionamiento del sistema GnRH
(Chung et al. 2008). Tanto la prokineticina 2, como su receptor PROKR2, parecen estar
implicados en el KS. De hecho, el andlisis de lineas de ratones mutantes para Prok2 y
Prokr2 revelé defectos tanto en el desarrollo del BO, debido a la reduccion de la
migracion de las neuronas generadas en la zona subventricular (SVZ) y que migran a
través de la corriente migratoria rostral para integrarse en el BO, como en la maduracion
sexual (Matsumoto et al. 2006; Ng et al. 2005; Prosser et al. 2007). La identificacion de
mutaciones en estos genes en pacientes afectados de KS, ha hecho que se proponga a la
proteina anosmina-1 como reguladora de la senalizacién de PROK2 a través de PROKR2
(Dodé et al. 2006; Martin et al. 2011; Monnier et al. 2009).

Dos recientes estudios han puesto de relieve la importancia de moléculas de guia
axonal, como las semaforinas, en este sistema. La molécula sema4D promueve la
migracion de las neuronas GnRH (Giacobini et al. 2008), mientras que neuropilina 2 (NRP),
conocido como receptor para sema3F, ayuda a la organizacién de los axones olfativos y
vomeronasales que son utilizados por las neuronas GnRH para migrar (Cariboni et al.
2007). Mediante el estudio de dos lineas de ratones mutantes, una carente de sema3Ay
otra carente de la sefializacion de semaforinas a través de ambas neuropilinas (NRP1 y
NRP2), se ha demostrado que la sefalizacién a través de la molécula sema3F no es
esencial para la migracién de las neuronas GnRH, mientras que la sefializacién a través de
sema3A si lo es para la regulacién de la reproduccion sexual (Cariboni et al. 2011).
Ademas, ambas lineas de ratones mutantes muestran caracteristicas fenotipicas similares
a las observadas en un feto con KS (Schwanzel-Fukuda et al. 1989). Estos datos han
suscitado la sospecha de que defectos en componentes de la via de sema3A dan también
lugar al KS, hecho que ha sido confirmado recientemente (Hanchate et al. 2012; Young et
al. 2012).

Tanto la anosmia como el HH son frecuentes en el sindrome de CHARGE causado
por mutaciones en el gen CHD7, por lo que este gen ha sido considerado como uno de los
genes implicados en el KS (Bergman et al. 2012; Jongmans et al. 2009). También, se ha
descubierto que el gen NELF esta asociado con el HH idiopatico (IHH) y con el KS (Xu et al.
2011). Mutaciones en el gen HS6STI1, identificadas en pacientes con IHH, reducen la
actividad de la proteina que codifica; estas mutaciones tienen distintos efectos en
ensayos dependientes de KAL1, por lo que el gen HS6S5T1 podria estar implicado en las
vias en las que interviene KAL1 (Tornberg et al. 2011).

El modo de herencia ligado al cromosoma X es relativamente infrecuente,
indicando la existencia de una heterogeneidad genética, que complica el diagndstico
genético de la enfermedad. Todavia podrian existir genes sin identificar cuyos defectos
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darian lugar a fenotipos similares caracterizados por una deficiencia de las neuronas
GnRH con o sin anosmia.

1.1 Anosmina-1

El gen KAL1 codifica la proteina anosmina-1, una glicoproteina de la matriz
extracelular (ECM) de 680 aminodacidos y con un peso molecular aproximadamente de
100 kDa (SwissProt P23352). Esta compuesta por varios dominios, incluyendo: una zona
rica en cisteinas (CR) en la regidon N-terminal, un dominio WAP (del inglés "whey acidic
protein-like"), similar a los presentes en proteinas con actividad inhibidora de serin
proteasas, cuatro repeticiones consecutivas Fnlll ("Fibronectin-like type Ill"), los cuales se
encuentran en diferentes proteinas implicadas en adhesién celular como NCAMs, TAG1 o
L1 (Brimmendorf y Rathjen 1993; Franco et al. 1991; Legouis et al. 1993), y una regién C-
terminal rica en histidinas y residuos basicos (del Castillo et al. 1992; Lutz et al. 1994;
Rugarli et al. 1996; Soussi-Yanicostas et al. 1996).

BRI wa] Fou Wl Foi2 B s |

B Nt

—

Figura 1: Estructura molecular de anosmina-1.
Los diferentes dominios de anosmina-1 estan
coloreados de la siguiente manera: gris, N-terminal con
el péptido sefial (SP); verde agua, regiéon rica en
cisteinas (CR); violeta, whey acidic protein-like (WAP);
verde, Fnlll.1; azul, Fnlll.2; amarillo, Fnlll.3; naranja,
Fnlll.4; negro, C-terminal. Esta proteina contiene seis
sitios potenciales de N-glicosilacion y no presenta
ningun dominio transmembrana (A). Los dominios Fnlll
presentan dos capas de ldminas beta antiparalelas ABE-
GFCC’ (B). Adaptado de Robertson et al. 2001.

Ct

La secuencia de anosmina-1 estd altamente conservada entre especies, desde C.
elegans hasta primates, incluyendo roedores como la ardilla (Spermophilus
tridecemlineatus) y el cobaya (Cavia porcellus), aunque un ortélogo en rata y ratén
todavia no ha sido identificado. De hecho, el gen KALI humano se localiza en una region
del cromosoma X (Xp22.3), adyacente a la region pseudoautosémica PAR1, una zona de
alta variabilidad (Graves et al. 1998; Shapiro et al. 1979; Yen et al. 1992; Soussi-Yanicostas
et al. 2002). Esta regién fue eliminada o reubicada en otros cromosomas en un ancestro
comun de rata o ratdn (Ross et al. 2005). Mientras la adicion de genes a la regién PAR1
desde otros cromosomas ha tenido lugar en los animales placentarios, asi como en
monotremas y marsupiales macropddidos, la pérdida de genes de la region PAR1 es
evidente en el cromosoma X del ratén (Mangs y Morris 2007).
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Figura 2: Alineamiento de la secuencias de la region N-terminal de anosmina-1 en distintas
especies. La identidad entre las secuencias de anosmina-1 es muy elevada, incluso en especies tan
alejadas en la evolucién como el pez cebra (Danio renio) y el hombre (Homo sapiens). Los dominios que
comprenden la region N-terminal de la proteina anosmina-1 humana estan marcados como: CR (azul),
WAP (rosa) y Fnlil.1 (verde).

1.2 Expresion del gen KAL1 y anosmina-1

El patron de expresion del gen KAL1 ha sido estudiado durante el desarrollo
embrionario humano mediante hibridacion in situ e inmunohistoquimica (Legouis et al.
1993; Legouis et al. 1994; Rugarli et al. 1993). Se ha descrito la expresion de este gen en
estructuras como el BO, la retina, el cerebelo, la médula espinal, el oido interno, el rifidn y
los testiculos, la mayoria de la cuales siguen expresando este gen tras el periodo
embrionario correlacionandose con la distribucién de algunas de las anomalias clinicas en
pacientes con KS (Hardelin et al. 1999; Lutz et al. 1994).

Durante el desarrollo del sistema olfativo humano, el gen KAL1 ha sido detectado
a partir de la quinta semana del desarrollo fetal, donde la presencia de esta proteina se
los BOs (Hardelin et al. 1999).

Posteriormente, se observa en el nervio olfativo, en las células olfativas y granulares, asi

restringe a la regién donde se desarrollardn

como en otras partes, fuera del sistema olfativo, como la retina, la regién dorsomedial del
talamo, la corteza cerebral, el cerebelo y en el rindn (Duke et al. 1995; Lutz et al. 1994).
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La expresion del gen KAL1 en otras especies como el pollo o el pez cebra ha sido
observada en la capa de las células mitrales del BO, el tracto olfativo lateral y la corteza
olfativa piriforme (Ayari y Soussi-Yanicostas 2007; Ayari et al. 2012; Dellovade et al. 2003;
Soussi-Yanicostas et al. 2002; Yanicostas et al. 2009; Ardouin et al. 2000). Su expresion
también se ha descrito en el cerebelo de especies como el pollo, la musarafia y el pez
cebra, concretamente en las células de Purkinje, en neuronas de proyeccion de los
nucleos profundos del cerebelo y en la capa granular interna (Ardouin et al. 2000; Ayari et
al. 2012; Dellovade et al. 2003; Legouis et al. 1993; Rugarli et al. 1993; Soussi-Yanicostas
et al. 1996; Soussi-Yanicostas et al. 2002). Nuestro grupo ha descrito el patron de
expresion de la proteina anosmina-1 en el SNC de la rata durante el desarrollo,
principalmente en neuronas, aunque también en células gliales del fornix, el cuerpo
calloso y la comisura anterior durante estados postnatales; en células del epitelio olfativo,
oérgano vomeronasal, hipotalamo, sistema visual, corteza motora y en la capa piramidal
del hipocampo, asi como en las células de Purkinje del cerebelo (Clemente et al. 2008;
Gianola et al. 2009)

Fuera del SNC, el gen KAL1 también se expresa en musculo, capa basal de la piel,
células del endotelio vascular, fibroblastos y queratinocitos humanos (Raju y Dalakas
2005; Tengara et al. 2010). Su expresion en estas células se ve disminuida en las pieles
atdépicas modulando la densidad de las fibras nerviosas epidérmicas (Tengara et al. 2010).
También estad presente en las células germinales durante la espermatogénesis, asi como
en las células de la granulosa y en los oocitos del ualabi, un marsupial de la familia
Macropodidae, por lo que anosmina-1 podria tener un papel en la regulacién de la
espermatogénesis y la foliculogénesis en las génadas (Hu et al. 2011).

La regulacion y control de la expresidon del gen KAL1 todavia no se conoce en
profundidad. Sin embargo, en diferentes tumores, lineas celulares y en ciertos
desdrdenes inflamatorios se ha observado una regulacién de la expresion de KALI,
sugiriendo que anosmina-1 puede tener un papel en la patogenia de estas enfermedades.
Factores como la hipoxia, la metilacion de islas CpG en el promotor del gen y moléculas
implicadas en procesos inflamatorios, pueden participar en la regulacién de la expresién
del gen KAL1 (Arikawa et al. 2011; Jian et al. 2009; Kawamata et al. 2003; Mihara et al.
2006; Raju y Dalakas 2005; Tengara et al. 2010).

1.3 Implicaciones de la proteina anosmina-1 en el desarrollo del SNC
1.3.1 La matriz extracelular

El genoma de mamiferos codifica un amplio repertorio de glicoproteinas de la
ECM que afectan al desarrollo y la funcién del sistema nervioso, incluyendo la migracion
neuronal. La ECM proporciona soporte estructural a las células, regula la actividad de
segundos mensajeros y controla la distribucion y concentraciéon de factores de
crecimiento y de diferenciacién (Kim et al. 2011). La funcidn mas conocida de la ECM es
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su papel como sustrato sobre el cual las células pueden migrar. Las glicoproteinas de la
ECM promueven diferentes modos de migracién neuronal que se distinguen de acuerdo
con las rutas de migracidn seguidas por las células y por cdmo interaccionan estas células
durante su migracién. Los modos de migracion mejor descritos son la migracién radial,
tangencial y la migraciéon en cadena. La migracién de las células en el cerebro desde su
origen hasta su destino final, donde se diferencian e integran en circuitos neuronales, es
fundamental para el correcto desarrollo del sistema nervioso. Las neuronas a menudo
cambian entre los distintos tipos de migracion sugiriendo que ademas de mecanismos
intrinsecos a la célula, las sefiales extracelulares pueden ser determinantes en la eleccion
de un tipo particular de migracion (Franco y Muller 2011; Marin y Rubenstein 2003).

En el SNC, las neuronas migran a través de regiones ricas en glicoproteinas de la
ECM, indicando que la ECM puede desempeiiar un importante papel en la regulacién de
la migraciéon celular. Mutaciones en las glicoproteinas de la ECM pueden alterar el
posicionamiento neuronal por mecanismos extrinsecos que, de manera secundaria,
afectan a la migracidén de las neuronas (Franco y Muller 2011).

1.3.2 Efectos bioldgicos de la proteina anosmina-1

Anosmina-1 es una proteina de la ECM y como tal estd implicada en la migracién y
en la adhesion celular de varios tipos celulares en el SNC. Anosmina-1 tiene un efecto
guimioatrayente para una linea celular inmortalizada de neuronas GnRH de origen
humano (GN11). Esta proteina es capaz de unirse a la superficie de las células GN11
mediante la interaccién con heparan sulfatos (HS), donde el bloqueo de esta union con
heparina o el pretratamiento con heparitinasa anula el efecto quimiotactico ejercido por
anosmina-1 sobre estas células. El efecto bioldgico de anosmina-1 sobre las células GN11
también es suprimido cuando la proteina contiene algunas de las mutaciones halladas en
pacientes de KS (Cariboni et al. 2004).

El mismo efecto quimiotrépico, mediado por FGFR1, es observado sobre los
neuroblastos que migran desde su lugar de origen en el telencéfalo, la SVZ, por la
corriente migratoria rostral hasta el BO. Anosmina-1 influye sobre la direccidon de
migracion de los neuroblastos, pero no tiene un efecto motogénico y mitogénico como el
que presenta FGF2 (Garcia-Gonzélez et al. 2010). La actividad motogénica y la direccidon
de migracion pueden estar reguladas por interacciones con otras sefales intra o
extracelulares, lo cual implica que estas actividades son dependientes del ambiente en el
gue se encuentra la célula (Garzotto et al. 2008; Hu et al. 2001; Mason et al. 2000;
Paratcha et al. 2006).

FGF2 también es motogénico para los precursores de oligodendrocitos (OPCs) del
nervio optico de ratén, mientras que la interaccién de anosmina-1 con el complejo
FGFR1/FGF2 limita la movilidad de estas células sin influir en la direccién de la migracién
(Bribian et al. 2006). Este efecto esta relacionado con la adhesidon celular, ya que
anosmina-1 aumenta la adhesiéon de los OPCs reduciendo la motilidad celular, en
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comparacion con otros sustratos como laminina y fibronectina. La expresion enddgena de
anosmina-1 es necesaria para la correcta adhesién de estas células a diferentes
componentes de la ECM, contribuyendo a la migracién de las mismas, puesto que el
bloqueo de anosmina-1 endégena disminuye la capacidad de migraciéon de los OPCs
(Bribian et al. 2008). En este sentido, se ha descrito que anosmina-1y FGF2 se encuentran
expresados selectivamente en las distintas lesiones de esclerosis multiple y que
desarrollan un papel importante en la migracion de OLs (Clemente et al. 2011).

La proteina anosmina-1 participa en el desarrollo del sistema olfativo controlando
el crecimiento de neuritas y la formacidn de colaterales axénicas de las neuronas mitrales
y empenachadas del BO (Bilow et al. 2002; Rugarli et al. 2002; Soussi-Yanicostas et al.
1998; Soussi-Yanicostas et al. 2002; Yanicostas et al. 2009), asi como en la elongacion de
neuritas y colaterales axdnicas en las células de Purkinje del cerebelo, promoviendo su
regeneracion después de una lesién (Gianola et al. 2009). Adema3s, en una linea celular
derivada de neuroblastos del epitelio olfativo humano (FNC-B4), anosmina-1 induce
crecimiento de neuritas y una reorganizacion del citoesqueleto a través de mecanismos
dependientes de FGFR1 (Gonzdalez-Martinez et al. 2004).

En el pez cebra se han encontrado dos ortdlogos para el gen KAL1 denominados,
kallay kallb, que codifican para anosmina lay 1b, respectivamente, mostrando distintos
patrones de expresién durante el desarrollo. En el sistema olfativo del pez cebra, la
inactivacion de kalla impide la llegada de los axones olfativos a su destino final en el BO
provocando una disminucion del nimero de neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas en
esta estructura (Yanicostas et al. 2009) y sélo anosmina 1a es esencial para la migracién
de las neuronas GnRH en el pez cebra (Whitlock et al. 2005).

Las moléculas de la ECM tienen un papel importante en la morfogénesis y en la
diferenciacién de las células madre (Engler et al. 2006; Sakai et al. 2003; Wang et al.
2008). Recientemente, se ha demostrado que anosmina-1 esta implicada en la formacién
de la cresta neural, regulando la expresion y actividad de factores de crecimiento como
FGF8 y BMP5, mientras que inhibe la expresién de WNT3a (Endo et al. 2012), todos ellos
morfégenos determinantes para el desarrollo del sistema nervioso.

1.3.3 Mecanismo de accién de la proteina anosmina-1

Aunque los mecanismos de accidon de anosmina-1 no se conocen completamente,
se ha propuesto su interaccidon con diferentes componentes de la ECM, asi como con
receptores de membrana. Por ejemplo, la interaccion con HS presentes en la ECM es
importante para la localizacién y la unién de anosmina-1 a dicha ECM (Hu et al. 2004;
Rugarli et al. 1996; Soussi-Yanicostas et al. 1996; Soussi-Yanicostas et al. 1998) y al menos
cinco motivos de union a HS han sido descritos en esta proteina (Robertson et al. 2001).
Los HS parecen ser necesarios para la actividad biolégica de anosmina-1 (Bllow et al.
2002; Biilow y Hobert 2004; Cariboni et al. 2004; Gonzalez-Martinez et al. 2004) vy, de
hecho en C. elegans, la interaccién entre la proteina anosmina-1 con sindecano-1 y
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glipicano-1 controla la migracion de los neuroblastos durante el desarrollo embrionario
(Hudson et al. 2006). Ademas, este mismo modelo en mutantes de C.elegans, el
crecimiento axonal inducido por anosmina-1 es suprimido cuando estos organismos son
deficientes en heparan-O-sulfotransferasa y C5-epimerasa (Blilow y Hobert 2004).

