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1. Mecanismos implicados en la axonogénesis,
el crecimiento axonal y la localizacion
de proteinas en el axon

JUAN JOSE GARRIDO
Y
MIGUEL DIAZ HERNANDEZ

RESUMEN

El inicio de la funcionalidad neuronal comienza por la formacién de un axén
y la generacién de dos dominios funcionales, axonal y somatodendritico. En es-
tos dominios se forman subdominios especializados en la recepcién de sefales
(espinas dendriticas) y la propagacién de los impulsos nerviosos (segmento ini-
cial del ax6n). La formacion del axén depende de la activacion de vias de sefia-
lizacién como la de PI3-quinasa, LKB1 o NFkB que regulan la dindmica del ci-
toesqueleto de actina y microtibulos y la elongacion axonal. Ademds, existen
sefales que actian negativamente sobre el crecimiento axonal. Recientemente,
hemos demostrado que el ATP y el receptor purinérgico P2X7 forman parte de
estas seflales negativas y la inhibicién farmacolégica de P2X7 induce la inhibi-
cién de GSK3, la cual estd asociada en diferentes trabajos a la elongacion y ar-
borizacién axonal. De hecho, su inhibicién o supresién potencian el crecimiento
axonal y la arborizacién del axén. Simultdneamente a la elongacion del axén, se
forma el segmento inicial del axén, responsable de generar los potenciales de ac-
cién. Recientemente, describimos un motivo aminoacidico capaz de localizar pro-
teinas de membrana y canales i6nicos en dicha region. Esto es posible gracias a
mecanismos de transporte dirigidos por los microtibulos y la kinesina-1 y a me-
canismos de anclaje especificos del segmento inicial del axén. El conocimiento
de estos mecanismos moleculares ha permitido encontrar dianas terapetticas que
deberan ser estudiadas para el tratamientos de enfermedades neurodegenerativas
y relacionadas con el crecimiento del axén y su funcionalidad.
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ABSTRACT

Mechanisms involved in axon formation, axonal elongation and protein
targeting at the axon

The begging of neuronal functionality starts by the formation of an axon, and
the generation of two functional domains, axonal and somatodendritic. Specialized
subdomains are formed in these domains to receive signals (dendritic spines) and to
propagate nerve impulse (axonal initial segment). Axon formation depends on the ac-
tivation of signalling pathways, such as PI3-kinase, LKB1 or NFkB, which regulate
the dynamics of actin and microtubule cytoskeleton, and so, axonal elongation. Be-
sides, there are signals that act negatively on axonal growth. Recently, we have de-
monstrated that ATP and the purinergic receptor P2X7 form part of these signals and
the pharmacological inhibition of P2X7 induces GSK3 inhibition. GSK3 inhibition
has been related in several Studies to axonal elongation and axonal branching. In fact,
inhibition of P2X7 or its suppression potentiates axonal growth and branching. Si-
multaneously to axonal elongation, the axon initial segment is formed. This domain
is responsible for action potential generation. Recently, we have described a targe-
ting motif capable of localizing membrane proteins and ionic channels to the axon
initial segment. This protein targeting is due to transport mechanisms involving mi-
crotubules and kinesin-1, as well as, tethering mechanisms specific of the axon in-
itial segment. A better knowledge of these molecular mechanisms has allowed the
finding of new therapeutic targets that should be studied for the treatment of neuro-
degenerative diseases and diseases affecting axonal growth and its correct function.

Keywords: Axonal initial segment. Cytoskeleton. Neuronal polarity. Puri-
nergic receptors. Axonal branching.

INTRODUCCION

Nuestros movimientos, las percepciones sensoriales de lo que ocurre a nues-
tro alrededor y la generacién de una respuesta a ellas dependen de una comple-
ja red de neuronas en nuestro sistema nervioso central y periférico. Santiago Ra-
moén y Cajal fue el primero en postular la existencia de la neurona como una
unidad bésica de funcionamiento del cerebro. Ademds, propuso en su ley de po-
larizacién dindmica que la transmisién del movimiento nervioso se produce siem-
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pre desde las ramas protoplasmicas y cuerpo celular, al ax6n o expansién fun-
cional, y que toda neurona posee, pues, un aparato de recepcion, el soma y las
prolongaciones protoplasmicas (dendritas), un aparato de emision, el axén, y un
aparato de distribucion, la arborizacién nerviosa terminal (1, 2). Con esta idea,
Ramén y Cajal abrié dos cuestiones que estan plenamente de actualidad, como
se adquiere la morfologia de una neurona y cuéles son los mecanismos celulares
y moleculares que permiten la transmisién del impulso nervioso de una neurona
a otra. Esta revision pretende abordar algunos de los avances mds importantes
que se han producido en el campo de la polaridad neuronal en estos dltimos afios.

Diversos avances técnicos, entre ellos, modelos de cultivo de neuronas han
permitido estudiar de una forma mads precisa la morfogénesis neuronal. En la ac-
tualidad, conocemos con una mayor precisiéon que el primer fendmeno en el es-
tablecimiento de la polaridad neuronal es la formacién de un axén, antes incluso
que se desarrollen las otras neuritas como dendritas. En dicha formacion estan im-
plicadas al menos dos rutas de sefializacion, la ruta de PI3-quinasa y una ruta me-
nos conocida en la que juega un papel importante la proteina LKB1 («tumor sup-
pressor kinase Lkb1»). Estas rutas regulan la dindmica del citoesqueleto de actina
y microtibulos, el cual juega un papel esencial tanto en el crecimiento del axén
como en el transporte al axén de las proteinas de membrana que van a permitir
la conduccidén del impulso nervioso. Dicho impulso se genera en respuesta a las
sefales recibidas por las dendritas, se integra en el segmento inicial del axén, ge-
nerando el potencial de accién y se transmite a lo largo del axdn hasta llegar a la
region presindptica. Para que esta maquinaria funcione correctamente cada domi-
nio de la neurona (somatodendritico, segmento inicial del axén y axén) debe cum-
plir su funcién especifica y para ello necesita un conjunto propio y especifico de
proteinas funcionales (receptores de neurotransmisores, canales i6nicos y protei-
nas capaces de anclar las anteriores en una posicion concreta). Por tanto, la des-
regulacion a cualquier nivel de sefializacion del citoesqueleto, la ausencia o falta
de funcién de las proteinas anteriormente mencionadas, asi como una localizacién
imprecisa de estas proteinas puede generar una disfuncién de la red de neuronas,
generando enfermedades neurodegenerativas o mentales.