Se ha demostrado, mediante experimentos de co-inmunoprecipitacién (ColP) y
resonancia de plasmén de superficie (SPR), la interaccién directa del activador de
plasmindgeno tipo urokinasa (UPA) con anosmina-1, que aumenta la actividad proteolitica
de uPA in vitro (Hu et al. 2004).

Posibles interacciones homofilicas entre anosmina-1 y la interaccién con otras
proteinas de la ECM, como fibronectina y laminina, han sido demostradas previamente
por nuestro grupo (Bribian et al. 2008). Como ya se ha comentado anteriormente la
implicacion de prokineticina 2 y su receptor Prokr2 en el KS plantea la hipétesis de que
anosmina-1 podria modular la actividad de estas moléculas, al igual que ocurre con FGFR1
(Dodé et al. 2006; Hardelin y Dodé 2008).

El mecanismo de accién de anosmina-1 mejor conocido es su interaccién con el
receptor FGFR1 y la modulacidon de la activacién de este receptor por FGF2 (Ayari y
Soussi-Yanicostas 2007; Bribian et al. 2006; Dodé et al. 2003; Garcia-Gonzalez et al. 2010;
Gonzdlez-Martinez et al. 2004; Hu et al. 2009). De hecho, la interaccion entre estas dos
proteinas ha sido descrita por ColP (Ayari y Soussi-Yanicostas 2007; Bribidn et al. 2006;
Gonzalez-Martinez et al. 2004) y, mediante SPR se ha demostrado que la region N-
terminal de anosmina-1 (que comprende los dominios CR, WAP y el primer dominio Fnlll)
interacciona con los dominios extracelulares D2 y D3 del receptor FGFR1 (Hu et al. 2009).

Los receptores FGFRs pertenecen a la superfamilia de receptores tirosina kinasa
compuesta por 5 miembros (FGFR1-5) que contienen un dominio extracelular de unién a
ligando, un dominio transmembrana y un dominio tirosina kinasa intracelular (Ornitz et
al. 1996). El ligando prototipo del receptor FGFR1 es uno de los componentes de la familia
de los FGFs, el FGF2. Los HS secretados por las células son esenciales para la correcta
interaccidn y estabilizacién del complejo FGF/FGFR (Guimond y Turnbull 1999). En la
formacion del complejo FGF/FGFR/HS, en primer lugar, se produce la unién FGF/FGFR,
que permite la dimerizacion del receptor. Los HS estabilizan este complejo y permiten la
unién de una segunda molécula de FGF (Ornitz 2000). En la secuencia de anosmina-1
existen cinco motivos de unién a HS, que son importantes para la localizacién y la unién
de anosmina-1 a la ECM a través de su interaccion con los HS (Hu et al. 2004; Robertson
et al. 2001; Rugarli et al. 1996; Soussi-Yanicostas et al. 1996). Tanto anosmina-1 como
FGFR1 requieren de los HS para sus funciones bioldgicas. De hecho, algunos autores
sugieren que anosmina-1 regula la sefializacién de FGFR1 a través de su interaccién
dependiente de HS (Gonzalez-Martinez et al. 2004). Se ha hipotetizado que, debido a su
naturaleza difusible, anosmina-1 intervendria en la dindmica de unién del complejo FGF2-
FGFR1-HS. La interaccidon anosmina-1/HS para unirse después con FGF2/FGFR1 facilitaria
la sefializacion del complejo FGF2-FGFR1-HS. Si los niveles de anosmina-1 son elevados,
anosmina-1 no se uniria a los HS y podria difundir libremente por la superficie de la célula,
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obstaculizando la formacién del complejo FGF2-FGFR1-HS (Hu et al. 2009). A esto hay que
afadir que, recientemente, se ha demostrado que anosmina-1 interacciona con FGF8
promoviendo la formacién del complejo FGF8/FGFR1 (Endo et al. 2012).

Una caracteristica importante de la familia FGFR es la gran variedad de isoformas
generadas por splicing o procesamiento alternativo de los transcritos de FGFR
(Eswarakumar et al. 2005; Hu y Bouloux 2010). Las diferentes isoformas de los FGFRs
incluyen un dominio extracelular compuesto por tres dominios tipo inmunoglobulina (Ig)-
like. El tercer dominio Ig-like (D3) determina la especificidad de unién al ligando y media
la dimerizacién del receptor inducida por dicho ligando, que conlleva la autofosforilacién
en trans del receptor y como consecuencia, su activacién (Furdui et al. 2006; Schlessinger
y Ullrich 1992). El splicing alternativo en D3 existe en FGFR1, 2 y 3, pero no en FGFR4
(Miki et al. 1992; Werner et al. 1992; Yayon et al. 1992). El exén 7 del gen FGFR1 codifica
para la primera mitad del dominio D3, designada como “a’. Los exones 8 y 9, mediante el
splicing alternativo, codifican alternativamente para la segunda mitad del dominio D3
dando lugar a las isoformas ‘b” y ‘c de FGFR1, respectivamente (Eswarakumar et al.
2005). Estudios previos han demostrado que es la isoforma llic de FGFR1 la que estd
implicada en la patogenia del KS (Dodé et al. 2007; Pitteloud et al. 2006) y, de hecho,
anosmina-1 se une a FGFR1lllc con mucha mas afinidad que a FGFR2lllc o FGFR3lllc (Hu et
al. 2009). Ademads, anosmina-1 induce la proliferacién de las células linfoides BaF3 que
expresan FGFR1lllc pero no expresan las isoformas FGFR2Illic o FGF3llic (Gonzalez-
Martinez et al. 2004; Hu et al. 2009; Ornitz et al. 1996). Estos hallazgos sugieren que la
alteracion de la sefializaciéon a través de la isoforma llic del receptor FGFR1 consolida la
patogénesis molecular del KS.
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Figura 3: Estructura del receptor FGFR1. Diagrama esquematico de los dominios de la proteina
(SP, péptido sefial; Ig I-lI-Ill, dominios immunoglobulin-like; S-S, puentes disulfuro; TM, dominio
transmembrana; TK 1-2, dominios tirosina kinasa). El sitio de unién al ligando FGF se encuentra entre los
dominio D2 y D3. La regidén D1 estd implicada en mecanismos de autoinhibicion. Adaptado de
Eswarakumar et al. 2005.
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1.4. Sintomatologia del Sindrome de Kallmann

El KS es genéticamente heterogéneo con tres modos de herencia: forma ligada al
cromosoma X, debida a mutaciones en el gen KAL1 (Hardelin 2001); la forma dominante
autosdmica, debida a mutaciones en el gen KAL2 (Dodé et al. 2003); y la menos frecuente
es la forma autosdmica recesiva, aunque también hay casos esporadicos, supuestamente
debidos a mutaciones de novo (Quinton et al. 2001). Las mutaciones en los genes KAL1 y
KAL2 apenas se dan en el 15% de todos los casos del KS, y aquellas descritas en el gen
KAL1 son, principalmente, deleciones o inserciones que dan lugar a la introduccién de un
codoén de parada prematuro o cambios en el marco de lectura (Albuisson et al. 2005;
Dodé et al. 2003; Martin et al. 2011; Pitteloud et al. 2005; Sato et al. 2004).

Aunque menos del 20% de las mutaciones asociadas al KS se producen por un
cambio de aminoacido (Bianco y Kaiser 2009; Dodé y Hardelin 2009; Hu y Bouloux 2010;
Pitteloud et al. 2006), se han identificado mutaciones puntuales de este tipo en el locus
KAL1 de pacientes con KS. En concreto se han encontrado las mutaciones C163Y y C172R
en el dominio WAP de anosmina-1, que podrian afectar a la formaciéon de un puente
disulfuro desestabilizando la estructura terciaria de este dominio (Bianco y Kaiser 2009;
Oliveira et al. 2001). El resto de mutaciones por cambio de aminoacido se han localizado
en los dominios Fnlll, como la mutacién N267K en el dominio Fnlll.1 (Robertson et al.
2001) y las mutaciones E514K y F517L en el dominio Fnlll.3 (Georgopoulos et al. 1997;
Maya-Nufez et al. 1998) que pueden afectar al plegamiento y la estabilidad estructural
de la proteina (Kim et al. 2008).

Una variedad de sintomas satélites han sido descritos en algunos pacientes con KS.
Algunos de ellos podrian estar asociados a deficiencias en la migracién de los OPCs y/o la
mielinizacidon de los axones de diferentes tractos, como las sinquinesias (Conrad et al.
1978) y los movimientos andmalos de los ojos (Schwankhaus et al. 1989). Ambos
sintomas pueden ser el resultado de alteraciones como la pérdida o la desorganizacién
axonal del cuerpo calloso y/o del tracto corticoespinal (Gallea et al. 2011; Kéenigkam-
Santos et al. 2008; Kéenigkam-Santos et al. 2010), dos de las regiones que presentan una
alta densidad de oligodendrocitos (OLs) anosmina-1* (Clemente et al. 2008). Otros
sintomas satélites descritos en pacientes afectados con KS son la agenesia renal (Kirk et
al. 1994) y el deterioro auditivo (Hill et al. 1992; Lieblich et al. 1982; Tsai y Gill 2006),
entre otras anomalias.
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2. DESARROLLO DE LA CORTEZA CEREBRAL

La corteza cerebral es una de las estructuras mas complejas en el SNC. Surge de la
evaginacion de las vesiculas telencefdlicas, que se desarrollan histogenéticamente de
modo diferente en sus porciones cortical (palial) y nuclear (subpalial). El palio crece
mucho en superficie y escasamente en grosor, dando lugar a la corteza cerebral. El
subpalio, en cambio, crece mucho mas en grosor que en superficie, dando lugar a la
eminencia glanglionare medial (MGE) y lateral (LGE) (Puelles, 2008).

La zona germinal de la corteza cerebral es la zona ventricular, un neuroepitelio
que se extiende a lo largo de los ventriculos laterales. Las células progenitoras de esta
zona (tipo B) dan lugar a las células amplificadoras (tipo C) capaces de generar neuronas,
astrocitos y OLs (Lieblich et al. 1982).

La neurogénesis cortical es, principalmente, un proceso prenatal, y es sustituida en
el periodo postnatal por la generacion de células gliales, que se originan en la SVZ, una
segunda capa de células germinales que persiste en el adulto (Altman 1969; Lois y
Alvarez-Buylla 1993; Luskin 1993). La generacién de neuronas se ha completado
esencialmente en el momento del nacimiento y una neurogénesis limitada persiste en la
SVZ y en el hipocampo (Alvarez-Buylla et al. 2000; Garcia-Verdugo et al. 1998; Ma et al.
2009) .
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Figura 4: Nichos neurogénicos durante el desarrollo y en el estado adulto. Vista sagital del
cerebro de ratdn mostrando la SVZ y el giro dentado (DG). En la SVZ, las células progenitoras (tipo B) van a
dar lugar a las células amplificadoras (tipo C). Las células tipo C son las precursoras tanto de las células que
dardn lugar a los OLs, como de una poblacion de neuronas inmaduras (tipo A o neuroblastos) que migran
hacia el BO por la corriente migratoria rostral (A). En el DG del hipocampo, las células progenitoras de la
zona subgranular proliferan y pasan por diferentes cambios morfoldgicos y fisioldgicos hasta que se
diferencian y se integran como células maduras (B). Adaptado de Gonzdlez-Pérez et al. 2009 y Ma et al.
20009.
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2.1. Oligodendrogliogénesis

Los OLs se originan a lo largo del tubo neural a partir de los progenitores de
oligodendrocitos, que posteriormente van a dar lugar a los precursores de
oligodendrocitos (OPCs) (Miller 2002; Qi et al. 2002; Yu et al. 1994).

La oligodendrogénesis en el prosencéfalo es un proceso complejo y dinamico. En
el ratdén, a E12.5, existe una primera oleada de OPCs que se generan a partir de las células
precursoras que expresan Nkx2.1 en el drea entopeduncular anterior (AEP) y en la zona
ventricular de la MGE. A medida que el desarrollo continua, los OPCs y OLs que derivan de
las células Nkx2.1 positivas disminuyen en la corteza cerebral diez dias tras el nacimiento,
aunque todavia son la poblacion mayoritaria en la regién ventral. Estas células seran
reemplazadas por otra poblacion de OPCs que derivan de células precursoras Gsh2
positivas en la eminencia ganglionar lateral y caudal (LGE y CGE, respectivamente), y
posteriormente, por precursores corticales positivos a Emx1 que mielinizaran el
neocértex. De este modo, tres oleadas de subpoblaciones de OPCs compiten por el
espacio y son necesarias para colonizar el SNC durante el desarrollo, siguiendo una
progresion temporal ventro-dorsal (Kessaris et al. 2006).

A

Figura 5: Oligodendrogénesis durante el desarrollo en el raton. Tres oleadas secuenciales de OPCs
(OPC 1, OPC 2 y OPC 3) se producen desde diferentes regiones de la zona ventricular del prosencéfalo. La
primera oleada (OPC 1, en verde) se origina en la AEP y MGE, aproximadamente a partir del estado
embrionario E12.5; la segunda oleada (OPC 2, en azul) se produce a partir de E15.5 desde la LGE y la CGE; y
la tercera oleada (OPC 3, en rojo) empieza desde el nacimiento donde los OPCs se originan en el cértex. Los
OPC 1 son sustituidos por las sucesivas oleadas (Kessaris et al. 2006). Imagen adaptada de Rowith y
Kriegstein, 2010 (A). Fotografia de un OPC A2B5/Olig2" (derecha arriba) y un OL MBP*/Olig2" (derecha
abajo) (B).

Dependiendo de su sitio de proliferacién, los OPCs adoptan un patréon de
migracion recorriendo largas distancias para colonizar diferentes zonas del cerebro de
manera especifica antes de diferenciarse en OLs maduros capaces de mielinizar los
axones (de Castro y Bribidn 2005; Jarjour y Kennedy 2004; Miller 2002; Olivier et al. 2001;
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Rowitch y Kriegstein 2010). Un buen ejemplo es el de los OPCs que se generan en el area
predptica del ratdn, los cuales se originan en la linea media ventral del tercer ventriculo y
migran durante el desarrollo desde el quiasma éptico hasta el nervio éptico (Miller 1996).
La existencia de diferentes patrones de migracién entre las zonas ventral y caudal del
cerebro sugiere que las propiedades del entorno en el que se originan los OPCs son
esenciales para controlar la migracién de estas células durante el desarrollo del SNC.

2.2. Migracion y diferenciacion de los OPCs

Los OPCs necesitan sefiales que promuevan su migracion desde el lugar donde se
generan hasta su destino final, donde contactan con los axones que van a mielinizar.
Factores de crecimiento como el factor de crecimiento fibroblastico 2 (fibroblastic growth
factor, FGF2) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet-derived growth
factor, PDGF) han sido implicados en la migracién de los OPCs. Tanto PDGF como FGF2
promueven juntos la migracion de los OPCs (Armstrong et al. 1990; Milner et al. 1996;
Simpson y Armstrong 1999; Vora et al. 2011), ademas de promover la proliferacion y
diferenciaciéon de estas células (Bansal et al. 2003; Baron et al. 2000; Gibney y McDermott
2007; Hu et al. 2008; Lachapelle et al. 2002). Puesto que los OPCs expresan tanto
receptores para PDGF como para FGF durante las ultimas fases de diferenciacion
oligodendroglial (Redwine et al. 1997), se ha propuesto que la capacidad migratoria de
estas células es adquirida mediante un mecanismo de sefializacion intracelular a través de
FGF y de PDGF, actuando ambos factores por vias diferentes (Simpson y Armstrong 1999).

Las células de la linea oligodendroglial expresan los receptores FGFR1, FGFR2 y
FGFR3, pero solo FGFR1 media la migracién de los OPCs a través de FGF2, mientras que
FGFR2 y FGFR3 promueven la proliferacién y diferenciacién de estas células (Bansal et al.
1996). La sefializacion de FGF, a través de los receptores FGFR1 y FGFR2, pero no FGFR3,
es necesaria para la generacion inicial de los OPCs en el prosencéfalo ventral en ratén,
siendo FGFR1 el inductor mas importante (Bansal y Pfeiffer 1997; Furusho et al. 2011). La
variabilidad y disponibilidad de ligando junto con cambios en la expresiéon de los FGFRs
dan lugar a un repertorio de diferentes cascadas de sefializacion que regulan el desarrollo
normal de los OLs. De esta manera, la estimulacion de los OLs maduros y el crecimiento
de la vaina de mielina esta controlado por la sefializacidén a través de FGFRs mediante Ia
regulacion de la actividad de ERK1/2 in vitro (Fortin et al. 2005). Estudios in vivo muestran
una disminucion de pERK1/2 en ratones mutantes para fgfrl'/';fgfrZ'/’ gue resulta en la
hipomielinizacién del SNC (Furusho et al. 2012). En ratones carentes tanto de ERK1 como
ERK2, pese a que sus OPCs proliferan y se diferencian adecuadamente, no se produce
correctamente la activacion de la transcripcion de los genes que regulan la sintesis de las
proteinas que conforman la mielina. De esta manera, los OLs no son capaces de aumentar
el grosor de la mielina paralelamente al incremento del didmetro del axén, debido a una
disminucion en el nimero de envueltas de mielina (Ishii et al. 2012). Por el contrario, la
activacion de ERK1/2 en los OLs promueve el proceso de mielinizacién in vitro, no sélo
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adelantando la mielinizacién sino induciendo un aumento en el nimero de OLs maduros
capaces de mielinizar (Xiao et al. 2012).

La principal prueba sobre la relevancia del factor PDGFa en la migracién de los
OPCs se basa en el estudio de una linea de ratén knockout para esta molécula. Estos
animales muestran una disminucién en el nimero de OPCs PDGFRa" presentes en el
nacimiento, seguido de una reduccién en el nimero de OLs y una hipomielinizacidon
postnatal (Fruttiger et al. 1999).

El factor de crecimiento endotelial (VEGF) promueve la migraciéon de los OPCs,
debido a una reorganizacion de la actina en su citoesqueleto por la activacion de la
cascada de seializacién dependiente de ROS y FAK, sin afectar a su proliferacién
(Hayakawa et al. 2011; Hayakawa et al. 2012). En el adulto, la infusién intraventricular del
factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor, EGF) promueve la
proliferaciéon y la migracion de progenitores neurales desde la superficie ventricular
(Fricker-Gates et al. 2000), mientras que sobre la oligodendroglia, el EGF favorece su
proliferaciéon, migracion y diferenciacion (Gonzalez-Pérez et al. 2009). El aumento de la
sefalizacion a través de EGFR incrementa la mielinizacion durante el desarrollo, asi como
la oligodendrogénesis y la remielinizacién después de una desmielinizacién puntual en el
cuerpo calloso (Aguirre y Gallo 2007; Aguirre et al. 2007).

Otro factor de crecimiento, la neurorregulina 1, es un potente quimioatrayente in
vitro para los OPCs en el nervio éptico embrionario, via el receptor ErbB4. De hecho, los
ratones knockout para ErbB4 muestran una disminuciéon en la migracion de los OPC in
vivo (Ortega et al. 2012). Las neurorregulinas, como el factor de crecimiento insulinico
tipo 1 (IGF-1) y el factor neurotréfico ciliar (CNTF), han sido identificados como
reguladores de la diferenciacién de los OLs por la activacién de sus correspondientes
receptores expresados en la superficie de estas células (Brinkmann et al. 2008; Carson et
al. 1993; Stankoff et al. 2002). La endotelina-1 (ET-1) promueve la migracién de los OPCs,
a través de la fosforilacion de CREB y ERK, inducida por la activacién de los receptores de
ET-1 (Gadea et al. 2008). Ademas, la estimulacion de los OPCs con ET-1 induce la
expresion de proteinas de mielina como MBP (Jung et al. 2011).

Durante su migracién, los OPCs son guiados por moléculas de adhesion de la ECM.
Sustratos como laminina, fibronectina, vitronectina o anosmina-1 promueven la adhesion
de los OPCs, y directa o indirectamente la migracidn, mientras que el colageno la inhibe
(Bribian et al. 2008; Milner et al. 1996). Las moléculas fibronectina y merosina promueven
la migracidén (solo o en combinacion con PDGF), sin embargo, tenascina-C selectivamente
inhibe la migracion de los OPCs que responden a fibronectina pero no a merosina (Frost
et al. 1996). Tenascina-C actua, no sélo de manera dependiente de adhesién, sino
también a través de mecanismos independientes de adhesidn para inhibir la migracion de
los OPCs (Kiernan et al. 1996).

Un grupo de moléculas secretadas que promueven la migracién de los OPCs son
las moléculas como PSA-NCAM, netrinas y semaforinas. PSA-NCAM estd implicada en la
direccion de migracién de los OPCs en respuesta a un gradiente de PDGFa (Zhang et al.
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2004). Netrina-1 ejerce un efecto quimiorrepulsivo en la dispersion inicial de los OPCs de
la médula espinal (Tsai et al. 2003). Netrina-1 y sema3F poseen un efecto
quimioatrayente y sema3A presenta un efecto quimiorrepelente sobre los OPCs del
quiasma Optico e inhibe su migracion hacia la retina durante el desarrollo (Spassky et al.
2002; Sugimoto et al. 2001).

Cada paso en la maduracion de los OLs, desde el estado de precursor hasta el de
OL maduro mielinizante, puede ser identificado por cambios en la morfologia celular y en
la expresion de marcadores especificos (Rowitch 2004). Este proceso, que se inicia
durante la embriogénesis y contintia en el estado adulto, estd regulado por sefiales
extracelulares y una red de factores intracelulares coordinados en el espacio y en el
tiempo. Factores especificos que promueven la diferenciacion de los OLs son, por
ejemplo, Oligl/2, Sox10, YY1, Nkx2.2, Zfp488, MRF y Zfp191 (Emery et al. 2009; He et al.
2007; Howng et al. 2010; Li et al. 2007; Wang et al. 2006; Xin et al. 2005), y coordinan las
sefiales inhibidoras tales como BMP, Wnt y Notch (Emery 2010; Grinspan et al. 2000;
Mekki-Dauriac et al. 2002; See et al. 2004). El equilibrio resultante entre las sefales
reguladoras positivas y negativas controla el proceso de mielinizacién.

Célula madre Precursor de Oligodendrocito Oligodendrocito
oligodendrocito inmaduro maduro
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Figura 6: Principales etapas del desarrollo de los OLs. Los OPCs se originan a partir de células madre
en la SVZ y colonizan el SNC. Estas células poseen una morfologia bipolar, tienen capacidad de proliferar, y
sobre todo, de migrar. En comparacién con los OPCs, los OLs diferenciados, ya sean inmaduros o maduros,
tienen una morfologia mas compleja y ya no migran. Dependiendo del estado de diferenciacidn, los células
del linaje oligodendroglial expresan antigenos que permiten distinguirlos con diferentes marcadores (Bansal
y Pfeiffer 1992).
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2.3. Mielinizacion del SNC

En el adulto, los OLs se distribuyen homogéneamente por todo el SNC, incluyendo
tanto la materia blanca como la materia gris (Mallon et al. 2002; Miller 1996). La
caracteristica mas importante de estas células es su capacidad para formar la vaina de
mielina que recubre los axones, proporcionando un aislamiento que facilita la conduccion
saltatoria del impulso eléctrico de una manera rapida a lo largo de las fibras nerviosas del
SNC (Barres y Barde 2000).

Aunque la vaina de mielina estd mayoritariamente compuesta por lipidos, estas
extensiones especializadas de la membrana de los OLs y de las células de Schwann
también contienen proteinas que proporcionan integridad, estructura y funcionalidad a la
vaina de mielina (Lee y Fields 2009). En el SNC, las proteinas de mielina mds importantes
incluyen la proteina proteolipidica ("proteolipid protein", PLP) y un péptido relacionado
con la misma DM20; la proteina basica de mielina ("myelin basic protein", MBP), la
glicoproteina asociada a mielina ("myelin-associated glycoprotein", MAG) y la 2’,3’-
nucledtido-ciclico 3’-phosphodiesterasa ("2'3'-cyclic-nucleotide 3'-phosphodiesterase",
CNPasa) (Jahn et al. 2009). PLP y MBP, son las proteinas mas abundantes en la vaina de
mielina, constituyendo un 80% del total del contenido proteico, y estan implicadas en el
proceso de compactacion que genera la estructura multicapa de la mielina madura
(Fulton et al. 2010; Baron y Hoekstra 2010). Al contrario que las células de Schwann, un
OL puede mielinizar varios axones, pero no todos son mielinizados de manera simultadnea,
por lo que la produccion de mielina es un proceso altamente regulado (Baron y Hoekstra
2010). Diversas sefales provenientes de neuronas eléctricamente activas, tales como
factores de crecimiento, factores neurotréficos y la propia actividad eléctrica, regulan los
acontecimientos celulares implicados en la mielinizacidn y en la expresidén de genes en los
OLs (Demerens et al. 1996; Ishibashi et al. 2006).

Oligodendrocito

Nodo
de Ranwer i

Crecimiento
de la mielina

{

Axén

Figura 7: Mielinizacion de los axones y disposicion de la mielina. En el SNC, la mielina estd formada
por los OLs que se enrollan alrededor de los axones de varias neuronas proporcionando soporte estructural
a las mismas y aislando sus axones. Las interrupciones que se suceden a intervalos regulares a lo largo de la
longitud del axén en la vaina de mielina se denominan nodos de Ranvier. La disposicién de las dos proteinas
mayoritarias en la mielina (PLP y MBP) se muestra en la mielina compacta localizada en el internodo.
Adaptado de Lee y Fields 2009; Jahn et al. 2009.
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Para asegurar una rapida y eficiente conduccién del impulso nervioso, los axones
mielinizados establecen y mantienen porciones no mielinizadas denominadas nodos de
Ranvier. En ellos se concentran los canales de sodio, los cuales median la despolarizacidn
de la membrana dando lugar a la conduccion saltatoria. En los paranodos, la region que
flanquea cada lado del nodo, se agrupan las proteinas paranodina, neurexina y caspr, que
anclan la vaina de mielina al axén y forman una barrera fisica entre los canales de sodio
del nodo de Ranvier y los canales de potasio de la region yuxtaparanodal (Dupree et al.
2004). La estrecha asociacidon entre los paranodos y las membranas de las células gliales
actua de barrera entre el nodo y la region yuxtaparanodal, aislando la actividad eléctrica
del nodo de Ranvier y evitando la difusién lateral de las proteinas (Poliak y Peles 2003).

Alteraciones en el proceso molecular que conlleva la mielinizacién del axén dan
lugar a una conduccién eléctrica anormal, dificultando la transferencia de informacion
entre las diferentes regiones del cerebro. La comunicacion entre axones y OLs es de vital
importancia en aquellas enfermedades neuroldgicas en que la pérdida de los OLs y la
desmielinizacién estad asociada con una degeneracién de los axones. Por ejemplo, en la
esclerosis multiple (EM), la pérdida de OLs y la desmielinizacién estan asociadas a una
degeneracion progresiva de los axones y un declive neurolégico (Arnold 1999; Trapp et al.
1999).
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Para este trabajo, encaminado a la obtencion del titulo de doctor, hemos partido de dos
hipoétesis interrelacionadas:

1.  Andlisis de la interaccion entre anosmina-1, FGFR1 y componentes de la matriz
extracelular.

La existencia de una interaccidn fisica y funcional entre anosmina-1 y FGFR1 ha
sido demostrada anteriormente (Ayari y Soussi-Yanicostas 2007; Bribian et al. 2006; Dodé
et al. 2003; Gonzalez-Martinez et al. 2004; Hu et al. 2009). Ademas, se han descrito
interacciones homofilicas anosmina-1/anosmina-1 y heterofilicas de anosmina-1 con
otros componentes de la matriz extracelular (Bribian et al. 2008). Sin embargo, los
dominios especificos de anosmina-1 implicados en todas estas interacciones no se
conocen.

Anosmina-1 posee una estructura modular compuesta por una regién N-terminal
rica en residuos de cisteina, un dominio WAP, cuatro dominios Fnlll y una regién C-
terminal rica en histidinas y residuos basicos. Proteinas de la matriz extracelular que
contienen dominios Fnlll, como las proteinas L1, NCAM y FLRT3, son capaces de unirse al
receptor FGFR1 a través dichos dominios (Bottcher et al. 2004; Kiselyov et al. 2003;
Kulahin et al. 2008). Nuestra hipdtesis se basa en que, al igual que estas moléculas,
anosmina-1 podria interaccionar con el receptor FGFR1 y con otras proteinas de la matriz
extracelular (laminina, fibronectina, anosmina-1), bien a través de sus dominios Fnlll, o
quiza a través de otros de sus dominios.

Algunas de las mutaciones puntuales de cambio de aminoacido, identificadas en el
locus KAL1 de pacientes afectados con sindrome de Kallmann, impiden la unién a FGFR1
(Hu et al 2009) y suprimen la migracion de una linea celular inmortalizada (GN11)
derivada de neuronas GnRH promovida por anosmina-1 (Cariboni et al. 2004). Nuestro
grupo ha descrito que anosmina-1, via FGFR1, es quimioatrayente para los neuroblastos
de la zona subventricular del cerebro anterior (Garcia-Gonzalez et al., 2010). Tomando
como referencia este modelo para nuestros estudios, pensamos que la introduccién en
anosmina-1 de alguna de las mutaciones descritas, podria afectar tanto a la unién con
FGFR1 como al efecto bioldgico de la proteina sobre los neuroblastos a través de este
receptor.

2. Caracterizacion de una linea de raton transgénico que sobreexpresa la proteina
anosmina-1.

Anosmina-1 participa en diversas funciones en el SNC, entre ellas, presenta un efecto
guimiotactico para las neuronas GnRH (Cariboni et al 2004) y participa en la migracién y
adhesién de precursores de oligodendrocitos (Bribian et al 2006; Bribian et al 2008).
Ademads, es quimioatrayente para los axones de las neuronas de proyeccién del bulbo
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olfativo y para los neuroblastos que migran de la zona subventricular, e indispensable
para la formacién de las colaterales axdnicas del bulbo olfativo y de las neuronas de
proyeccién del cerebelo (Soussi-Yanicostas et al 2002; Gianola et al 2008; Garcia-Gonzalez
et al 2010).

Esta variabilidad funcional también ha sido observada en otros organismos como
Drosophila, donde la sobreexpresién de anosmina-1 produce un defecto estructural
durante el desarrollo (Andrenacci et al 2006). En C. elegans, la sobreexpresion de esta
proteina en las interneuronas AlY produce un defecto en la ramificacién de los axones
(Bulow et al 2002) y en el crecimiento de neuritas (Rugarli et al 2002). En Danio renio (pez
cebra) la inactivacién del ortélogo de KAL1, llamado kalla, afecta al desarrollo del bulbo
olfativo, asi como a la diferenciacién de las neuronas GABAérgicas y dopaminérgicas de
esta estructura (Yanicostas et al 2009).

Debido a que no se ha descrito un ortégolo del gen KAL1 ni en rata ni en ratdén que
permita anular su expresion y analizar las posibles consecuencias derivadas de dicha
inactivaciéon, pensamos que la generacion de una linea de ratdén transgénico que
sobreexprese la proteina anosmina-1 humana puede ser una buena herramienta para
estudiar la funcion de esta molécula en diferentes poblaciones celulares durante el
desarrollo del SNC.
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Objetivo principal:

- Dilucidar la funcién y los mecanismos moleculares de actuacion de la proteina
anosmina-1.

Objetivos especificos:

1. Identificar las regiones de anosmina-1 que participan en su interaccién con el
receptor FGFR1 y determinar qué mutaciones descritas en el gen KAL1 de pacientes con
sindrome de Kallmann, en aquellos dominios implicados en la interaccién, pueden afectar
a la unién de esta proteina con el receptor FGFR1.

2. Estudiar el papel de los dominios de anosmina-1, implicados o no en la unién con
FGFR1, en la migracion de los neuroblastos a través de dicho receptor, asi como el papel
de las mutaciones descritas en estos dominios en pacientes con KS.

3. Analizar la interaccion de anosmina-1 con diferentes moléculas de la matriz
extracelular, como laminina, fibronectina y las interacciones homofilicas anosmina-
1/anosmina-1, asi como identificar las regiones de anosmina-1 que participan en dichas
interacciones.

4. Caracterizar una linea transgénica de ratdn que sobreexpresa la proteina anosmina-1
y estudiar el efecto de la sobreexpresion de esta proteina en el desarrollo del SNC,
concretamente, en los precursores de oligodendrocitos in vivo e in vitro.
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CAPITULO 1. Analisis de la interaccién anosmina-1/FGFR1 y otros
componentes de la matriz extracelular
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CAPITULO 2. Caracterizacién de una linea de ratén transgénico que
sobreexpresa la proteina anosmina-1
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Material y Métodos

2.1. MATERIALY METODOS

2.1.1. GENERACION DE UNA LINEA DE RATON TRANSGENICO QUE SOBREEXPRESA
ANOSMINA-1

El ADNc del gen KALI humano fue utilizado para generar la linea de ratén
transgénico que sobreexpresa la proteina anosmina-1 (A1) bajo el control del promotor
de la B-actina humana en el vector pBAP (Gunning et al. 1987) cedido por el Dr. Lino
Tessarollo (NCI, Frederick, MD 21702, USA), seguido por una secuencia IRES y el ADNc
para el gen EGFP como reportero. El gen EGFP facilitd la deteccion de la expresidn de esta
proteina en los ratones mediante Western blot. La inyeccion del ADN asi como la
generacion de los animales fundadores fue llevada a cabo en la Unidad de Generacién de
Organismos Modificados Genéticamente del Servicio de Experimentacidon Animal de la
Universidad de Salamanca.

El genotipado mediante PCR fue realizado sobre el ADN gendmico extraido de la
cola de los ratones utilizando los siguientes cebadores:

hKalexon11: 5-GGTGACTGTCCAACCAATACG-3’
hKalexon12: 5'-GGAAGGCAGAATCTGGGACTG-3’;
EGFP15: 5"GCGACGTAAACGGCCACAAG-3;
EGFP23: 5"-CGGTCACGAACTCCAGCAGG-3’

Los animales proceden del animalario del Hospital Nacional de Parapléjicos y de
las empresas Charles River Laboratories y Janvier, cuando fueron necesarios ratones
C57BL/6. En estas instalaciones los animales se mantuvieron en condiciones controladas
(temperatura 22+2°C y humedad 50+10%), en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y
alimentados ad libitum con agua y pienso esterilizado por irradiacién.