1. ADQUISICION DE LA POLARIDAD NEURONAL: FORMACION
DEL AXON

La neurona es una de las células con una mayor complejidad morfol6-

gica y funcional. La adquisicién de esta complejidad comienza con la espe-
cificacion de una de las neuritas como ax6n y su crecimiento. De este modo,
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la neurona adquiere su polaridad morfolégica, diferenciando un dominio so-
matodendritico (postsindptico) y un dominio axonal (presindptico). Los me-
canismos intracelulares que regulan la especificacion del axén y su poste-
rior crecimiento son adn poco conocidos. A pesar de los datos conocidos
sobre la morfogénesis neuronal in situ, la comprension de los mecanismos
intracelulares que regulan la neuritogénesis y la formacion del axén requie-
ren sistemas experimentales donde las neuronas puedan ser manipuladas du-
rante su diferenciacidon. La generacion de un modelo estandarizado de cul-
tivo de neuronas de hipocampo, con estadios definidos, ha permitido avanzar
en el estudio de los mecanismos moleculares responsables de la formacién
del axén y su elongacién (Figura 1). En este modelo las neuronas reprodu-
cen los cambios morfoldgicos y funcionales que se observan en las neuro-
nas in situ y su contribucién a la investigacion de la funcién neuronal ha
sido de gran importancia (3-5).

A Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3
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FiGUrRA 1. Modelo de adquisicion de la polaridad neuronal. (A) Esquema representativo de los
estadios de diferenciacion neuronal en el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo. (B) En
el panel inferior se muestran ejemplos de estas neuronas en estadio 2 (a) y estadio 3 (by c). En
el estadio 2 (a), el axén aiin no ha comenzado a crecer y se distinguen varias neuritas que crecen
a partir del soma, con conos de crecimiento marcados con Faloidina-Alexa 594 (rojo), mientras
que los microtiibulos se marcaron con anti-o-tubulina y un anticuerpo secundario Alexa-488
(verde). En el estadio 3, se observa como el axén ha comenzado a crecer a un mayor ritmo que
el resto de neuritas. El patrén del citoesqueleto de microtiibulos y actina se marcé como en a.
En ¢ se muestra la diferenciacion del citoesqueleto de microtitbulos entre el dominio
somatodendritico (MAP2, rojo) y el dominio axonal (MAPIB fosforilada (SMI-31, verde).
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1.1. Ruptura de la neuroesfera y crecimiento de neuritas

Tras la dltima divisidn, la neurona postmitética presenta una forma redondea-
da. En las fases mds tempranas, en cultivo, genera un lamelipodio de actina poli-
merizada a su alrededor (estadio 1). El primer paso en la ruptura de esta simetria
es la concentracion, en uno o varios puntos, de receptores de factores y proteinas
que regulan la polimerizacién de actina. Se ha descrito que la deteccion de una se-
fial positiva de crecimiento a través de receptores de membrana transforma RhoA-
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FiGura 2. La ruptura de la barrera de actina es necesaria para el crecimiento de neuritas y el
axon. (A) El crecimiento de las neuritas a partir del estadio de neuroesfera y su posterior
elongacion requieren de la despolimerizacion de los microfilamentos de actina (rojo) y la ruptura
de la barrera de actina. Esto es aprovechado por los microtiitbulos (verde) para invadir esta region
y promover el crecimiento de las neuritas. (B) Inmunofluorescencia de un cono de crecimiento
axonal en sus primeras etapas donde se observa la barrera de actina con su estructura de
lamelipodio y filopodios (rojo) y el citoesqueleto de microtitbulos (verde). En comparacion con
el crecimiento de las neuronas control (C), la estabilizacion del citoesqueleto de actina mediante
el uso de jasplakinolide (D) impide el crecimiento de las neuritas, mientras que su
despolimerizacion con cytochalasina D permite el crecimiento de multiples neuritas («axon-like»).
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GTP a su forma inactiva, RhoA-GDP. Esta inactivaciéon rompe el complejo de
RhoA-ROCK-Profilina e induce la despolimerizacién de actina en este punto con-
creto (6). Otra proteina asociada a actina que participa en la despolimerizacion de
la actina es la cofilina (7). Esta ruptura de la barrera de actina es utilizada enton-
ces por los microtibulos para crecer y generar las neuritas (estadio 2, Figura 2).
La regulacién del citoesqueleto de actina durante el crecimiento neuritico y axonal
es atin poco conocida. Ademds de la regulaciéon de la dindmica de ensamblaje de
los filamentos de actina, su nucleacion también juega un papel importante en los
mecanismos de crecimiento y motilidad neuronal. Quizés el factor de nucleacién
mas conocido es Arp2/3 (8), que necesita de la colaboracién de otros factores como
WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein) y cuya actividad es regulada por miem-
bros de la familia de Rho-GTPasas (9).

1.2. Rho-GTPasas y su relacion con el crecimiento de neuritas

Los miembros mas conocidos de la familia de Rho-GTPasas son RhoA (Ras-
homologous member A), Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)y
Cdc42 (cell-division cycle 42). Las Rho-GTPasas son proteinas que se expresan
de forma ubicua y estan presentes a lo largo de toda la filogenia. La microin-
yeccion de formas constitutivamente activas o dominantes negativos de estas
GTPasas ha permitido conocer sus funciones en el control del citoesqueleto de
actina. Estas proteinas presentan una forma activa, unida a GTP, y una forma
inactiva, unida a GDP. El intercambio de GDP a GTP, y viceversa, estd regula-
do por otras familias de proteinas, GAPs, GEFs y GDIs que regulan este inter-
cambio o lo inhiben (10). Como se ha mencionado anteriormente, el crecimiento
de neuritas y con posterioridad del axén depende de la inactivacion de RhoA,
siendo ademds esencial la actividad de Racl. Las Rho-GTPasas regulan el ci-
toesqueleto de actina uniéndose a proteinas asociadas a actina (forminas, WASP,
profilina, cofilina, etc.) en funcién de su estado de actividad y regulando de esta
forma la generacion de filamentos de actina, su despolimerizacion y la orienta-
cién de estos microfilamentos de actina.