Todos los experimentos realizados en este estudio en los que se usan animales
fueron realizados de acuerdo con la legislacion espafiola (RD223/88) y europea vigentes
(86/609/ECC), y fueron sometidos a la evaluacién del comité de bienestar animal del
Hospital Nacional de Parapléjicos (SAPA0O1) y aprovados por la Comision de Cuidado
Animal de este Hospital.
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2.1.2. HISTOLOGIA

Preparacion del tejido

Los animales control (+/+) y los transgénicos que sobreexpresan Al fueron
perfundidos intracardiacamente a las edad embrionaria E16.5 y a edades postnatales PO,
P5, P15 y P30 con tampdn fosfato salino (PBS, pH 7,4), seguido de paraformaldehido
(PFA) al 4% en tampon fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,4. Se postfijaron en el mismo fijador
durante 4 horas y se lavaron tres veces con PB antes de ser crioprotegidos por inmersién
en sacarosa al 30% (peso/volumen) en PB. El tejido fue incluido en bloques de gelatina,
congelado por inmersidon en isopentano a -60°C y almacenado a -80°C. Las secciones
coronales, de 20 um de grosor, fueron obtenidas con un criostato (Leica) y almacenadas a
-20°C hasta su uso.

Inmunohistoquimica

Las secciones, tras varios lavados en PB, se pretrataron para inactivar las peroxidasas
endogenas con H,0; (3%) y metanol (10%) en PB durante 20 minutos. Posteriormente se
lavaron en PB y fueron bloqueadas con suero de burro o de cabra (Vector Laboratories) al
5% en PB y permeabilizados con Triton X-100 al 0,2% durante 1 hora a temperatura
ambiente. El marcaje se llevd a cabo incubando el tejido durante una noche a 4°C en la
misma solucién de bloqueo junto con los anticuerpos primarios utilizados en cada caso:
anti-Olig2 (1:500; AB9610 Millipore o 1:200; AF2418 RD), anti-Histone H3 (phospho S-10)
(1:200; ab5176 Abcam), anti-PDGFRo. (1:100; sc-338 Santa Cruz), anti-aCC1 (1:200;
Calbiochem), y anti-Caspr (1:300, ab34151 Abcam). El anticuerpo primario fue detectado
con el respectivo anticuerpo secundario biotinilado 1gG (1:200; Vector Laboratories) en la
misma solucién de bloqueo durante una hora a temperatura ambiente, y con el kit
Vectastain Elite ABC (1:200 en PBS con Triton X-100 al 0,2%; Vector Laboratories). La
reaccion fue revelada con 3,3-diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich) al 0,0125% como
cromoégeno y H,0, al 0,003% en tampdn Tris-HCl 0,1 M con pH 7,6. El tejido de la misma
edad para los dos genotipos estudiados fue revelado con DAB en la misma cubeta de
tincién y el mismo tiempo de reaccién fue aplicado para todas las muestras en cada
cubeta. Por ultimo, las secciones fueron deshidratadas en una serie de alcoholes de
gradacién ascendente (50, 70, 80, 95, absoluto), limpiadas con xilol y montadas con
medio de montaje Entellan (Merk) y un cubreobjetos.

Inmunofluorescencia

El procedimiento fue el mismo hasta la incubacién con el anticuerpo secundario
pero omitiendo la inactivacion de las peroxidasas enddgenas. Los anticuerpos
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secundarios utilizados fueron Alexa 488, Alexa 594, Alexa 647 (1:1000, Invitrogen), o
TexasRed (1:200, The Jackson Laboratories) a temperatura ambiente durante una hora.
Tras varios lavados en PBS, el tejido fue marcado con la solucién de Hoechst 33342 para
visualizar el nucleo (10 pg/mL; Sigma-Aldrich). Las secciones fluorescentes fueron
montadas con Fluoromount G (SouthernBiotech) y un cubreobjetos. Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio confocal de escdner resonante TCS SP5 o con un
microscopio confocal TCS SP5 (Leica), segun cada caso.

Recuentos celulares

La densidad de células Olig2®, Olig2*/pH3, Olig2*/PDGFRa y Olig2*/aCC1 fue
determinada examinando las secciones coronales y cuantificando el nimero de células
positivas para estos marcadores dentro de regiones comparables de la SVZ y del cuerpo
calloso (Pringle et al. 1992; Maire et al. 2010). Dependiento de la edad analizada, desde
la region rostral a la caudal, 3 secciones de cada regién fueron analizadas para un minimo
de 3 animales por edad y genotipo. Para cada fotografia, entre 10 y 16 regiones de
interés (ROI) fueron seleccionadas al azar y todas las células de cada ROI fueron
contadas. La longitud de los nodos de Ranvier fue analizada en microfotografias tomadas
con un microscopio confocal TCS SP5 (Leica) de la misma regién del cuerpo calloso en
tres animales P60 por genotipo. Para calcular la densidad de nodos de Ranvier como una
medida indirecta de la longitud internodal (para informacion mas detallada ver Savvaki et
al. 2008), se utilizé un drea de 64x64 um para contar todos los nodos marcados con el
anticuerpo anti-Caspr, que marca la regién paranodal en los axones. Tres imagenes por
animal, tomadas con un microcopio confocal escaner resonante TCS SP5, y tres animales
por genotipo se utilizaron para el analisis con el software Imagel.

2.1.3. CULTIVO CELULAR

Los OPCs fueron obtenidos de cortezas cerebrales de animales postnatales PO
tanto controles C57BL/6 (+/+) como transgénicos (A1), siguiendo el protocolo adaptado
para la purificacién de OPCs mediante agitacion (McCarthy and de Vellis 1980; Molina-
Holgado et al. 2002).

Ensayos de quimiotaxis

Los estudios de migracion de OPCs fueron llevados a cabo en camaras de
guimiotaxis, también llamadas transwells, que tienen una membrana de policarbonato
con un tamafio de poro de 8 um (Corning Costar). Esta membrana fue tratada con poli-L-
lisina y laminina, como estd descrito previamente (Merchan et al. 2007). Los OPCs
purificados de animales +/+ y animales transgénicos Al fueron sembrados (40.000 células
por transwell) en la parte superior de la cdmara en medio Bottenstein-Sato (BS)
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suplementado con suero bovino fetal (SFB) al 1% (Spassky et al. 2002) y el mismo medio
fue utilizado en el compartimento inferior. Los OPCs de los animales Al fueron tratados
con el bloqueante SU5402 (10 uM; Calbiochem) para los receptores FGFR diluido en
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) donde se indica, mientras que el resto de los
cultivos fueron expuestos al mismo volumen de DMSO durante el tiempo que duré el
experimento, el cual fue llevado a cabo a 37°C, 5% CO, y un 95% de humedad relativa.
Tras 20 horas, las células fueron fijadas con PFA al 4% durante 15 minutos a temperatura
ambiente y lavadas 2 veces con PBS. Las células que no migraron a la superficie de arriba
de la membrana fueron eliminadas con un bastoncillo de algoddn. La presencia de OPCs
transmigrados en la superficie inferior de la membrana fue evaluada mediante
inmunocitoquimica con los anticuerpos anti-A2B5 (1:10, ATCC; CRL-1520, Hybridoma
Bank) y anti-Olig2 (1:200, AB9610 Millipore) (Bribian et al. 2006; Merchan et al. 2007;
Bribidn et al. 2008; Clemente et al. 2011) y sus correspondientes anticuerpos secundarios
fluorescentes. El numero total de células fue observado mediante el marcaje con Hoechst
33342 (10 pg/mL; Sigma-Aldrich).

Ensayos de diferenciacion in vitro

Los OPCs fueron obtenidos como se describe arriba y los estudios de
diferenciacién se realizaron en placas de cultivo de 96 pocillos donde se sembraron
40.000 células en cada uno. Las células se mantuvieron en cultivo a 37°C en el incubador
con una atmésfera del 5% de CO, y 95% de humedad relativa. Tras 2 o 5 dias in vitro (DIV)
en medio de diferenciacidon (Molina-Holgado et al. 2002), las células fueron fijadas con
PFA al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente. El In-Cell Western se llevd a cabo
con un escaner Odyssey Infrared Imaged System (LI-COR), marcando los OPCs con anti-a-
tubulina (1:80,000, T5168 Sigma-Aldrich) y anti-MBP (1:200, ab7349 Abcam) seguiendo
las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos secundarios conjugados con 680 o 800
IRDye nos permitieron escanear las placas P96 en el Odyssey Infrared Imaging System y la
expresion de las proteinas MBP y a-tubulina fue analizada siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los resultados se representan como el valor de la cantidad relativa de MBP
con respecto a la cantidad total de a-tubulina, normalizada contra el valor para MBP/a-
tubulina de los OPCs control.

Ademas, los OPCs fueron cultivados en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina y
laminina, donde tras 2 o 5 DIV fueron fijados y se realizé una inmunocitoquimica con los
anticuerpos anti-Olig2 (1:200, AB9610 Millipore) y anti-MBP (1:200, ab7349 Abcam) para
evaluar su estado de diferenciacién. Los anticuerpos secundarios fluorescentes usados
fueron Alexa 488 y Alexa 594 (1:1000, Invitrogen) y las células fueron marcadas con
Hoechst 33342 para visualizar el ntcleo (10 pg/mL). Los cubreobjetos fueron observados
con un microscopio de epifluorescencia (Leica) y se tomaron 10 fotografias por
cubreobjetos al azar donde se contaron todas las células.
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2.1.4. ANALISIS MEDIANTE PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Para la purificacion del ARN a partir de tejido cerebral, los animales fueron
anestesiados y decapitados. Los cerebros fueron inmediatamente congelados en hielo
seco y almacenados a -80°C antes de ser procesados con Trizol® (Ambion) y
retrotranscritos a ADNc utilizando el kit de retrotranscripcion High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems), como ya se ha descrito previamente
(Garcia-Gonzalez et al. 2010; Ortega et al. 2012). La PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-
PCR) para los ARNm de KAL1 y Mbp se llevd a cabo utilizando las correspondientes
sondas Tagman y oligonucleétidos (KAL1, Hs00608006_m1*; Mbp, Mm01262037_m1* vy
Gapdh como control endégeno, MmM99999915 g1*). Las reacciones se desarrollaron en
placas P96, en el equipo ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems). La expresidn relativa del ARNm para KAL1 o Mbp se determiné usando el
método comparativo del ciclo umbral (Ct) y sus valores se normalizaron respecto a la
expresion del ARNm de gapdh para representar los resultados como ACt, tal y como se
describe en el manual de usuario del equipo ABI PRISM. La expresion relativa de KAL1 fue
normalizada con el fundador que menos expresaba. La expresidn relativa de Mbp en los
ratones Al fue calculada normalizando el nivel de expresidn encontrado en los animales
+/+ para cada edad estudiada. Para cada gen, al menos tres réplicas por muestra fueron
realizadas en tres animales diferentes.

2.1.5. ANALISIS DE LA EXPRESION DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

Mediante este analisis se valoré la presencia de la proteina GFP como reportero y
se estudid la expresion de la proteina MBP en los animales Al. Los hemicerebros fueron
disecados a PO, P15, P30 y P90 y homogeneizados en tampdn de lisis [Nonidet P-40,
cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche) en PBS (1X)]
mediante una jeringa de insulina de 1 mL con una aguja de 20G. El extracto fue incubado
durante 30 minutos en hielo y centrifugado posteriormente a 16,000 x g durante 15
minutes a 4 29C. El sobrenadante fue recogido y la concentracién de proteinas se
determind por el método BCA (Pierce). Los extractos de proteina (10-30 pg) fueron
hervidos en tampdén 2X de Laemli (Sigma-Aldrich) y se utilizaron directamente para
Western blot. La separacién de las proteinas se realizé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sdédico (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes, se
transfirieron a una membrane de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL) y se incubaron
con los anticuerpos primarios anti-GFP (ab6673 Abcam), anti-a-tubulina (T5168 Sigma-
Aldrich) y anti-MBP (ab7349 Abcam). Los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rdbano se detectaron por quimioluminiscencia enzimatica (ECL). Para
cuantificar la cantidad de MBP, llevamos a cabo un Western blot usando un escaner
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR) para el analisis simultdneo de dos proteinas
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diferentes en canales fluorescentes separados. Los anticuerpos secundarios conjugados
con 680 o 800 IRDye nos permitieron escanear las membranas en el escaner Odyssey
infrared scanner (LI-COR) y las bandas para MBP y a-tubulina fueron analizadas siguiendo
las instrucciones del fabricante para el Odyssey. Se representan los valores para la
cantidad relativa de MBP con respecto de la cantidad total de a-tubulina, normalizada
contra el valor de MBP/a-tubulina para los ratones control.

2.1.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para la microcopia electronica (ME), los ratones fueron anestesiados vy
perfundidos intracardiacamente con PBS, seguido de PFA al 4% y glutaraldehido al 1% en
PB, e incubados en el mismo fijador toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron en
PB durante dos horas y se crioprotegieron en PB mds sacarosa 1M. Las secciones
coronales fueron cortadas mediante un microtomo de vibracién (Leica) a 60 um de
grosor. Tras varios lavados en PB, las secciones fueron postfijadas en tetradxido de osmio
al 1% en PB y bloqueadas con acetato de uranilo al 1% en agua destilada. Luego fueron
deshidratadas en una serie de etanoles ascendentes hasta el 100% seguido de 6xido de
propileno y embebidos en la resina epoxy Durcupan (Fluka). El cuerpo calloso fue cortado
a 70-90 nm en un ultramicrotomo (Reichert Ultracut E; Leica). Las secciones ultrafinas se
recogieron en rejillas de niquel y se incubaron en gotas de citrato de plomo (preparado
segln el método de Reynolds) a temperatura ambiente. El analisis ultraestructural fue
llevado a cabo en un microcopio electrénico Jeol-1010.

2.1.7. ANALISIS ELECTROFISIOLOGICO DE LA VELOCIDAD DE CONDUCCION DE LOS
AXONES DEL CUERPO CALLOSO IN VIVO.

La estimulacién y el registro electrofisiolégico fueron realizados in vivo durante la
cirugia en machos +/+ y Al bajo condiciones estables de temperatura y humedad. A los
animales, una vez anestesiados con hidrato de cloral al 4%, se les implantaron
estereotaxicamente los electrodos de registro (+1.5 mm lateral y 1.34 mm posterior a
bregma; Paxinos and Franklin 2001) y estimulacién (-1.5 mm lateral y 1.34 mm posterior
a bregma). Estos electrodos fueron realizados con un cable de tunsgeno cubierto con 50
um de Teflén (Advent Research Materials). La estimulacion consistié en pulsos pareados
de 2 a 500 ms de intervalo entre estimulos (bifdsico, positivo-negativo, 100 us de
duracién) presentados a intensidades crecientes (de 0,4 mA a 1,2 mA) con la ayuda de un
estimulador digital (CS-20, Cibertec) dotado de una unidad de aislamiento (ISU-220,
Cibertec). El registro de la respuesta eléctrica fue recogido por un amplificador diferencial
Grass P511 con un ancho de banda de 0,1 Hz-10 kHz (Grass-Telefactor, West Warwick) y
con una sonda de alta impedancia (2x10™ Q, 10 pF).
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2.1.8. ANALISIS CUANTITATIVO Y ESTADISTICO

Ensayos de quimiotaxis: Tras la inmunocitoquimica, el marcaje célular fue examinado en
el IN Cell Analyzer 1000 (GE-HealthCare) con el cual se adquirieron 16 microfotografias de
cada membrana al azar. Para cuantificar la quimioatracciéon, el nimero de OPCs
transmigrados por campo fue cuantificado utilizando el software IN Cell Analyzer 1000
Workstation (GE-HealthCare). Los datos se representan como el porcentaje de OPCs
migrados por campo respecto al nimero de células de los animales control considerados
como 100%.

Microscopia electrénica: E| grosor de la vaina de mielina en los axones del cuerpo calloso
fue determinado mediante el analisis de la g-ratio (diametro del axén/ diametro del axén
+ didmetro de la vaina de mielina). Se representa el diagrama de dispersion de la
distribucién de la g-ratio en funcién del diametro del axén. El porcentaje de axones
mielinizados también fue cuantificado. Al menos 200 axones fueron analizados por
animal, para un total de 3 animales por genotipo.

Los datos generales son representados como la media = el error estandar (ES). Los
analisis se han llevado a cabo de acuerdo con los test estadisticos de la t de Student
correspondientes para muestras independientes, andlisis de la varianza (ANOVA) de una
o dos colas, o sus correspondientes tests por rangos para muestras no paramétricas. El
analisis estadistico de los resultados cuantitativos fue realizado con el paquete
informatico Software Package Sigmastat—-Sigmaplot (SPSS Inc.). Los niveles de
significacion minimos estadisticos se definieron como significativos para *p<0,05 en el
caso del ANOVA y, para la t de Student se establecié de la siguiente manera: * p<0,05; **
p<0,01; ***p<0,001.
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2.2. RESULTADOS

2.2.1. Generacion de la linea de raton transgénico que sobreexpresa anosmina-1

Con el objetivo de definir el papel que desempefa la proteina anosmina-1 en el
SNC, generamos una nueva linea de ratén transgénico que sobreexpresa el ADNc humano
para el gen KAL1 bajo el control del promotor de la B-actina seguido de una secuencia
IRES y el ADNc para la EGFP como reportero (Figura 8A). Los ratones transgénicos eran
viables, fértiles y transmitieron el transgén. La insercién de los genes EGFP y KAL1 fue
confirmada mediante el genotipado por PCR a partir del ADN gendmico extraido de la
cola de estos ratones (Figura 8B). Para confirmar la expresiéon del ARNm para KAL1
humano y valorar el nivel de expresién en las diferentes lineas de ratones transgénicos
fundadores, realizamos una gRT-PCR utilizando ADNc amplificado a partir del ARNm del
cerebro, con una sonda Tagman especifica para KALI humano. Los resultados
confirmaron que los ratones transgénicos expresaban el ADNc humano para KALI en
diferentes niveles, mientras los ratones controles no lo expresaron (Figura 8C). Cuando la
expresion de la proteina GFP fue analizada en estos mismos animales mediante Western
blot, encontramos que la expresidon de GFP era paralela a la expresion del ARNm de KAL1
(Figura 8C,D).
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Después de cruzar los animales transgénicos con ratones C57BL/6, determinamos
qgue la expresion del transgén era estable y la linea que expresaba el mayor nivel de
ARNm para KAL1, comparado con el resto de las lineas, fue utilizada para generar el resto
de la colonia de animales transgénicos. Para analizar el patrén temporal de la expresidon
de anosmina-1 en los ratones transgénicos, se analizaron los niveles de expresion del
ARNmM de KAL1 con el valor correspondiente a los animales a la edad de PO. Los ratones
transgénicos Al a P5 y P15 presentaron un incremento en la expresién de anosmina-1
(Figura 8E).

2.2.2. Lasobreexpresion de anosmina-1 incrementa el nimero de OPCs

Los animales transgénicos Al no mostraron diferencias macroscépicas
significativas comparados con los animales control, desde la edad embrionaria E16.5
hasta el adulto (datos no mostrados). Sin embargo, el andlisis inmunohistoldgico reveld
un incremento en el numero de OPCs (Tabla 1 y Figura 9A-H) en la zona ventral de la SVZ
(VZ) — una de las principales regiones del cerebro que dan lugar a las células de la linea
oligodendroglial (Aguirre et al. 2004, Menn et al. 2006) — asi como en un tracto
altamente mielinizado como el cuerpo calloso (CC; Tabla 1 y Figura 9/-P) en los ratones
gue sobreexpresan Al. Este incremento en el niumero de OPCs fue observado desde la
edad E16.5 hasta el adulto temprano (P30), observandose las mayores diferencias a PO y
P15 (Tabla 1 y Figura 9). Ademas, el nimero de OPCs fue significativamente mayor
alrededor de la SVZ, zona a la que hemos denominado como drea de dispersién (DA;
Tabla 1 y Figura 9A-H) y en el cuerpo calloso de los animales A1 en comparacién con los
ratones control (Tabla 1y Figura 9/-P).

Células \V74 DA CcC
0Iisgz+
/10°um?>
Edad +/+ Al +/+ Al +/+ Al
E16.5 24,03£2,01  35,54+0,83(***)  0,49:0,09 1,7240,2(***) - -
PO° 5,02+0,51 21,74+0,72(***) 0,93+0,16 3,83+0,19(***) 1,06+0,17 2,25+0,15(***)
P5 5,13+0,8 11,65+0,8(***) 1,7+0,15 3,26+0,19(***) 2,95+0,24 3,6+0,24(*)
P15° 0,83+0,19 2,69+0,27(***) 0,52+0,06 2,15+0,12(***) 1,35+0,15 3,96+0,24(***)
P30 0,78+0,14 1,7440,22(**) 0,75%0,08 1,58+0,08(***) 4,5+0,31 5,610,31(**)

Tabla 1. Cuantificacion del nimero de OPCs en la 3SVZZy el cuerpo calloso durante el desarrollo. Se
representa la media del nimero de células Olig2” /10°um® + ES. Test t de Student: *, p<0,05; **, p<0,01;
**%x n<0,001. *Imdgenes ilustrativas de la SVZ a PO y P15 se muestran en la Figura 9.
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Figura 9. La sobreexpresion de anosmina-1 aumenta el nimero de OPCs en la SVZ y en el cuerpo calloso
durante el desarrollo. Secciones coronales del cerebro fueron marcadas con Olig2/PDGFRa. y las imagenes
tomadas con microscopia confocal ilustran las células doblemente positivas a estos anticuerpos en la SVZ a
PO (A,B) y a P15 (E,F), y en el cuerpo calloso (CC) a PO (I,J) y P15 (M,N). Los OPCs fueron cuantificados en
las secciones marcadas con Olig2 a E16.5 (Tabla 1), PO (SVZ:C,D; CC:K,L), P5 (Tabla 1), P15 (SVZ:G,H;
CC:0,P) y P30 (Tablal), donde los ratones transgénicos Al presentaron un incremento en el nimero de
OPCs en la zona de oligodendrogliogénesis (VZ), en el drea de dispersion (DA) y en el cuerpo calloso (CC)
con respecto a los ratones control. La barra de escala representa 50 um.

Para estudiar si el incremento de los OPCs era debido a un aumento de la proliferacion de
este tipo celular, el nimero total de células Olig2*/pH3 fue cuantificado en la SVZ a E16.5
y PO (Tabla 2 y Figura 10A-H), el periodo mas activo de oligodendrogliogénesis (Kessaris
et al. 2006). Encontramos que la proliferacion de los OPCs estaba incrementada en la SVZ
dorsal (DZ; Tabla 2 y Figura 10A,B,E,F), en la SVZ ventral (VZ) y en la zona de dispersion
alrededor de la SVZ (DA; Tabla 2 y Figura 10C,D,G,H) en los animales Al a estas edades en
comparacion con los controles.
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Células
OligZ'pH3/ Dz vz DA
10" um
Edad +/+ Al +/+ Al +/+ Al
E16.5° 0,1#0,07 1,63£0,2(***) 0,15%0,09 1,5£0,3(***) 0,030,03 0,8£0,12(***)
PO 0,04+0,04 0,4£0,11(**) 0,240,07 1,23£0,2(***) 0,02+0,02 0,8£0,13(***)

Tabla 2. Cuan+tificaci6n3delzm'lmero de OPCs proliferando en la SVZ. Se representa la media del nimero de
células Olig2"pH3 /10°um” + ES. Test t de Student: *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001. ° Imagenes
ilustrativas a E16.5 y PO de la SVZ se muestran en la Figura 10. .

[ E165 \

PO

Figura 10. La proliferaciéon de los OPC se ve incrementada en los animals transgénicos Al. Las imagenes
capturadas de la region dorsal de la SVZ (DZ) a E16.5 (A,B) y PO (C,D) y de la regién ventral de la SVZ (VZ) a
E16.5 (E,F) y PO (G,H), mostraron las células Olig2/pH3 positivas (indicadas con puntas de flecha) en la DZ
(A-D) y la VZ (E-H). La proliferacidn de estas células se vio incrementada en estas regiones en los ratones
transgénicos Al con respecto a los controles +/+ (Tabla 2). La barra de escala representa 50 um.

Para estudiar la diferenciacion de los OLs in vivo, cuantificamos el niumero de
células doblemente marcadas con Olig2/PDGFRa., para identificar OPCs, y Olig2/aCC1,
para OLs maduros, en el cuerpo calloso a P30. En los animales transgénicos, tanto la
subpoblacién de células Olig2"/PDGFRo." (Figura 11A-I) como las células Olig2*/aCC1*
(Figura 11A-H, J) fue mayor que en los ratones control, lo que sugiere que el alto nimero
de OPCs detectados en los estadios tempranos del desarrollo dan lugar a un mayor
numero de OLs en el adulto (P30). Por lo tanto, la sobreexpresiéon de anomina-1 da lugar a
un incremento de la oligodendrogliogenesis, con un mayor nimero de OPCs y OLs en
comparacion con los animales +/+.
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Figure 11. Anosmina-1 incrementa el nimero de OPCs y OLs en el cuerpo calloso. Las secciones coronales
de cerebros de animales P30 fueron marcadas con los anticuerpos Olig2/PDGFRa/aCC1 y las células
positivas fueron cuantificadas. El nimero de OPCs Olig2'/PDGFRa’ (A-I) y OLs Olig2*/aCC1" (A-H,J) fue
significativamente mayor en los ratones Al con respecto a los controles. Test t de Student: *p<0,05; ***
p<0,001. La barra de escala representa 50 um.

3. La sobreexpresion de anosmina-1 contribuye a la migracion y diferenciacion de
los OPCs in vitro.

Como ya habia sido demostrado, el bloqueo de la proteina anosmina-1 enddgena
expresada por los OPCs dificulta su migraciéon (Bribian et al. 2008). Por esta razén
estudiamos el efecto de la sobreexpresion de anosmina-1 en la migracién de los OPCs
mediante cdmaras de quimiotaxis. En estos ensayos observamos que la capacidad de
migracion de los OPCs purificados a partir de las cortezas cerebrales de los animales
transgénicos Al a PO estaba incrementada en comparacion con los OPCs purificados de
animales controles (Figura 12A-C), confirmando que la proteina anosmina-1 enddgena,
expresada por estas células, estd implicada en su migracién como ya se habia descrito
(Bribian et al. 2008). El tratamiento de los OPCs purificados de los animales transgénicos
con el blogueante de los receptores FGFR SU5402, reduce, aunque no hasta niveles
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control, la capacidad de migracion de estas células, sugiriendo un mecanismo
independiente de FGFR1 (Figura 12C-D).

Figura 12. Efecto de
anosmina-1 en la migracion y
diferenciaciéon de los OPCs in
vitro. En los ensayos de
quimiotaxis se evalué la
capacidad de migracion de los
OPCs por la presencia de
células A2B5/0lig2" al lado
opuesto de la membrana. La
sobreexpresién de anosmina-1
por los OPCs purificados de los
E ratones Al incrementa la

| ++ | A1 i A1+SU

[A2B5

o
g 300, 2 migracion de estas células en
_t_E 250 - comparacion con los OPCs
L - &% purificados de ratones
g =25 12 C57BL/6 (A-D). Este efecto
E 150 S 2 — - - — puede estar mediado
S 100 - gg 08 parcialmente  via FGFR1,
= m@ - puesto que el bloqueante
Q 50 : SU5402 reduce la migracion
g ol | pero no la suprime
° H+ A1 Al ++ A1 ++ Al completamente (C,D; ANOVA:
sU 2DiV 5DiV * p<0,05). La barra de escala
representa 60 um. Los OPCs
purificados de ratones

transgénicos y controles se
cultivaron en placas P96 en
medio de diferenciacién. El
andlisis  mediante  In-Cell

.

g Western reveld que tras2 0 5
= £ 4800, wax DIV los OPCs derivados de
et + 1500 ratones  transgénicos Al
3 < expresan mayor cantidad de la
2 1200/ ;
~ 3 proteina MBP que los OPCs de
L (T ratones control in vitro. Se
] 2 600 representa la cantidad relativa
N de MBP con respecto a la
S 300 . :
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2DV 5Djy  Vvalor de MBP/a-tubulina para
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fue cuantificado tras 2 o 5DIV
en medio de diferenciacién (F-
J). Test t de Student: ***
p<0,001). La barra de escala
representa 100 um.

Dlig2/MBP

Puesto que los OLs son las células responsables de la formacién de las proteinas
de la vaina de mielina que recubre los axones, llevamos a cabo cultivos de OPCs
purificados a partir de las cortezas cerebrales de animales control y Al a PO para estudiar
la expresidn de la proteina MBP como marcador de la diferenciacién oligodendroglial. El
analisis mediante In-Cell Western indicé que tras 2 o 5 DIV, los OPCs purificados de
ratones Al mostraron niveles mas elevados de proteina MBP en comparacién con los
OPCs purificados de animales control (Figura 12E).



Cuando los OPCs fueron cultivados sobre cubreobjetos en medio de
diferenciacioén, tras 2 o 5 DIV, los OPCs derivados de los animales transgénicos mostraron
un aumento en el numero de células positivas Olig2/MBP (Figura 12F-I). Las
caracteristicas morfoldgicas tipicas de un OL maduro, con una alta complejidad de
procesos, fueron observadas principalmente en los cultivos celulares de los animales Al
(Figura 12G,l). Estos datos sugieren que la sobreexpresién de anosmina-1 promueve la
diferenciacién de los OPCs hacia un fenotipo de OL formador de mielina in vitro.

2.2.4. Anosmina-1 incrementa la expresion de la proteina MBP y el grosor de la
vaina de mielina en los axones del cuerpo calloso.

Los ratones transgénicos mostraron una incremento en el niumero de células
Olig2" in vivo y un incremento en la cantidad de proteina MBP in vitro, por lo que
examinamos en el cerebro de estos animales si los niveles de ARNm para Mbp, como
marcador de la mielinizacién, se correlacionaban con esta observacién, y si el incremento
en el numero de OPCs y OLs podria estar asociado con cambios en el proceso de
mielinizacion. Cuando analizamos la expresion del ARNm para Mbp a P15 y P30
observamos que los niveles de Mbp a P15 — el periodo mads activo de mielinizaciéon (Lu et
al. 2005; Flores et al. 2008) — era significativamente mas elevado en los ratones
transgénicos que en los controles. A P30, cuando el proceso de mielinizacion del cerebro
durante el desarrollo ya ha finalizado, los niveles de ARNm para Mbp todavia eran mas
altos en los animales transgénicos Al (Figura 13A). Estos resultados fueron confirmado
por Western blot para la proteina de mielina MBP en hemicerebros homogeneizados de
animales a P15 y P30. La cuantificacidon de la proteina MBP a ambas edades mostré que
los animales transgénicos tenian mas MBP que los controles, incremento que se mantiene
hasta P90 (Figura 13B).

El incremento del nimero de OPCs y OLs, sumado a un aumento en la expresion
del ARNm y la proteina para MBP observados en los ratones transgénicos, nos llevd a
analizar la ultraestructura de la mielina mediante microscopia electronica (ME) en
secciones transversales del cuerpo calloso de estos ratones a P30 y P90 (Figura 13C,D). El
analisis ultraestructural reveld un incremento en el grosor de la vaina de mielina tras la
cuantificacién de la g-ratio en los ratones Al (0,704 + 0,003) comparado con los animales
control (0,727 + 0,003; t de Student; n=3 animales por genotipo).
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Figura 13. La sobreexpresion de anosmina-1 incrementa la produccion de mielina. Para la PCR
cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se utiliz6 el ADNc obtenido a partir de ARNm de hemicerebros de
ratones a P15 y P30. Los animales +/+ a P15 se usaron para normalizar la expresién relativa. La expresion
del ARNm para Mbp fue significativamente mayor a P15 y P30 en los ratones Al con respecto a los
controles (n=4 animales por edad y genotipo). Test t de Student: **, p<0,01; ***, p<0,001 (A). Los
hemicerebros de los ratones +/+ y Al fueron analizados mediante Western blot a P15, P30 y P90 (n=3
animales por edad y por genotipo). Se cuantificd la expresién de MBP de los animales Al respecto a los
+/+, normalizando respecto a la cantidad de a-tubulina utilizada como control de carga. La expresion de la
proteina MBP esta incrementada en los ratones Al a las edades estudiadas. Las bandas de MBP y a-
tubulina fueron analizadas con el Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR) y se representan los valores de
la cantidad relativa de MBP con respecto al total de a-tubulina, normalizados con respecto al valor MBP/at-
tubulina para los ratones control £ ES (B). Imagenes de microscopia electrénica que muestran los axones
del cuerpo calloso a P30. La barra de escala representa 0,25um (C,D). La cuantificacion del grosor de la
vaina de mielina en este tracto a P30 y P90 mediante el andlisis de la g-ratio de los axones mielinizados en
funcién del tamafio del axén mostré diferencias significativas entre los animales transgénicos (circulos
negros, Al) y los animales control (circulos blancos, +/+) (E,F), independientemente del calibre del axdn
(ANOVA de dos colas, p<0,05). No se observaron diferencias en el porcentaje de axones mielinizados (G, H).
El nimero de axones analizados fue aproximadamente de 615 de un total de 3 animales por genotipo.



El diagrama de dispersion de la distribucion de la g-ratio en funcién del didmetro
del axdn indicd una hipermielinizacion en los axones de los ratones Al, corroborado por
la disminucidn de la g-ratio en estos animales en comparacion con los animales +/+. La
media del didametro axonal fue invariable (0,543 + 0,01 en Al, comparado con un valor de
0,512 + 0,008 para los animales control; n=3 animales por genotipo), y no se observaron
diferencias en el porcentaje de axones mielinizados y no mielinizados (Figura 13E,G). El
analisis de la g-ratio en los ratones adultos a P90 siguié mostrando esta hipermielinizacién
en los axones del cuerpo calloso de los ratones transgénicos. A esta edad la g-ratio fue de
0,757 + 0,004 en los ratones Al, significativamente menor que el valor para los ratones
control 0,816 + 0,005 (n=3 animales por genotipo). El diagrama de la distribucién de la g-
ratio en funcién del didmetro del axén confirmé de nuevo la hipermielinizaciéon en los
ratones Al a P90, sin variar la media del didmetro del axdén (0,512 + 0,007 en los ratones
Al, comparado con los ratones control 0,523 + 0,01; n=3 animales por genotipo; Figura
13F) y no se observaron diferencias en el porcentaje de axones mielinizados y no
mielinizados (Figura 13H).