Existe una clara relacion entre los citoesqueletos de actina y microtd-
bulos durante el crecimiento y movimiento celular, aunque no existen mu-
chos datos sobre ello. Un trabajo ha propuesto que RhoA tiene un papel dual
en la estabilizacién y desestabilizaciéon de microtibulos, que Racl incre-
menta el crecimiento de microtibulos y Cdc42, ademds de cooperar con
Racl, estd implicado en la reorientacién del centrosoma hacia la direccidon
de migracién (11).
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1.3. Formacion del axon y elongacion axonal

La adquisicidn de la polaridad neuronal comienza con la formacién de un axén
a partir de una de las neuritas generadas (estadio 3). El crecimiento del axén a un
mayor ritmo que el resto de neuritas requiere la concentracién de mecanismos de
regulacion del citoesqueleto de actina y microtibulos, asi como de mecanismos de
transporte especificos del axon. Se ha descrito que el punto de crecimiento del axén
depende de la posicion del centrosoma tras la dltima division (12), lo que supon-
dria un apoyo a la organizacién de los microtibulos, su crecimiento y el transpor-
te de proteinas axonales. Sin embargo, el estudio del crecimiento del axén en el
modelo de cultivo de neuronas de hipocampo no muestra una relacion entre la po-
sicioén del centrosoma y el punto de crecimiento del axén. Recientemente, un tra-
bajo sugiere que el axén se forma a partir de una de las dos primeras neuritas ge-
neradas (13). Si bien, este punto ain necesita de nuevos estudios para determinar
con claridad dénde se forma el axén, los mecanismos que lo generan y las prote-
inas asociadas con la formacién del ax6n son un poco mas conocidos.

1.3.1.  Funcion de PI3-quinasa en la formacion del axon

Utilizando el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo se ha descrito que
la actividad de PI3-quinasa es esencial para formar un axén (14). Dicha actividad
genera PL.P fosfo-inositidos que regulan la localizacion polarizada, en el extremo
de la neurita que se especifica como axén, de proteinas como mPar3 y mPar6.
Ademais, la actividad de PI3-quinasa activa otras proteinas (p. ej. PKCz, Akt,
GSK3, Raplb, Racl y Cdc42) relacionadas con el citoesqueleto de actina y mi-
crotibulos que permiten la elongacién del axén (15). La actividad coordinada de
estas protefnas y sus vias de sefializacion permiten una mayor despolimerizacién
del citoesqueleto de actina en el punto de crecimiento del axén y la polimeriza-
cién de microtibulos que elongan el axén. La importancia de la despolimeriza-
cién localizada de actina para permitir el crecimiento del axén fue demostrada por
el grupo de Carlos Dotti (16). Tratando neuronas de hipocampo en cultivo con
cytochalasina D observaron que su aplicacién local, en otra neurita diferente a la
que habia generado el axén, permitia el crecimiento de un segundo axén (Figura
2). Posteriormente, se ha demostrado que proteinas asociadas a la actina, como la
profilina, actiian conjuntamente con las proteinas de la familia de Rho-GTPasas,
regulando el estado de polimerizacién de la actina en el punto de crecimiento del
axon. En general, el crecimiento del axén depende de un balance a favor de una
mayor cantidad de Rac-GTP y una mayor inactividad de Rho (Rho-GDP).
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1.3.2.  Otras proteinas relacionadas con la formacion del axon

La importancia de la via de PI3-quinasa en la formacién del axén no sélo
se refiere a la actividad de PI3-quinasa. Recientemente, se ha descrito que otras
quinasas reguladas por esta activad son esenciales para la formacién o especi-
ficacion del axén. La inhibicién de la actividad de GSK3 impide la formacién
del axén (17, 18). Aunque durante mucho tiempo se ha puesto énfasis en GSK3p3,
mediante el uso de ARNs de interferencia se ha podido demostrar que ademds
de GSK3p, GSK30? también es necesaria para la formacién del axén en neu-
ronas de hipocampo durante su desarrollo «in vitro» (17). Sin embargo, la elon-
gacidn posterior del axén es acentuada por la inhibicién de la actividad de GSK3
(17, 19). Algunos articulos han descrito que la inhibicién de GSK3 también ge-
nera multiples axones, pero dada la compleja regulaciéon de esta proteina y su
participacién en diferentes procesos celulares, hardn falta més estudios para en-
tender de una forma mas concreta su participacion en la formacion del axén (20,
21). La regulacién de la actividad de GSK3 es bastante compleja y se conoce
mejor su actuacién fosforilando proteinas asociadas al citoesqueleto. La fosfo-
rilacién de proteinas asociadas a microtibulos como tau o MAP1B regula la es-
tabilidad y polimerizacién de microtibulos, participando de esta forma en la re-
gulacién del crecimiento axonal. De hecho, las neuronas de hipocampo de
ratones con una expresion muy reducida de MAP1B presentan un retraso im-
portante en el crecimiento inicial del axén (22-24). MAPIB fosforilada por
GSK3 se localiza esprecificamente en el ax6n y es un marcador temprano du-
rante la formacién del axén (25). Con posterioridad, la forma de tau no fosfo-
rilada por GSK3, tau-1, se localiza especificamente en el axén. Por tanto, GSK3
tiene un papel diferente dependiendo del momento de desarrollo del axén (es-
pecificacion o elongacién). CRMP-2 es una proteina regulada por GSK3 y que
actiia polimerizando microtibulos y permitiendo el crecimiento del axén.
CRMP-2 se une a monémeros de tubulina que va incorporando al extremo po-
sitivo de los polimeros de tubulina. Su sobreexpresion en neuronas genera mul-
tiples axones (26-28).

GSK3 también fosforila a beta-catenina (29), la cual participa en el creci-
miento axonal asociada a APC y al citoesqueleto (30). La regulacién de la fos-
forilacién de beta-catenina por GSK3 también juega un papel importante en el
transporte de beta-catenina al niicleo y su participacion en la transcripcién de
genes (29). Como posteriormente se tratard, un tipo de receptores capaces de
interactuar con la actividad de GSK3 y regular la elongacion del axén y su ar-
borizacién, son los receptores purinérgicos. Otros receptores que regulan la ac-
tividad de GSK3 y que han sido més estudiados son los receptores de insulina
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e IGF-I, cuya supresién mediante ARN de interferencia impide la formacién del
axon (31).

Ademas de GSK3, la actividad de IKKo/IKKf (Quinasa del inhibidor de
NF-xB, IkBo) es necesaria para formar un axén. Recientemente, hemos de-
mostrado que la supresion de la actividad de IKKs impide la formacion del axén
(32). Sin embargo, al igual que ocurre con GSK3, una vez establecido el axoén,
la actividad de IKKs no es necesaria para elongar el axén, aunque si juega un
papel muy importante en la formaciéon y maduracion del segmento inicial del
axon. Esta region aloja una importante concentracion de canales de sodio de-
pendientes de voltaje (Na,1.2 y Na 1.6) y es responsable de la generacion del
potencial de accién. Diferentes trabajos han mostrado que existe una interrela-
cion entre la actividad de GSK3 y la ruta de sefializacién de NFkB, pero la for-
ma en que interaccionan en las neuronas no es atn conocida (33).

Otra via de sefializacién implicada en la formacién del axén, y por el mo-
mento no asociada con la actividad de PI3-quinasa, implica a la proteina LKB1
(Par4). Se ha demostrado que la fosforilaciéon en la serina 431 de LKB1 por
PKA es necesaria para que se forme un axén (34).

Asimismo, otras proteinas reguladas por diferentes vias estan implicadas en
los mecanismos responsables de formar el axén. Por ejemplo, la forma fosfori-
lada de JNK2 esta presente en la region distal del axén y dicha fosforilacion es
necesaria para formar el axén (35). Recientemente, se ha propuesto que Rit, per-
teneciente a la familia de Ras GTPasas estd implicada en el crecimiento del axén
y su actividad ademas de promover el crecimiento axonal, puede actuar como
un factor inhibidor del crecimiento de las dendritas (36). Otras proteinas rela-
cionadas previamente con el transporte de proteinas hacia el ax6n se han iden-
tificado en las primeras fases de especificacion y crecimiento axonal. Una de
ellas es una subunidad de la kinesina-1, cuya localizacién en la neurita que va
a formar axén determina su crecimiento (37). Esta subunidad de la kinesina-1
se localiza con posterioridad en el segmento inicial del axén y su asociacién con
microtibulos estables en este dominio determina el transporte y localizacién
axonal de proteinas como la proteina precursora del amiloide (APP) (38).

1.4. Formacion del segmento inicial del axon
El segmento inicial del axén (ALS) fue identificado en los afios 60 como

una estructura que se diferenciaba estructuralmente del resto del axén y del do-
minio somatodendritico. Sus principales caracteristicas son: a) una capa densa
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Ficura 3. El segmento inicial del axon. (A) Neurona de hipocampo en cultivo (6 DIV). El dominio
somato-dendritico se identificé mediante el marcaje con anticuerpos dirigidos contra la proteina
asociada a microtiitbulos, MAP2a+b (rojo), y el segmento inicial del axén utilizando anticuerpos
dirigidos contra losa canales de sodio dependientes de voltaje (PanNaCh, verde). (B) Esquema
representativo de la estructura proteica del segmento inicial del axén. Sobre un citoesqueleto
denso de actina submembranoso se anclan proteinas como la BlIV-espectrina y la ankirina G, que
a su vez ancla proteinas integrales de membrana como los canales de sodio, canales de potasio,
neurofascina o LI/INCAM. Esta densidad de proteinas actiia como barrera de difusion en la
membrana, controlando el trdfico de proteinas hacia el axon.

granular e intracelular, b) la presencia de algunos grupos de ribosomas, y ¢) la
presencia de fasciculos de microtibulos. Esta estructura se asemeja a la de los
nodos de Ranvier (39). Durante muchos afios, algunos estudios aislados han se-
guido describiendo la estructura del segmento inicial del axén en diferentes ti-
pos de neuronas y en diferentes especies. Sin embargo, este dominio axonal s6lo
ha adquirido una relevancia especial en la funcionalidad neuronal durante los
dltimos 10 afios (Figura 3).
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El segmento inicial del axén es la estructura responsable de la generacion del
potencial de accion y actia también como una barrera de difusién que controla el
trafico de proteinas hacia el axdon (40, 41). La generacién del potencial de accién
es posible gracias a la concentracion de canales de sodio dependientes de voltaje
en este dominio axonal (42, 43). Dicha concentracién es posible gracias a su an-
claje a ankirina G en el segmento inicial del ax6n a través de la secuencia AIS de
aminodcidos presente en el canal de sodio (42). El AIS actia también como una
barrera que impide el trafico hacia el ax6n de proteinas que no van a formar par-
te del axo6n. Ello es posible gracias a una fuerte concentracion de proteinas en la
membrana del AIS que limita la difusién de proteinas (44).

Dada la importancia del segmento inicial del axén en la adquisicion de la
polaridad funcional de las neuronas, diversos grupos han estudiado como se for-
ma su estructura. Estudios en secciones de cerebro de ratones salvajes y rato-
nes knock-out para ankirina G y BIV-espectrina han mostrado que la concentra-
cién de canales de sodio en el AIS depende de la llegada con anterioridad de
ankirina G y BIV-espectrina (45). Dos estudios han mostrado que existe una se-
cuencia de aminodcidos en el canal de sodio neuronal dependiente de voltaje
que es responsable de concentrar estos canales en el segmento inicial del axén
y que dicha secuencia une estas proteinas a la ankirina G (42, 46). Esta secuencia
ha sido con posterioridad identificada en otros canales idnicos, como los cana-
les de potasio KCNQ2/3 (Kv7.2 y Kv7.3), que estan relacionados con epilep-
sias neonatales (47). Ademads, la mutacién de un glutdmico en esta secuencia de
aminodcidos impide la concentracién de proteinas, su anclaje a ankirina G y
cuando la mutacién estd presente en el canal de sodio dependiente de voltaje de
musculo cardiaco (Navl1.5), entonces se produce la cardiomiopatia conocida
como el sindrome de Brugada (48, 49).