2.2.5. La sobreexpresion de anosmina-1 modifica la longitud nodal y la
velocidad de conduccién de los axones del cuerpo calloso.

El andlisis mediante microscopia confocal de secciones transversales del cuerpo
calloso en cerebros adultos (P60) marcadas con el anticuerpo anti-Caspr (localizado en los
paranodos) revelé que los nodos de Ranvier eran mas largos en los ratones Al,
aproximadamente 0,2 um, es decir, en torno a un 25-30% mas largos con respecto a los
animales control (Figura 14A-E). Sin embargo, no se observaron diferencias en la
densidad de nodos de Ranvier como medida indirecta de la longitud internodal (Savvaki
et al. 2008), lo que indica que este parametro no estaria afectado en los animales que
sobreexpresan anosmina-1.

El incremento en el grosor de la vaina de mielina con unos nodos de Ranvier mas
largos nos llevé a investigar si estas alteraciones podrian provocar una conduccion
anormal del impulso nervioso en el SNC. Para ello, se midié la velocidad de conduccion
del impulso nervioso a lo largo del cuerpo calloso y observamos que la latencia de la
respuesta del impulso eléctrico se encontraba significativamente reducida en los ratones
A1l en comparacion con los controles +/+ (Figura 14F-H).
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Figura 14. Anosmina-1 aumenta la longitude de los nodos de Ranvier asi como la velocidad de
conduccion del impulso nervioso en los axones del cuerpo calloso. Imagenes de microscopia confocal del
cuerpo calloso de ratones control (A,C) y ratones transgénicos Al (B,D) a P60 marcados con Caspr y MBP.
La densidad de los nodos de Ranvier en el cuerpo calloso fue examinada como medida indirecta de la
longitud internodal (Savvaki et al., 2008). Un area cuadrada de 64x64 um se utilizd para contar todos los
nodos marcados (A,B), y el anticuerpo Caspr fue usado para marcar la region paranodal de los axones; el
analisis se llevd a cabo con el software Imagel. Los resultados no mostraron diferencias en el numero de
nodos entre genotipos (+/+, 176£17,5; A1, 179,8428,8), indicando que la distancia entre nodos no cambia
a pesar del incremento en la longitud nodal observada en los ratones transgénicos (+/+, 0,97+0,04; A1,
1,2+0,03). La longitud de los nodos de Ranvier se midié en tres animales por genotipo. La barra de escala
representa 20 um (A,B) y 2,5 um (C,D). Imagen que ilustra la localizacion de los electrodos en el cuerpo
calloso (F). La barra de escala representa 500 um. Potencial de campo evocado en el cuerpo calloso en los
ratones control y transgénicos Al (G). El histograma representa la latencia de la media del potencial de
campo registrado en los tiempos (a) y (b) indicados (H). Test t de Student: ***, p<0,001.
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En esta tesis hemos realizado la diseccion de los dominios de la proteina
anosmina-1 involucrados en la interaccién con el receptor FGFR1, y hemos estudiado
como la estructura de anosmina-1 influye en su mecanismo de accion. Tanto el gen KAL1
como el gen KAL2 estan implicados en la patogenia del KS y con este trabajo
demostramos que, mutaciones puntuales en el gen KAL1, que han sido descritas en
pacientes con KS, suprimen la interaccion anosmina-1/FGFR1. Ademds, como
consecuencia de estas mutaciones, y de mutaciones de coddn de parada, se anula la
quimioatraccion ejercida por anosmina-1 sobre los neuroblastos de la SVZ a través de
FGFR1. De esta forma contribuimos a esclarecer el mecanismo de accion molecular de dos
de los genes implicados en el KS.

También hemos comprobado la existencia de interacciones homofilicas anosmina-
1/anosmina-1, asi como la interaccidon de anosmina-1 con otras moléculas de la matriz
extracelular como fibronectina y laminina, que ya habian sido sugeridas anteriormente
(Bribian et al. 2008).

Por otro lado, hemos contribuido a dilucidar el papel desempefiado por la proteina
anosmina-1 durante el desarrollo del SNC, ya que uno de los hallazgos mas interesantes
de esta tesis ha sido el efecto de anosmina-1 en la oligodendrogénesis en una linea de
ratén transgénico que sobreexpresa la proteina anosmina-1 humana. Anosmina-1
aumenta la proliferacién y la migracién de los OPCs, dando lugar a un mayor nimero de
OLs maduros. Como consecuencia del aumento en el nimero de OLs, se observa un
incremento en el grosor de la vaina de mielina que recubre los axones del cuerpo calloso,
sin verse afectado por ello el porcentaje de axones mielinizados. Ademas, se aprecia un
aumento significativo en la longitud de los nodos de Ranvier en los ratones transgénicos,
pero no de la distancia entre nodos. El andlisis de la velocidad de conduccién en los
axones del cuerpo calloso muestra una disminucién de la latencia del impulso nervioso,
que puede ser resultado de la hipermielinizacién y/o de unos nodos de Ranvier mas
largos.

1. Interaccidn entre anosmina-1 con el receptor FGFR1

El mecanismo de accién de anosmina-1 que ha sido estudiado con mas
profundidad es su interaccién y efecto a través del receptor FGFR1, y la modulacion de la
activacion de este receptor por FGF2 (Ayari y Soussi-Yanicostas 2007; Bribian et al. 2006;
Dodé et al. 2003; Garcia-Gonzalez et al. 2010; Gonzalez-Martinez et al. 2004; Hu et al.
2009). La interaccién entre anosmina-1 y FGFR1 habia sido descrita (Ayari y Soussi-
Yanicostas 2007; Bribian et al. 2006; Gonzalez-Martinez et al. 2004), asi como que la
region N-terminal de anosmina-1 (comprendida por los dominios CR, WAP y Fnlll.1) est3
implicada en la interaccién con los dominios extracelulares de FGFR1 D2 y D3 (Hu et al.
2009).
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Mediante GST pull-down (GSTpd) hemos demostrado que anosmina-1 es capaz de
interaccionar con FGFR1 a través de su dominio Fnlll.3 y hemos corroborado la
interaccion descrita entre FGFR1 y la regidon N-terminal de anosmina-1 (A1Nt) (Hu et al.
2009). Nuestros datos demuestran que los dominios WAP y Fnlll.1 juntos se unen a
FGFR1, pero no cada uno por separado. Esta interaccién se ve disminuida cuando la
region rica en residuos de cisteinas (CR) esta presente, por lo que sugerimos un papel
regulador de este dominio en la interaccién anosmina-1/FGFR1. Es posible que la region
CR pueda interferir con las propiedades de los dominios Fnlll, facilitando o impidiendo la
interaccion con otras moléculas, tal y como ya ha sido sugerido en otros analisis
(Andrenacci et al. 2006).

Estudios de resonancia magnética nuclear (RMN) y cristalografia han revelado la
estructura tridimensional de los dominios Fnlll, los cuales se disponen en dos capas de
ldaminas beta antiparalelas ABE/GFCC" (Dickinson et al. 1994; Robertson et al. 2001).
Nuestros datos muestran que, la responsable de la interaccién con el receptor FGFR1, es
la capa compuesta por las laminas GFCC" del dominio Fnlll.3 de anosmina-1. Este
resultado concuerda con el hecho de que la capa GFCC" presenta una superficie de
residuos bdsicos que podria estar implicada en interacciones proteina-proteina (Chothia y
Jones 1997; Dickinson et al. 1994; Robertson et al. 2001).

Varias mutaciones en el gen KAL1 han sido descritas en pacientes afectados de KS
dentro de los dominios Fnlll, algunas de las cuales se encuentran en el dominio Fnlil.3
(Albuisson et al. 2005; Hardelin et al. 1993a; Hardelin et al. 1993b; Matsuo et al. 2000;
Oliveira et al. 2001; Quinton et al. 2001; Sato et al. 2004; Trarbach et al. 2010). Es el caso
de dos mutaciones puntuales de cambio de aminodacido, E514K y F517L (Georgopoulos et
al. 1997; Maya-Nuiiez et al. 1998), que se localizan en la capa de l[dminas beta GFCC™ del
dominio Fnlll.3, cerca de la superficie de residuos basicos (Robertson et al. 2001; Trarbach
et al. 2010) (Figura 15). La introduccién de cualquiera de estas dos mutaciones en el
dominio Fnlll.3 de anosmina-1 anula la interaccién de este dominio con el receptor
FGFR1, sugiriendo un papel clave de estos residuos en la interaccion anosmina-1/FGFR1.
La mutacién E514K elimina una carga negativa (glutdmico) e introduce un residuo basico
(lisina), el cual podria afectar tanto al plegamiento de anosmina-1 como a su funcién. Por
otro lado, la mutacién F517L sustituye un voluminoso residuo hidrofdbico (fenilalanina)
por uno mas pequefio (leucina), lo que provoca un acercamiento con la capa de residuos
basicos en el dominio Fnlll.3 que puede afectar a la interaccién hidrofilica de anosmina-1
con sus ligandos (Robertson et al. 2001). El hecho de que se haya descrito mediante SPR
una interaccién débil de la proteina anosmina-1 completa, que contiene cualquiera de
estas mutaciones, con el receptor FGFR1 (Hu et al. 2009), aunque sea aparentemente
contradictorio, puede ser explicado con nuestros datos, ya que la proteina mutada podria
perder parte de su capacidad de unidn a FGFR1 a través del dominio Fnlll.3, manteniendo
todavia, en parte, la capacidad de unién a través de la region WAP-Fnlll.1.



Figura 15. Estructura del dominio Fnlll.3 de anosmina-1. Dos mutaciones puntuales de cambio de
aminodcido en este dominio se localizan en la capa de ldminas beta GFCC’ (A). Estructura tridimensional del
dominio Fnlll.3, con la localizacién de las mutaciones E514K y F517KL descritas en pacientes con KS,
representada mediante el programa Swiss PDB Viewer (B).

Puesto que la region N-terminal de anosmina-1, comprendida por los dominios
WAP-Fnlll.1 (A1Nt), es suficiente para interaccionar con FGFR1, y que el dominio CR no
parece ser un requisito para esta unién, al menos in vitro, hemos estudiado otras
mutaciones descritas en estos dominios (Andrenacci et al. 2006; Hu et al. 2009). La
mutacién C172R, localizada en el dominio WAP, ha sido identificada en tres hermanos
afectados con KS, y es fisiolégicamente relevante ya que perturba uno de los puentes

17 cys'’?, altamente conservados en la proteina (Hu et al. 2004; Oliveira et
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al. 2001; Robertson et al. 2001). De hecho, esta mutacidon afecta al crecimiento de
neuritas en una linea celular derivada de neuroblastos del epitelio olfativo de humanos
(Gonzélez-Martinez et al. 2004). Nuestros datos indican que esta mutacién no impide la
interaccion con el receptor FGFR1, como ya se habia descrito que esta mutacion no afecta
a la unién de anosmina con heparina (Hu et al. 2004).

Sin embargo, nuestros resultados también muestran que la sustitucién N267K en el
dominio Fnlll.1, descrita en pacientes con KS, si reduce la capacidad de unién de
anosmina-1 a FGFR1 (Hu et al. 2009). Esta mutacion suprime el efecto sobre la
ramificacién axonal de anosmina-1 en células del SNC de C. elegans (Bilow et al. 2002) e,
in vitro, esta misma mutacion afecta a la migracidon de las células GN11 inducida por
anosmina-1 (Cariboni et al. 2004). La mutaciéon N267K se encuentra adyacente a un sitio
de unidon a HS y se ha especulado con que podria afectar al plegamiento de la proteina,
impidiendo su secrecidon al medio extracelular, lo que alteraria su funcién y su unién con
FGFR1 (Hu et al. 2009; Robertson et al. 2001).

Tanto en los lisados, como en medios condicionados y en extractos concentrados de
la ECM, anosmina-1 y los mutantes A1E514K y A1F517L fueron detectados mediante
Western blot, descartando asi la posibilidad de un defecto en la expresién, procesado o
secrecidon al medio de estas proteinas, lo que coincide con observaciones ya descritas
(Cariboni et al. 2004; Robertson et al. 2001), por lo que su presencia en la ECM no se ve
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afectada. La proteina A1Nt, el dominio Fnlll.3 y el resto de proteinas mutadas estudiadas
en esta tesis, también son detectadas mediante Western blot en lisados celulares y en el
medio condicionado, indicando que tanto la producciéon como la secrecién de estas
proteinas es correcta.

2. Efecto de anosmina-1 y sus mutantes en la migracion de los neuroblastos de la
SVZ, via FGFR1

En publicaciones anteriores, nuestro grupo ha demostrado que anosmina-1 tiene un
efecto quimioatrayente sobre los neuroblastos de la SVZ, via FGFR1 (Garcia-Gonzalez et
al. 2010). Tomando como modelo los neuroblastos de la SVZ, observamos que el efecto
de anosmina-1 sobre estas células es suprimido por las sustituciones E514K o F517L. Este
resultado sugiere que, ademas de impedir la uniéon del dominio Fnlll.3 a FGFR1, la
presencia de estas mutaciones puede provocar un cambio conformacional en la proteina
suficiente como para desestabilizar la unién de los dominios de la regidon N-terminal de
anosmina-1 al receptor FGFR1, dando lugar a una proteina no funcional. En ensayos de
adhesion, el péptido 241l con la sustitucién E514K incrementa la adhesion de dos tipos de
lineas celulares en comparacion con el control o con el mutante F517L (Robertson et al.
2001). Ademas, la proteina anosmina-1 mutada en cualquiera de estos dos residuos
produce un fallo en la quimioatraccion ejercida sobre las neuronas GnRH (Cariboni et al.
2004). Sin embargo, una forma de la proteina anosmina-1 truncada (A1Nt), sin los ultimos
tres dominios Fnlll, sigue siendo quimioatrayente, via FGFR1, para los neuroblastos de la
SVZ. No asi el dominio Fnlll.3 por si solo ya que, aunque interacciona con el receptor
FGFR1 no es quimioatrayente para los neuroblastos.

Mientras la proteina anosmina-1 que contiene cualquiera de las dos mutaciones en
la regidon N-terminal, C172R y N267K, no presenta un efecto biolégico sobre los
neuroblastos de la SVZ, estas sustituciones en A1Nt no suprimen dicho efecto. Efectos
contradictorios han sido observados en presencia de diversas formas mutadas de
anosmina-1. En Drosophila, la sobreexpresién de un mutante de anosmina-1 en el
dominio WAP (C127/128S) o en Fnlll.1 (S263K, equivalente a la mutacion N267K descrita
en humanos), da lugar a una malformacion fenotipica similar a la que se produce cuando
se sobreexpresa anosmina-1 (Andrenacci et al. 2006). En C. elegans, la sobreexpresién de
anosmina-1, o de una forma mutada de esta proteina en el dominio WAP, produce un
defecto en la ramificacién axonal de las interneuronas sensoriales AlY, aunque este
defecto no ocurre en presencia de la proteina que contiene la mutacién S241K en Fnlll.1.
Sin embargo, en las neuronas sensoriales AFD, tanto anosmina-1 como la forma mutada
en S241K producen una alteracién en la guia axonal, pero no la forma mutada de esta
proteina en el dominio WAP (Biilow et al. 2002).



La mutacién C172R, presente tanto en la proteina anosmina-1 completa como en
A1Nt, no aumenta el crecimiento de neuritas en las células FNC-B4 promovido por
anosmina-1 (Gonzdalez-Martinez et al. 2004). Ademas, ambas proteinas cancelan el efecto
proliferativo observado para anosmina-1 sobre las células PC-3, sugiriendo que un
dominio WAP intacto es esencial, aunque in vitro, estas proteinas mutadas sean capaces
de incrementar la capacidad proteolitica de la serin proteasa uPA (Hu et al. 2004).

La funcién de los diferentes dominios de anosmina-1 podria estar determinada o
condicionada por el ambiente extracelular y el tipo celular, asi como por la interaccion
con distintos receptores o moléculas (Andrenacci et al. 2006; Bilow et al. 2002). Las
respuestas bioldgicas ejercidas por AINt con las mutaciones anteriormente citadas
pueden ser diferentes de las respuestas producidas por la proteina completa mutada. La
falta de los tres ultimos dominios Fnlll, junto con las mutaciones, podrian alterar la
capacidad de unidn a FGFR1, a otros receptores y/o a otras moléculas de la ECM. Todos
estos datos indican que la mutacién C172R, aunque no afecta a la unién con FGFR1,
provoca que la proteina anosmina-1 no funcione adecuadamente, y que la mutacion
N267K, al menos en la forma completa de anosmina-1, da lugar a una proteina que no es
capaz de unirse con FGFR1 (Hu et al. 2009) (Figura 16).
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Figura 16: Localizacion de las mutaciones descritas en pacientes con sindrome de Kallmann en la
proteina anosmina-1. Los asteriscos indican la posicion de las sustituciones estudiadas: en naranja,
sustitucion C162R, localizada en el dominio WAP; en lila, sustitucion N267K, en el primer dominio Fnlll; en
rojo y azul, sustituciones E514K y F517L respectivamente, en el lazo de unién entre las hebras F y G del
dominio Fnlll.3.
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Ya que tanto AINt como el dominio Fnlll.3 interaccionan con FGFR1, y las
mutaciones E514K y F517L suprimen dicha interaccién provocando la pérdida del efecto
quimioatrayente de anosmina-1 (Cariboni et al. 2004), llevamos a cabo la sustitucién del
dominio Fnlll.1 por el dominio Fnlll.3 en A1Nt. Esta proteina recombinante todavia es
capaz de unirse a FGFR1 pero no muestra un efecto bioldgico, por lo que aunque se una al
receptor, no es capaz de activarlo. Esto podria deberse a que la proteina recombinante se
une a FGFR1 a través de Fnlll.3, anclando los dominios CR y WAP en un sitio diferente al
qgue los conduce Fnlll.1 y que, al unirse a una region incorrecta del receptor, se pierda su
funcionalidad.