El anclaje de ankirina G y BIV-espectrina necesita a su vez de una estruc-
tura de citoesqueleto diferenciada del resto del axén. Asi, el segmento inicial
del axén se caracteriza por una densidad elevada de actina bajo su membrana
plasmatica. El uso de agentes despolimerizantes de actina reduce la amplitud
del potencial de accién (43). Asimismo, observaciones de nuestro laboratorio y
de otro grupo (50) muestran que los microttibulos del segmento inicial del axén
presentan isoformas de tubulina més estables (tubulina acetilada) y su organi-
zacion es diferente a la del resto del axén o el dominio somatodendritico.

Estos microtibulos mas estables juegan un papel esencial en el transporte
de proteinas hacia el axén, al permitir la unién de la subunidad KIF5B de la ki-
nesina-1 que actia como proteina de transporte hacia el axén (38). Otra subu-
nidad de la kinesina-1, KIF5C, se une de forma diferencial a microtubulos ti-
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Ficura 4. La formacion del segmento inicial del axon estd asociada a la formacion inicial del

axon. (A) Neuronas de hipocampo cultivadas durante 36, 48 6 72 horas y marcadas con

anticuerpos dirigidos contra el marcador axonal SMI-31 (MAP1B-P, rojo) y plkBa (verde). (B)

Como se observa en la cuantificacion de fluorescencia de ambos marcadores colocalizan en el

axon desde su inicio y posteriormente plkBao. se concentra en el segmento inicial del axén (48 y
72 horas).

rosinados (mds dindmicos) y a microtibulos detirosinados (mds estables), sien-
do la velocidad de transporte mds lenta en estos dltimos (51). Esta diferencia
permitiria al segmento inicial del axén cumplir su funcién de control de trafico
de las proteinas axonales.

Recientemente, hemos demostrado que la formacién del segmento inicial del
axoén es un evento mucho mas temprano de lo que se pensaba y no es necesaria
una previa maduracién dendritica (32). La forma fosforilada del inhibidor de NF-
kB, pIkBa, se localiza en el segmento inicial del axén de todas las neuronas e
interneuronas en el sistema nervioso central (52). Cuando estudiamos la forma-
cion del ax6n en el modelo de neuronas de hipocampo en cultivo, se observo que
desde el primer momento que el axén puede ser identificado como tal, la locali-
zacion de pIxkBo estd restringida al incipiente axén. Segun el axén comienza a
elongar pIkBo se comienza a concentrar proximo al axén (Figura 4) y unas 24
horas tras la iniciacién del axdn, el segmento inicial del axén se ha formado (32).
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Aunque los mecanismos que regulan el transporte de proteinas hacia el segmen-
to inicial del ax6n son poco conocidos y se ha propuesto que la ankirina G es la
primera proteina en llegar al segmento inicial del ax6n, nuestro estudio ha mos-
trado que la fosforilacion de IxBo es necesaria para el transporte de ankirina G
y canales de sodio dependientes de voltaje hacia el axén (32). pIkBa se asocia
a microtibulos y podria de esta forma regular el transporte de proteinas hacia el
axon. Esto supone la implicacién de una ruta de sefializacion tanto en el control
de la transcripcion de genes como el transporte de las proteinas que estos codi-
fican, siendo de esta forma un mecanismo de coordinacion a nivel intracelular
de los mecanismos que regulan la morfogénesis y la sintesis de proteinas. Futu-
ros estudios en esta direccién podrian ser ttiles para comprender enfermedades
del sistema nervioso relacionadas con la pérdida de estructuras en las neuronas.

2. ELONGACION Y ARBORIZACION AXONAL

El axén, una vez formado, debe elongar y alcanzar dianas especificas para
generar contactos sindpticos con otras neuronas o células especializadas en di-
ferentes tejidos (p. ej. musculares o sensoriales). Esta elongacion esta regulada
por sefiales externas positivas y negativas que regulan el crecimiento y guian al
ax6n hacia su diana. Diversos estudios han mostrado que la ramificacién axo-
nal estd ligada al comportamiento del cono de crecimiento (53, 54). Por ejem-
plo, la semaforina 3A repele los axones corticales in situ e in vitro (55, 56) y
reduce la arborizacién axonal (55). Por otro lado, esta misma molécula repele
los conos de crecimiento de las neuronas de retina pero induce la ramificacién
de estos axones una vez que el cono de crecimiento se ha recuperado de su co-
lapso (57). Para ello el cono de crecimiento axonal cuenta con receptores de es-
tas sefiales que estdn acoplados a mecanismos de regulacién del citoesqueleto
de actina y microtiibulos, tales como las neuropilinas, plexinas o integrinas (58).
Estos factores pueden regular la dindmica de los microfilamentos de actina o
microtibulos en zonas especificas del cono de crecimiento, permitiendo su giro
hacia una u otra direccion o incluso el colapso del cono de crecimiento. La neu-
rona, a través del conjunto de receptores y sensores en su cono de crecimiento,
realiza exploraciones y crece en la direccion permitida o colapsa ese cono de
crecimiento si el ambiente no permite el crecimiento, impidiendo de esta forma
la generacién de ramificaciones axonales. En ciertas condiciones, el axén pue-
de ramificarse y generar multiples ramificaciones (arborizacién axonal) con mul-
tiples contactos sindpticos. La formacién de ramificaciones axonales es necesa-
ria para el desarrollo del sistema nervioso y a su vez, el tamafio y complejidad
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de las ramificaciones estd determinado por la actividad neural (59, 60). Para que
estas ramificaciones se produzcan el citoesqueleto debe remodelarse. Asi, el
axon a partir del cual se generan las ramificaciones estd formado por largos mi-
crotubulos que deben cortarse y moverse hacia la ramificacién en formacioén.
Esto es posible gracias a proteinas como la katanina o la spastina que rompen
estos microtibulos en fragmentos mas pequefios y moviles (61). La regulacion
del crecimiento de estas ramificaciones y su extension con respecto al axén prin-
cipal depende de diferentes sefiales. Sin embargo, las bases moleculares que re-
gulan la arborizacion axonal son poco conocidas. Recientemente se ha descri-
to, que modificaciones localizadas transitorias de los niveles de calcio
intracelular pueden estar implicadas en la toma de esta decision (62).

Estas variaciones en los niveles de calcio, junto con las vias de sefializa-
cion dirigidas por otros factores externos pueden regular ese crecimiento y ar-
borizacién axonal. Recientemente se ha descrito que NGF potencia el creci-
miento axonal en neuronas de ganglio de la raiz dorsal (DRG) e induce la
inhibicién de GSK3. Ademads, la inhibicién de GSK3, en neuronas de hipocam-
po en cultivo, induce el crecimiento y la arborizacién axonal (17). Ademds de
GSK-3, tanto RhoA como FAK («focal adhesion kinase») juegan un papel esen-
cial en la regulacion de la formacién de ramificaciones axonales (63, 64).

Ademés de las sefales que inducen el crecimiento y la arborizacién axonal,
otras seflales, como el ATP, pueden impedir o restringir el crecimiento del axén.
Como se discute a continuacion, los receptores purinérgicos pueden jugar un pa-
pel importante en la regulacién de la elongacién y arborizacion del axén, aunque
su papel en el desarrollo de los circuitos neuronales es atin muy poco conocido.

3. FUNCION DE LOS RECEPTORES PURINERGICOS
EN LA DIFERENCIACION NEURONAL

Una de las familias de moléculas que mds importancia estd adquiriendo en
los dltimos afios por el papel que desempefian en la diferenciacion y supervi-
vencia neuronal son los nucleétidos de adenina. Estos compuestos, que presen-
tan una amplia distribucién en todo el organismo, ejercen un efecto tréfico di-
recto en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y juegan un
papel fundamental en el las respuestas frente a enfermedades y traumatismos
(65, 66). Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores los nucleétidos de
adenina, y en particular el ATP, ejercen un papel como neurotransmisor rapido
en el sistema nervioso central, ya que solo no activa canales i6nicos especificos
denominados receptores P2X (67-69), sino que ademds, las ectonucleotidasas
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presentes en la membrana plasmatica lo degradan rdpidamente a adenosina. Los
receptores P2X, estan formados por la combinacion de al menos 7 subunidades
diferentes denominadas P2X1 al P2X7, y conforman un canal funcional cuan-
do se combinan al menos 3 de estas subunidades iguales o diferentes (70). La
activacion de estos receptores induce la entrada de calcio al interior de la neu-
rona independiente de la activacién de los canales de calcio dependientes de vol-
taje (71). Como consecuencia de esta entrada de calcio, el ATP, es capaz de in-
ducir la liberacion de mds neurotransmisores, participando asf en la propagacion
del impulso nervioso (72, 73). Ademas, estos receptores, al inhibir la induccién
de la potenciacion a largo plazo en el hipocampo, participan en los procesos de
plasticidad neuronal, fundamentales en el funcionamiento de los circuitos neu-
ronales implicados en los procesos de memoria (74).

Es precisamente durante el desarrollo del hipocampo donde los receptores
P2X juegan un papel importante en la formacién de las redes neurales. Asi, en
estudios realizados en rodajas de hipocampo de ratones neonatos, se observo
que la activacién de los receptores P2X1, 2 y 4 inducen la formacion de fibras
nerviosas en el giro dentado (75). Por el contrario, en explantes neuronales se
ha descrito que la activacién de receptores P2X3 desencadena una disminucién
de la elongacion axonal (76).

La importancia que los nucledtidos de adenina desempefian en la diferen-
ciacién neuronal no solo se limita a los efectos que estos compuestos ejercen
sobre la morfologia neuronal. Asi, otro de los papeles importante que desem-
peiien los nucledtidos de adenina se centra en el control que células progenito-
ras poseen para controlar la recepcidn de las sefiales procedentes de su entorno
(77). Uno de estos mecanismos de control consiste en la alta expresién de ec-
tonucleotidasas en su membrana plasmatica, impidiendo de esta manera la lle-
gada de sefiales que las induzca a diferenciarse (78).

El control que los nucledtidos ejercen sobre los sistemas en crecimiento pa-
rece no limitarse al reino animal. Asi, recientemente se ha descrito como el ATP
y la ectonucleotidasas presentes en la raiz de la planta Arabinopsis thaliana ejer-
cen una fuerte regulacién sobre su crecimiento y ramificacion (79).

3.1. Calcio y crecimiento axonal
Hace unos afios, se reportd por primera vez la influencia que el calcio ejercia

en los proceso de elongacion y ramificacion axonal. Asi se observé que los incre-
mentos de calcio espontdneos (por lo tanto, producidos por agentes desconocidos)
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que se producen en el cono de crecimiento estan inversamente relacionados con la
capacidad que tiene el axén de migrar y crecer (80, 81). Al analizar en profundi-
dad este fenémeno, se determiné que tnicamente los incrementos de calcio de baja
frecuencia son capaces de inducir la parada del crecimiento y arborizacién axoéni-
ca (62). No debemos olvidar que el efecto primario que inducen los nucledtidos de
adenina, al activar sus receptores P2X, es incrementar el calcio intracelular en un
punto muy concreto de la neurona. De tal manera, que si estos receptores estuvie-
ran presentes en los conos de crecimiento serian unos excelentes candidatos para
ser los agentes causantes de desencadenar los incrementos de calcio espontaneos
antes descritos. Si bien existe poca literatura al respecto, no debemos olvidar que
los conos de crecimiento son las estructuras primigenias que constituiran el com-
ponente presinaptico de los contactos sindpticos que se establezcan en los circui-
tos neurales del cerebro en un animal adulto. Es precisamente en esta localizacion
donde se ha descrito ampliamente la presencia de los receptores de nucleétidos (82-
84) y establecido que su activacion no solo induce la entrada de calcio a la termi-
nal nerviosa, sino que también, inducen la liberacién de los neurotransmisores al-
macenados en las vesiculas sindpticas (73, 85).