Como ya se ha mencionado, el dominio CR podria tener un papel regulador
facilitando o evitando la interaccion de los dominios Fnlll con diferentes moléculas v,
junto con el dominio WAP, podria ayudar a que el dominio Fnlll.1 adquiera la
conformacidn éptima para que anosmina-1 interaccione con FGFR1 (Andrenacci et al.
2006; Hu et al. 2009; Robertson et al. 2001). Experimentos anteriores realizados en
Drosophila, muestran que la sustitucién C85S en el dominio CR de anosmina-1 todavia
presenta un efecto en el crecimiento axonal en comparaciéon con el fenotipo control
analizado (Andrenacci et al. 2006). Nuestros datos sugieren que el dominio CR no es
necesario para la interaccion de AINt con FGFR1, aunque la delecidn de este dominio
anula el efecto quimioatrayente de la proteina via FGFR1 sobre los neuroblastos de la
SVZ, lo que sugiere que esta regidon desempefia una competencia distinta en la funcién de
anosmina-1.

Ademas de las mutaciones mencionadas anteriormente, cerca de 60 mutaciones
han sido identificadas en el gen KAL1 asociadas con el KS, principalmente mutaciones de
pérdida de funcién, como cambios en el marco de lectura, codones de parada o
deleciones, algunas de las cuales dan lugar a proteinas truncadas o incompletas que
serian suficientes para explicar su implicacion en el KS (Hu y Bouloux 2011). En el
presente trabajo hemos generado varias de estas proteinas truncadas, ninguna de las
cuales fue capaz de inducir efecto alguno sobre los neuroblastos de la SVZ.

Se ha sugerido que, en la superficie celular, anosmina-1 podria sufrir un
procesamiento proteolitico en las posiciones 345-350 (KKKRRK) dentro del dominio
Fnlll.2, dando lugar a un péptido difusible C-terminal de 45kDa y una proteina N-terminal
truncada (Rugarli et al. 1996). Nuestros datos indican que tanto una proteina truncada
ligeramente mds pequefia (A1Y328X), como una mas larga que incluye el segundo
dominio Fnlll (A1Q421X) no tienen actividad bioldgica, por lo que el procesamiento
proteolitico daria lugar a una proteina no funcional y, probablemente, seria el resultado
de una protedlisis no especifica o una degradacion que regularia la actividad de la
proteina. El hecho de que la proteina A1Nt conserve la actividad bioldgica (Blilow et al.
2002; Gonzalez-Martinez et al. 2004; Hu et al. 2004) podria deberse a que esta forma de
anosmina-1 es mas estable que proteinas truncadas mas largas, como las producidas por
las mutaciones estudiadas en este trabajo, tal y como se ha observado en los analisis



realizado en Drosophila (Andrenacci et al. 2006). Estos datos indican que la presencia de
cualquier secuencia adicional detras del dominio Fnlll.1, a menos que se trate de la
secuencia completa de la proteina, puede desestabilizar la proteina y causar un
plegamiento incorrecto de la misma impidiendo la correcta unién de anosmina-1 a FGFR1
u otras moléculas. Algunas mutaciones en el gen KAL1 pueden dar lugar a proteinas
truncadas que mantienen la regién N-terminal de anosmina-1 (AINt). Si AINt es
completamente funcional, tal vez existan mutaciones en el gen KAL1 que pasan
inadvertidas ya que mantendrian aquellos efectos que dependan de la parte N-terminal.

3. Activacion de la via de sefalizacion intracelular ERK MAPK en el efecto
quimiotrépico de FGF2/anosmina-1

El crecimiento de neuritas y la migracidn neuronal requieren la reorganizacién de los
filamentos de F-actina del citoesqueleto y, de hecho, anosmina-1 induce la formacion de
filopodios y la reorganizacion del citoesqueleto en estas células tras la activacion de la via
Cdc42-Racl. Ademas, el crecimiento de neuritas inducido por anosmina-1 via FGFR1 en la
linea celular FNC-4B derivada de neuroblastos del epitelio olfativo humano, se produce a
través de la activacioén de las vias ERKy p38 MAPK (Gonzalez-Martinez et al. 2004).

La implicacidn de la activacién ERK MAPK en la migracion neuronal ha sido descrita
anteriormente, ya que la neurotrofina BDNF via TrkB promueve la migracién de los
neuroblastos de la SVZ de ratén a través de la activacion de CREB, que requiere de la
sefializacion tanto de PI3K como de ERK (Chiaramello et al. 2007). La migracién de las
neuronas corticales en ratén inducida por el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
requiere de la activacion de diferentes vias, entre ellas ERK (Segarra et al. 2006) y la
migracién de los neuroblastos humanos controlados por la via EGFR/PKC es dependiente
de la activacién de ERK1/2 (Moors et al. 2007).

Nuestros datos muestran que el efecto quimioatrayente sobre los neuroblastos de
la SVZ, mediado tanto por FGF2 como por anosmina-1, via FGFR1, es bloqueado por el
inhibidor U0126, especifico de la via de sefalizaciéon intracelular ERK MAPK. Estos
resultados indican que la activacion de esta cascada de sefializacion es esencial para la
migracion de los neuroblastos tras la estimulacién de FGFR1.

Otras vias implicadas en la migracién neuronal y en el crecimiento de neuritas que
regulan el citoesqueleto, la polaridad y/o la adhesién celular, como las GTPasas de la
familia RHO (Govek et al. 2011) o la activacién de Cdc42-Racl (Gonzalez-Martinez et al.
2004) podrian ser clave en los efectos bioldgicos de anosmina-1 via FGFR1, y por lo tanto
deberian ser estudiadas en el futuro.
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4. Interaccidon entre anosmina-1 y diferentes moléculas de la ECM

La actividad de diferentes componentes de la ECM puede verse modulada por
anosmina-1. Como ya se ha mencionado, esta proteina es capaz de interaccionar con
otras proteinas de la ECM, como fibronectina y laminina, afectando a la adhesién de los
OPCs en ratén (Bribian et al. 2008) y se ha descrito una interaccion directa entre la
proteina de la ECM uPA y anosmina-1 (Hu et al. 2004).

Nosotros hemos determinado qué regiones de anosmina-1 son las que participan en
la interaccién con estas moléculas. Mientras que la interaccion con fibronectina se
produce tanto con los dominios Fnlll.1 y Fnlll.3 de anosmina-1, la interaccién con laminina
sucede sélo con el dominio Fnlll.3. Al contrario que en el caso de FGFR1, en la interacciéon
del dominio Fnlll.3 de anosmina-1 con fibronectina y laminina, participan ambas hebras,
tanto ABE como GFCC’ (Figura 15 y 17). Igualmente, la existencia de interacciones
homofilicas anosmina-1/anosmina-1 habia sido descrita (Bribian et al. 2008), asi como la
dimerizacion de esta proteina, al menos a través de la regidon N-terminal (Hu et al. 2009).
Nuestros datos confirman la interaccién directa anosmina-1/anosmina-1 a través de los
dominios Fnlll.1y Fnlll.4.

La interaccién anosmina-1/anosmina-1 podria indicar un mecanismo independiente
a FGFR1, ya que en ella estdn implicados otros dominios diferentes a los que participan en
la unién con FGFR1 (Figura 17). No podemos descartar que dentro del dominio Fnlll.1
sean los mismos residuos los que puedan participar en la unién anosmina-1/FGFR1 o
anosmina-1/anosmina-1. En este sentido, resultados previos también apuntan a un
mecanismo de accion de anosmina-1 independiente de FGFR1, tanto en la proliferacién
de las células PC-3 (Hu et al. 2004), como en la adhesion de los OPCs a fibronectina,

laminina y anosmina-1 cuando actian como sustrato (Bribian et al. 2008).
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Figura 17: Mapa de interacciones de anosmina-1. Anomina-1 interacciona con el receptor FGFR1 a
través de sus dominios WAP-Fnlll.1 y el dominio Fnlll.3. En la interaccién de anosmina-1 con fibronectina
estan implicados los dominios Fnlll.1 y Fnlll.3, pero sélo el dominio Fnlll.3 participa en la interaccién con
laminina. La interaccion homofilica anosmina-1/anosmina-1 tiene lugar a través de los dominios Fnlll.1 y
Fnlll.4.



La interaccion de fibronectina y laminina con la proteina anosmina-1 no se ve
afectada por la introduccion en esta Ultima de las dos mutaciones descritas
anteriormente en el dominio Fnlll.3, E514K y F517L. Sélo la interaccion con fibronectina
parece estar afectada, parcialmente, cuando se introduce la mutacion F517L reduciendo,
pero en ningun caso impidiendo, la unién entre ambas proteinas. Esto podria indicar, de
nuevo, un mecanismo independiente de FGFR1, reforzando la idea de la especificidad de
las mutaciones E514K y F517L en la unidn al receptor FGFR1.

5. Anosmina-1 promueve la proliferacion y migracidn de los OPCs que se originan en
laSvz

En algunos pacientes con KS han sido descritas alteraciones en las comisuras
cerebrales y en tractos mielinizados (Farmer et al. 2004) y se han detectado células gliales
anosmina-1*, con una morfologia oligodendroglial, en el cuerpo calloso y tracto piramidal
del cerebelo en rata (Clemente et al. 2008). Los OPCs que se originan en el neuroepitelio
de la region ventricular durante el estado embrionario temprano y en la SVZ, migran de
manera radial y/o tangencial colonizando el telencéfalo, donde se diferencian para
comenzar la mielinizacién (Kessaris et al. 2006). La caracterizacion de una linea de ratén
transgénico que sobreexpresa la proteina A1 humana mostré un incremento en el
numero de OPCs que se originan en la SVZ, una de las principales zonas de
oligodendrogénesis, asi como en uno de los tractos mielinizados mas destacados, el
cuerpo calloso. El incremento en el nimero de OPCs es debido a un aumento de
proliferacién observada en la regién dorsal de la zona ventricular, en la zona
subventricular y alrededor de la SVZ (a la que hemos denominado como "zona de
dispersion") a E16.5 y PO, edad correspondiente al periodo mas activo de
oligodendrogénesis (Kessaris et al. 2006) (Figura 18).
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Figura 18: Efecto de la sobreexpresion de anosmina-1 en la oligodendrogénesis. La SVZ, una de las
regiones mas importantes de oligodendrogénesis, presenta un incremento significativo en el nimero de
OPCs en los ratones transgénicos que sobreexpresan anosmina-1, debido a un aumento en la proliferacion
de estas células. SVZ: zona subventricular; DZ: zona ventricular dorsal; DA: zona de dispersion; VL:
ventriculo lateral.
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De la misma manera que anosmina-1 aumentd el numero de OPCs, otros factores
promueven la oligodendrogénesis. Algunos factores de crecimiento como FGF-2, el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF-AA) incrementan la proliferaciéon de los OPCs (Bansal et al. 2003; Hu et al. 2008;
Ohya et al. 2007), y la sobreexpresion de EGFR aumenta la proliferaciéon y migracion de
los OPCs, asi como la expresion de la proteina de mielina MBP ("myelin basic protein")
(Aguirre y Gallo 2007; Aguirre et al. 2007). La sobreexpresién del factor de transcripcion
Olig2 también aumenta en el numero de OPCs que se diferencian en OLs, adelantando el
proceso de mielinizacién (Maire et al. 2010).

La relacion funcional entre anosmina-1y el sistema FGF2/FGFR1 ha sido descrita en
numerosas ocasiones (Ayari y Soussi-Yanicostas 2007; Gonzdlez-Martinez et al. 2004; Hu
et al. 2009). Se ha descrito que anosmina-1 participa, por un lado, en la migracién de los
OPCs in vitro modulando el efecto motogénico de FGF2 sobre estas células mediado por
FGFR1 (Bribian et al. 2006; Clemente et al. 2011), y por otro, en la adhesion a diferentes
sustratos de la ECM que contribuyen a su migracidon por un mecanismo independiente de
FGFR1 (Bribian et al. 2008).

Nuestros datos in vitro muestran que los OPCs derivados de purificados de cortezas
cerebrales de ratones transgénicos Al postnatales tienen una capacidad de migracidon
mayor en comparacion con OPCs purificados de ratones controles. Estos datos estan en
consonancia con los estudios realizados previamente, donde el bloqueo de la anosmina-1
enddgena expresada por los OPCs del nervio éptico dificulta su migracién (Bribian et al.
2008). La sobreexpresién de anosmina-1, via FGFR1, puede ser la responsable del
aumento en la capacidad migradora de estas células contribuyendo al incremento del
numero de OPCs en el area de dispersién que rodea a la SVZ. Sin embargo, se ha descrito
en OPCs del nervio 6ptico de ratdn, que anosmina-1 antagoniza el efecto premigratorio
de FGF2 via FGFR1 (Bribidan et al. 2006). Este efecto puede deberse a que una
concentracion elevada de la proteina anosmina-1 impede la correcta formacion del
complejo FGF2-FGFR1-HS, y por lo tanto no se produciria la cascada de sefializacién
intracelular desencadenada por la unidon FGF2-FGFR1-HS (Hu et al. 2009).

El tratamiento de los OPCs de los ratones Al con el bloqueante de FGFRs, SU5402,
no suprime a niveles control su elevada capacidad de migracién, por lo que otro
mecanismo independiente de FGFR1 puede estar interviniendo en este proceso. La
interaccion de anosmina-1 con moléculas de la ECM (fibronectina, laminina y con la
propia anosmina-1) y/o quiza otros receptores, puede contribuir con un mecanismo
independiente de FGFR1 incrementando la capacidad migratoria de los OPCs (Bribian et
al. 2008).



6. La sobreexpresion de anosmina-1 aumenta el numero de OLs maduros
incrementando la mielinizacion de los axones del cuerpo calloso

Los OPCs se diferencian en OLs y mielinizan los axones de las neuronas una vez han
alcanzado su darea de destino (Butts et al. 2008; Hack et al. 2005; Kessaris et al. 2006;
Menn et al. 2006). El analisis mediante In-Cell Western mostré que en medio de
diferenciacidn, tras 2 o 5 dias in vitro (DIV), los OPCs purificados de las cortezas cerebrales
de ratones transgénicos Al postnatales expresaban aproximadamente el doble de
proteina MBP que los OPCs de ratones control. Cuando estas células fueron cultivadas
sobre cubreobjetos, a los 2 y 5 DIV, el nUmero de células que presentaron caracteristicas
morfolégicas de OLs maduros (con mas procesos y expresando MBP como marcador de la
diferenciacién hacia un fenotipo de OL formador de mielina) fue mayor en los OPCs
purificados a partir de los animales A1l.

En concordancia con estos hallazgos in vitro, la cuantificacién de los OLs en el
cuerpo calloso de los animales transgénicos Al a P30 in vivo, también revelé un aumento
en el numero de OPCs y de OLs maduros en comparacion con los animales control, lo que
sugiere que el incremento de OPCs que se detectd en estadios tempranos del desarrollo
de los ratones transgénicos, se traduce en un aumento de OLs en el adulto. Aunque el
numero de OLs mielinizantes que sobreviven se ajusta al nimero y la longitud de los
axones que van a ser mielinizados (Barres y Raff 1999), la cuantificacién de la muerte
celular de estas células mediante TUNEL a P15 y P30 no mostré diferencias entre los
genotipos estudiados en respuesta a la sobreexpresidon de anosmina-1, por tanto los OLs
en el ratdn transgénico se incorporan adecuadamente para mielinizar los axones.

El aumento en el numero de OLs provoca un incremento en la expresion de la
proteina MBP en los ratones transgénicos en comparacion con los animales control,
durante el periodo mas activo de la mielinizacién, que ocurre en torno a P15 (Flores et al.
2008; Lu et al. 2005) y contintda a P30 y P90, cuando el proceso de mielinizacién ya ha
finalizado.

La sefalizacion a través de los receptores FGFRs regula el proceso de
mielinizacion, ya que la activacién de FGFR1 en la diferenciacién de los OLs se asocia con
un aumento en la expresion de los genes de mielina (Fortin et al. 2005). Dada la
interaccién tanto fisica como funcional entre anosmina-1 y FGFR1, la sobreexpresién de
anosmina-1 podria activar la sefalizacién a través de FGFR1 en las células
oligodendrogliales, dando lugar a un incremento en la mielinizacién. Los OLs necesitan la
activacion de la via de sefializacion intracelular ERK1/2-MAPK, a través de FGFRs, para el
correcto ensamblaje de las envueltas de mielina alrededor de los axones (Furusho et al.
2011; Furusho et al. 2012). Es posible que los OLs repondan a FGFs en sinergia con otras
sefiales mielinogénicas, y anosmina-1 actuaria como otras moléculas de adhesion (CAMs)
o las integrinas (N-caderina, NCAM y L1), que son capaces de activar los receptores FGFRs
en los OLs (Palser et al. 2009; Rusnati et al. 1997; Toledo et al. 2005).
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El analisis ultraestructural de los axones del cuerpo calloso a P30 y P90 reveld un
aumento en el grosor de la vaina de mielina tras la cuantificacion de la g-ratio de las fibras
mielinicas en los animales transgénicos que sobreexpresan anosmina-1, sin alterar por
ello ni el diametro del axén ni el porcentaje de axones mielinizados. Estos resultados
sugieren que la sobreexpresion de la proteina anosmina-1 humana, bajo el promotor de
la B-actina y que, por lo tanto, es expresada por todas las células del SNC, presenta un
efecto en la proliferacion y en la migracion de las células del linaje oligodendroglial. El
incremento en la proliferacidon de los OPCs durante el desarrollo, conlleva un aumento en
el numero de OLs maduros que se traduce, a su vez, en una hipermielinizacién de los
axones del cuerpo calloso.