Como se mencionard en el capitulo de esta monografia dedicado al sistema
purinérgico, de todas las subunidades P2X encontradas a nivel presindptico, la
que presenta una mayor abundancia en el SNC es la subunidad P2X7 (86).

3.2. Los receptores P2X y su funcion en la regulacion del crecimiento
axonal

Llegados a este punto, la principal pregunta que queda por esclarecer es si
los receptores P2X regulan el crecimiento axonal. Para contestarla, el primer pun-
to que debiamos establecer es la presencia de receptores ionotrépicos funciona-
les de ATP en los conos de crecimiento. Gracias a la utilizacién de un sistema
de videoimagen que nos permite registrar pequefias variaciones en la concentra-
cién de calcio intracelular en puntos muy concretos de la neurona, observamos
que la estimulacién de las neuronas de hipocampo en cultivo con pulsos de ATP,
producia una entrada de calcio en el cono de crecimiento. Ademds, pudimos cons-
tatar que la onda de calcio generada se quedaba restringida a la zona mds distal
del axon, sin llegar a afectar ni siquiera a la zona del segmento inicial del axén
(Figura 5). También constatamos como la activacién de los receptores P2X pre-
sentes en el cono de crecimiento provocan una disminucién de la elongacién del
axon (Figura 5). Estas observaciones no solo identifican al ATP como uno de los
agentes causantes de los incrementos de calcio espontdneos registrados en los co-
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FiGura 5. El ATP induce corrientes de calcio en el cono de crecimiento de neuronas de
hipocampo en cultivo a través de receptores P2X: A, Imagen de fluorescencia de una neurona
hippocampal en cultivo cargada con la sonda fluorescente fura-2. Ademds se muestran las
diferentes dreas analizadas tanto a lo largo del axén (regiones 2 'y 3) como en el compartimiento
somato-dendritico (region 1). Las grdficas representan el ratio de los cambios temporales en las
longitudes de onda emitidas por el fura-2 al ser este excitado a 340 (F,,,) o a 380 (F,) nm. La
neurona fue estimulada con un pulso de ATP ImM en el punto b, y con otro de KCl 60 mM en
el punto d. Los paneles que se muestran en la derecha se corresponden con las imdgenes de fura
registradas para la neurona analiza en los puntos temporales indicados como a al d, que se
muestran en las grdficas de la izquierda. Los tiempos de estimulacion se representan con lineas
solidas y corresponden a 50 segundos. B, Neuronas hipocampales en su tercer dia de cultivo en
presencia o ausencia de ATP 1 mM. Las neuronas fueron teiidas con anticuerpos frente a la
tubulina (verde) y con la actina (rojo). Escala (50 um).

nos de crecimiento de las neuronas en cultivo, sino que ademds, constituyen las
primeras evidencias funcionales que demuestran que los receptores P2X ejercen
un control negativo de la elongacién axonal.
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3.2.1. Papel del receptor P2X7 en la regulacion del crecimiento axonal

El siguiente paso a analizar era determinar que tipo de receptores P2X es-
taban involucrados en el control de la elongacion del axon. Para contestar esta
pregunta, se optd por realizar un estudio farmacolégico, empleando diferentes
antagonistas de los receptores P2X. Mediante este abordaje experimental no solo
conoceriamos la naturaleza del receptor, sino que también determinariamos si
el bloqueo de estos receptores induce la elongacién del axén. De todos los an-
tagonistas utilizados, solamente aquellos que inhiben al receptor P2X7, como
son el BBG, el KN62 y el A-438079 indujeron una elongacién y ramificacion
del ax6n mayor a la observada en las neuronas no tratadas (Figura 6). Confir-
mamos de la participacion del receptor P2X7 mediante el empleo de técnicas
de biologia molecular, gracias a las cuales pudimos observar la evolucién del
crecimiento y ramificacion axonal en neuronas que carecian o sobre-expresaban
el receptor P2X7. Como se observa en la Figura 6, la supresion del receptor
P2X7 indujo una elongacién y ramificacién axonal similar a la obtenida me-
diante los tratamientos farmacoldgicos en los que se emplearon antagonistas se-
lectivos del receptor P2X7. Por el contrario, la sobre-expresion de dicho recep-
tor indujo una disminucién en la longitud y nimero de ramificaciones del axén,
el mismo efecto observado al activar el receptor P2X7 con ATP (Figura 6).

Una vez determinada la participacion del receptor P2X7 en el crecimiento
y ramificacién axonal solo quedaba determinar el mecanismo molecular por el
cual dicho receptor regula negativamente la elongacién y ramificacién axonal.
Al analizar en detalle la morfologia que presentaban los conos de crecimiento
después de activar o inhibir el receptor P2X7 observamos que si bien la acti-
vacién del receptor promovia un colapso de los mismos, su inhibicién inducia
el efecto opuesto (Figura 7). Este hecho correlacioné con una activacion la pro-
teina FAK (quinasa de los puntos focales de adhesion) mediada por la inhibi-
cién de la proteina quinasa dependiente de calcio CaMKII (87). No debemos
olvidar que uno de las proteinas dianas del receptor P2X7 es la CaMKII (88,
89), de tal manera que se ha descrito como la activaciéon de P2X7 induce una
fuerte y rdpida activacioén de la quinasa dependiente de calcio CaMKIL.