Varios modelos de ratdn transgénico han sido utilizados para estudiar el efecto de
pérdida o ganancia de funcién de diferentes proteinas en la oligodendrogénesis o en
mielinizacion. La sobreexpresién de IGF-1 induce un incremento en la cantidad de mielina
producida por OL, sin incrementar el numero total de OLs (Carson et al. 1993) y un
fenotipo similar se observa en un ratén que sobreexpresa, bajo el promotor Plp, una
forma constitutivamente activa de Akt, sin alterar el nimero de OPCs, su proliferacién o
el nimero de OLs maduros, pero incrementando los niveles de proteinas PLP, MOG vy
MBP (Flores et al. 2008). También, la sobreexpresion de transferrina promueve la
aceleracién de la maduracién de la linea oligodendroglial, incrementando la expresion de
ARNm de los genes que codifican para las diferentes proteinas que conforman la mielina,
dando como resultado un aumento en la mielinizaciéon del cuerpo calloso (Sow et al.
2006). Por el contrario, la sobreexpresiéon de anosmina-1 incrementa tanto el nimero de
OPCs como el de OLs, asi como la cantidad global de mielina en el cerebro. Efectos
durante el desarrollo tanto en la produccién de OPCs, como en la diferenciacién de los
OLs han sido publicados en el ratén deficiente para el inhibidor de CDK2 p27/', donde el
fallo de los OPCs para salir del ciclo celular conduce a un incremento en el nimero de
OPCs, OLs y a una hipermielinizacion del cerebelo (Casaccia-Bonnefil et al. 1997). El doble
mutante fgfrl'/';fgfrZ'/' es incapaz de mielinizar correctamente los axones y ademds
muestra una baja expresion de los genes de mielina, sin afectar a la proliferacién y/o
diferenciacién de los OPCs (Furusho et al. 2012). Aunque en el doble mutante knockout
erkl'/';erkZ'/' los OPCs proliferan y se diferencian adecuadamente a lo largo del desarrollo,
son incapaces de mielinizar correctamente en funcién del calibre del axén y, ademas, no
activan la transcripcion de algunos genes implicados en el proceso de mielinizacién (Ishii
et al. 2012). Estos trabajos apoyan el hecho de que la sobreexpresion de anosmina-1
active la sefalizacion intracelular, a través del receptor FGFR1, relevante para el
desarrollo oligodendroglial, aumentando el nimero de OPCs y OLs, y el proceso de
mielinizacidn posterior (Tabla 3).



Discusion

Fenotipo Velocidad
OPCs Mielina de Referencia
Genotipo conduccidén
1 IGF-1 - normal ™ é? Carson et al. 1993
1t Akt normal  normal ™ é? Flores et al. 2008
1 Olig2 ™ - J é? Maire et al. 2010
1t Transferrina - ™ J é? Sow et al. 2006
CDK2 p27/' ™ ™ ™ é? Casaccia-Bonnefil et al. 1997
fafr1”:fgfr2”” normal  normal J é? Furusho et al. 2012
erk1'/';erk2'/' normal  normal N é? Ishii et al. 2012
OMgp™” - J J J Lee et al. 2011
1 PIp1?” - - d d Tanaka et al. 2009
1 A1 1" 1" ™ ™ Resultados Capitulo 2
1 PMP22 - - N2 J (SNP) Robaglia-Schlupp et al. 2011
ngr1”;erb2" - - J 4 (SNP) Michailov et al. 2004

Tabla 3: Modelos de ratones transgénicos en los que ganancia o pérdida de funcion de
determinadas proteinas presentan diferentes efectos en el proceso de mielinizacion. El incremento de la
mielinizacion no siempre es debido a un aumento del nimero de OPCs y/o OLs. La activacién o inhibicion de
la transcripcidn de los genes de las proteinas que componen la mielina también regulan la mielinizacién del
sistema nervioso. Como consecuencia, la transmision del impulso nervioso se altera, tanto en el SNC como
en el sistema nervioso periférico (SNP). {}: sobreexpresion de la proteina correspondiente; -/-: ausencia del
gen que codifica la proteina indicada; +/-: heterocigoto para la proteina sefialada; U: aceleracion del
proceso de mielinizacién; *: incremento del nimero de OPCs, OLs o de la cantidad de mielina, segin
corresponda.

Varios factores determinan la velocidad de conduccidon del impulso nervioso, entre
ellos, el diametro del axdn, el grosor de la mielina, la distancia internodal, las propiedades
del nodo de Ranvier (como el tamafio del nodo o la composicidon de su membrana) y la
temperatura (Bekku et al. 2010; Waxman 1980; Waxman 1997). La velocidad de
conduccién estd correlacionada linealmente con el diametro del axén ya que, para un
diametro determinado, hay un grosor de mielina que maximiza la transmisidon del impulso
nervioso y, si el grosor de mielina fuera mayor o menor que este grosor ideal, la velocidad
de conduccion no alcanzaria este maximo (Rushton 1951; Waxman 1997).

Una cantidad anormal de MBP contribuye, en muchos casos, a una estructura
alterada de la mielina (Flores et al. 2008; Jacobs et al. 2009), y el fallo en la regulaciéon de
la expresiéon de los genes de mielina causa alteraciones en los OLs, asi como
modificaciones en las capas de mielina que pueden favorecer o impedir que la
transmisién del impulso nervioso se produzca correctamente (Tanaka et al. 2009;
Yamazaki et al. 2007). La sobreexpresién de anosmina-1 indujo, ademas de un aumento
en el grosor de la vaina de mielina, un incremento en la longitud de los nodos de Ranvier
sin variar el nimero de nodos. Ambas alteraciones en el proceso normal de mielinizacion
en estos animales transgénicos se asocian con un aumento en la velocidad de conduccién
del impulso nervioso a lo largo del cuerpo calloso (Figura 19).
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Figura 19: Efectos de la sobreexpresion de anosmina-1 sobre la proliferacion, migracién y
diferenciacion de las células oligodendrogliales. En los ratones control, la tasa de proliferaciéon y migracién
da lugar tanto a una cantidad normal de proteina MBP como a un correcto proceso de mielinizacién. Sin
embargo, la sobreexpresion de anosmina-1 incrementa el nimero de OPCs que proliferan y migran, dando
lugar a un aumento de OLs. El resultado es una hipermielinizacién de los axones del cuerpo calloso por el
aumento de la cantidad de proteina MBP y una longitud andmala en el nodo de Ranvier. La
hipermielinizacién provoca un incremento en la velocidad de conduccidon del impulso nervioso en el cuerpo
calloso en estos animales transgénicos.

En este sentido, tanto la sobreexpresion de la proteina periférica de mielina PMP22
como la falta de la proteina OMgp, dan lugar a una hipomielinizacién y una disminucidn
de la velocidad de conduccion en el SNP y en el SNC (Lee et al. 2011; Robaglia-Schlupp et
al. 2002). La sobreexpresion de neurorregulina-1 in vivo produce una hipermielinizacion
en el SNP, pero los animales heterocigotos para nrg1+/';erb2+/' muestran
hipomielinizacion y una velocidad de conduccién mas lenta en el SNP (Michailov et al.
2004).

En nuestro caso, la hipermielinizacion de los axones en los ratones que
sobreexpresan anosmina-1 favorecid la transmision del impulso nervioso. Es probable que
a un mayor grado de mielinizacion, el impulso nervioso llegue a una velocidad de
conduccién maxima, a partir de la cual seria dificil detectar un incremento de la velocidad
de conduccién.

Las interacciones entre las células gliales y el axdn son esenciales para la localizaciéon
de los canales idnicos en el nodo de Ranvier, y las proteinas de la ECM ayudan a la
formacion del complejo axoglial, facilitando la induccidn y propagacién de los potenciales
de accion (Bekku et al. 2010; Poliak y Peles 2003). Anosmina-1 es una proteina de la ECM
y, aunque no se observan diferencias en el nimero de nodos de Ranvier, el incremento de



su longitud en los animales transgénicos sugiere que la interaccion neurona-
oligodendrocito puede estar alterada, debido a un desequilibrio en las moléculas de la
ECM causado por la sobreexpresion de anosmina-1. Estas alteraciones estructurales y
electrofisioldgicas pueden dar lugar a defectos en el comportamiento y aprendizaje
(Tanaka et al. 2009; Yamazaki et al. 2007) que deberan ser investigados en animales
adultos.

7. Anosmina-1: posibles implicaciones patogénicas y terapedticas en el SNC

Al igual que otras células precursoras del SNC, los OPCs son altamente sensibles a
los estimulos de su entorno. Tras una lesién que provoque la desmielinizacion de una
region del SNC, los OPCs se dividen rapidamente y se diferencian en OLs capaces de
mielinizar (Franklin 2002). Entre los factores que son capaces de promover la
diferenciaciéon de los OPCs in vitro (Baer et al. 2009; Colognato et al. 2004; McCarthy y de
Vellis 1980) podemos encontrar desde aquellos que forman parte de la ECM, como las
integrinas (Blaschuk et al. 2000; Buttery y ffrench-Constant 1999; Relvas et al. 2001),
hasta algunos neurotransmisores que actlan sobre los receptores de glutamato y los B-
adrenoreceptores (Ghiani et al. 1999; Steinhauser y Gallo 1996), o factores de
crecimiento y citoquinas, entre otros (O'Leary et al. 2002; Woodruff et al. 2004). Los
receptores del acido retinoico (RXRs) son reguladores positivos de la proliferaciéon y
diferenciacién de los OPCs. En las lesiones agudas y remielinizadas en pacientes con EM,
los RXRy son altamente expresados en las células oligodendrogliales, macréfagos y
astrocitos, pero su expresion disminuye en las lesiones crénico-inactivas, donde los OPCs
gue llegan a esta zona son incapaces de diferenciarse a OLs maduros formadores de
mielina (Chang et al. 2000; Kuhlmann et al. 2008; Wolswijk 1998). El andlisis de un ratdn
knockout para RXRy, al que se le provoca una desmielinizacidon en el SNC, presenta una
acumulacién de OPCs indiferenciados y una disminucién de los OLs maduros en la lesién,
indicando que RXRy regula la diferenciacién de los OPCs (Huang et al. 2011).

Ademas de factores que promueven la diferenciaciéon de los OPCs, también existen
factores que la inhiben y, algunos de ellos, han sido identificados en las lesiones crénicas
de los pacientes con EM. Entre estos factores se encuentra la molécula de adhesién PSA-
NCAM, que regula negativamente la formacion de la vaina de mielina (Charles et al. 2000)
y el acido hialurénico producido por los astrocitos que disminuye la expresién de la
proteina MBP (Back et al. 2005). La molécula sema3A tiene un impacto negativo en la
remielinizacidon del SNC (Williams et al. 2007), ya que ejerce un efecto repulsivo en la
migracion de los OPCs, aunque parece ser contrarrestado por la expresion de sema3F que
actua como un factor quimioatrayente y mitogénico para los OPCs (Spassky et al. 2002).

La senalizacion intracelular desencadenada por diversas moléculas también regula
la diferenciacién de los OLs. La senalizacion a través del receptor Notch, dependiendo del
tipo de ligando, puede inhibir o promover la diferenciacién y maduracion de los OPCs
(Brosnan y John 2009). Notchl inhibe la diferenciacién de los OPCs y la mielinizacion
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durante el desarrollo del SNC (Wang et al. 1998) y, en una linea de ratén knockout, su
inactivacion especifica en la células oligodendrogliales, da lugar a una mielinizacion
acelerada y ectdpica (Genoud et al. 2002; Givogri et al. 2002). La sefializacion de Wnt
inhibe la diferenciacidn de los OPCs durante el desarrollo y en la remielinizacién (Fancy et
al. 2009) y, concretamente, la sefializacion de Wnt3a y BMP4 inhibe la diferenciacién de
los OLs in vitro (Fancy et al. 2011; Feigenson et al. 2011). Recientemente, se ha descrito
gue anosmina-1 se une a WNT3a e inhibe su actividad (Endo et al. 2012), por lo que
podria intervenir a través de esta via favoreciendo la diferenciacion de los OPCs. También,
el factor de crecimiento FGF8 se une a anosmina-1 pero, en este caso, aumentando su
actividad, al igual que con FGF2 y FGF4 (Endo et al. 2012). Se ha descrito que anosmina-1
y FGF2 se encuentran expresados selectivamente en las distintas lesiones de EM en
pacientes humanos y que ambas moléculas podrian tener un papel importante en la
migracion de OLs durante esta patologia aunque, en este caso, en sentido contrario a
nuestras observaciones, probablemente debido al ambiente inflamatorio que subyace en
las lesiones de EM (Clemente et al. 2011).

La sefializaciéon a través de los receptores FGFRs regula el proceso de mielinizacion
a través de la diferenciacion de los OLs, que se asocia con un aumento en la expresién de
los genes de mielina y en la mielinizaciéon de los axones del SNC (Fortin et al. 2005;
Furusho et al. 2011; Furusho et al. 2012). Nosotros hemos identificado a la proteina
anosmina-1 como un importante modulador de la progresion de la linea oligodendroglial,
asi como su efecto en el control de la expresion de MBP y la formacion de la mielina, con
consecuencias electrofisiolégicas. A través de la interaccion con FGFR1, la proteina
anosmina-1, podria activar la cascada de sefalizacién intracelular que conduce a la
expresion de los genes de mielina.

El papel de anosmina-1 en el desarrollo de los OPCs y de la estructura de la mielina
tiene importantes implicaciones en el proceso de mielinizacidon y remielinizaciéon en el
SNC de adulto. Estos nuevos hallazgos sobre los efectos bioldgicos de la proteina
anosmina-1, permiten encaminar la direccion de nuestra investigacidon hacia nuevas
estrategias en terapias de remielinizacion en las enfermedades desmielinizantes, como la
EM, u otros desdrdenes neuroldgicos como la esquizofrenia (Corfas et al. 2004; Tanaka et
al. 2009) y/o encontrar una explicacion a los sintomas satétiles identificados en pacientes
con KS, supuestamente asociados con alteraciones en tractos mielinizados, como las
sinquinesias y los movimientos andmalos de los ojos (Conrad et al. 1978; Schwankhaus et
al. 1989)
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10.

Conclusiones

El dominio Fnlll.3 de anosmina-1 interacciona con FGFR1 y las mutaciones E514K y
F517L en este dominio impiden esta unién.

La combinacion de los dominios WAP-Fnlll.1 de anosmina-1 es necesaria para la
interaccion de esta proteina con FGFR1, mientras que la regién CR no lo es,
aunque podria regular esta interaccion.

La mutacion C172R en el dominio WAP de anosmina-1, no altera la capacidad de
unién a FGFR1, mientras que la mutaciéon N267K en el dominio Fnlll.1, impide casi
por completo esta interaccion.

Tanto anosmina-1 como la forma truncada A1Nt, que incluye los dominios CR,
WAP y Fnlll.1, son quimioatrayentes para los neuroblastos de la SVZ. Este efecto
es anulado por las mutaciones E514K y F517L en el dominio Fnlll.3, asi como con
las mutaciones C172R en el dominio WAP o N267K en Fnlll.1 en la proteina
completa y no en A1Nt.

Algunas de las mutaciones descritas en pacientes con KS en la proteina anosmina-
1, dan lugar a proteinas truncadas que anulan la capacidad quimiotrdpica de
anosmina-1 sobre los neuroblastos de la SVZ.

La activacion de FGFR1 mediante FGF2 o anosmina-1 activa la via de sefializacidn
intracelular ERK1/2, necesaria para la migracion de los neuroblastos de la SVZ.

La proteina anosmina-1 es capaz de unirse in vitro, mediante determinados
dominios, a otras moléculas de la ECM como fibronectina y laminina, ademas de
interaccionar consigo misma, lo que confirma la importancia de las interacciones
homofilicas anosmina-1/anosmina-1.

La sobreexpresidon de anosmina-1 aumenta el nimero de OPCs tanto en la SVZ
como en el cuerpo calloso durante el desarrollo, debido al incremento de la
proliferacion de estas células en el estado embrionario, que se traduce en mas OLs
en el cuerpo calloso de los ratones adultos.

Anosmina-1 incrementa la capacidad migratoria de los OPCs y favorece su
diferenciacién hacia un fenotipo de OL maduro formador de mielina in vitro.

La sobreexpresion de anosmina-1 aumenta el nivel de expresién MBP y el grosor
de la vaina de mielina in vivo. Adema3s, la longitud de los nodos de Ranvier es
mayor en los animales transgénicos y la latencia de la velocidad de conduccién del
impulso nervioso a lo largo del cuerpo calloso disminuye.
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