Como se ha mencionado anteriormente, una de las quinasa claves en los
procesos de elongacion y arborizacién del axén, es GSK3. Asi, se ha descrito
que la inhibicién sostenida de GSK3 es capaz de inducir una mayor elongacion
y arborizacion axonal, una vez que el axén ya esta formado (17). Como cabria
esperar, cuando se analizé el estado de activacién de la GSK3 después de in-
ducir una inhibicién sostenida del receptor P2X7, se observé una clara dismi-
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Ficura 6. El receptor P2X7 regula el crecimiento y arborizacion axonal. A, Se muestran

neuronas de hipocampo en su tercer dia de cultivo tratadas en presencia de diferentes antagonistas

de los receptores P2X; BBG (5 uM), PPADS (50 uM) e IpJ (1 uM). Las neuronas fueron tefiidas

con anticuerpos frente a la tubulina para observar su morfologia. Escala (100 um). B, Se muestran

neuronas hipocampales en cultivo transfectadas con GFP, un RNA de interferencia del receptor
P2X7 (shRNA-P2X7) fusionado a GFP (P2X7-GFP). Escala (50 um).

nucién en la actividad de la quinasa GSK3. Esta disminucién de la actividad de
GSK3 no solo correlaciona con la elongacién y arborizacién axonal inducidas
por la inhibicién del receptor P2X7, sino que ambos fendmenos comparten una
secuencia temporal. Asi, sabemos que la inhibicién del receptor P2X7 desenca-
dena una activacién de la quinasa FAK. Dado que un sustrato de FAK es la PI3-
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B Control BEG 5 uM

BBG 5 uM
LY-294002 50 M

FiGURA 7. La inhibicion del receptor P2X7 modifica la morfologia del cono de crecimiento de
las neuronas de hipocampo mediante la inhibicion de la PI3- quinasa. A, Se muestran la
morfologia de los conos de crecimiento de las neuronas de hipocampo tratadas durante 3 dias
en presencia o ausenta del antagonista del receptor purinérgico P2X7 BBG (SuM). Mientras los
conos de las neuronas control mostraron una morfologia mixta de lamedipodio y filopodio, los
conos tratados con BBG solo presentan una morfologia de lamedipodio. Escala (10 um). B, Se
muestran neuronas de hipocampo en su tercer dia de cultivo tratadas en presencia y ausencia de
BBG (5 uM) y/é del inhibidor de PI3-quinasa LY-294002 (50 uM). El BBG y el inhibidor de la
IP3-quinasa fueron anadidos después del primer dia de cultivo. Escala (50 pm).

quinasa (90), la activacién de FAK desencadenaria una activacién de la PI3-qui-
nasa. Esta secuencia de acontecimientos la pudimos constatar en nuestro mode-
lo de neuronas de hipocampo, al observar como la arborizacién y elongacién
axonal inducida por el BBG eran revertidas en presencia de un inhibidor de la
PI3-quinasa (LY-294002) (Figura 7). Como se ha mencionado con anterioridad,
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la activacion de PI3-quinasa desencadena la fosforilacién e inhibicién de GSK3,
de tal manera que el receptor P2X7 desencadena finalmente una regulacion de
la actividad de la quinasa GSK3.

El hecho de que la inhibicién de GSK3 promueve el crecimiento y arboriza-
cién axonal en axones lesionados in vivo (91), abre nuevas perspectiva terapéuti-
cas para la utilizacién de inhibidores del receptor P2X7 en lesiones medulares.

4. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES QUE REGULAN
LA LOCALIZACION POLARIZADA DE PROTEINAS AXONALES

Aunque este apartado mereceria por si solo un capitulo propio, a continua-
cién comentamos algunas ideas sobre la forma en que el axén distribuye sus pro-
teinas. Simultaneamente a la estructuracién morfoldgica del axén, en la membra-
na axonal se van localizando proteinas (canales i6nicos, receptores o proteinas de
adhesién) que guian el axén, regulan su crecimiento y permiten la generacion de
potenciales de accién. Como se ha indicado con anterioridad, esta localizacién po-
larizada de diferentes proteinas en el axén, depende del citoesqueleto de actina y
microtibulos, asi como de las proteinas de transporte (kinesinas, dineinas o0 mio-
sinas). En los ultimos 10 afios el estudio de las secuencias aminodcidicas de pro-
tefnas axonales ha permitido demostrar que existen diversos motivos de aminoé-
cidos capaces de localizar proteinas especificamente en el axén. Se ha propuesto
que algunas de estas proteinas pueden ser transportadas directamente hacia el axon,
como es el caso de NgCAM. Sin embargo, la distribucion especificamente axo-
nal de muchas de las proteinas estudiadas depende de su eliminacién, mediante
endocitosis, de la membrana somatodendritica (92). Este es el caso del canal de
sodio neuronal dependiente de voltaje (92) o de la proteina VAMP-2 (93). Una
vez transportadas hacia el axén, estas proteinas deben anclarse en un dominio es-
pecifico para cumplir su funcién. Si bien en el dominio somatodendritico, las pro-
teinas con dominios PDZ, tales como la PSD-95, cumplen la funcién de anclaje
de proteinas funcionales de membrana; en el caso del axén y del segmento ini-
cial del axdn, esta funcion estd representada por la ankirina B y ankirina G. Pro-
tefnas que actian como adaptadores entre las proteinas de membrana y el citoes-
queleto de actina y microtibulos. La proteina de adhesién L1 contiene una
secuencia de aminodcidos (FIGQY) que la permite unirse a las ankirinas y esta-
bilizarse en la membrana axonal. Dicho anclaje estd regulado por mecanismos de
fosforilacién y una secuencia de aminoacidos (RSLE) que permite su endocitosis
(94, 95). Otro ejemplo son los canales de sodio y potasio dependientes de volta-
je, Na 1.2, Na 1.6 o KCNQ2/3, que se unen a la ankirina G a través del motivo
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AIS descrito en los canales de sodio (47). Recientemente, se ha descrito que una
proteina de densidades postsindpticas, PSD-93, es capaz de anclar canales de po-
tasio y localizarlos en el axén (96). Durante los dltimos 10 afios se han descrito
motivos aminoacidicos que regulan la localizacién y anclaje de proteinas en el
axon, lo que ha permitido entender las bases estructurales que permiten desarro-
llar la funcién del axén en la transmision de sefales.

5. CONCLUSION

La complejidad funcional del sistema nervioso tiene como unidad bésica fun-
cional a la neurona, junto con otras células que le sirven de apoyo y con las que
intercambia informacién. A pesar de que ya hace alrededor de un siglo que San-
tiago Ramoén y Cajal propuso la teoria neuronal, solamente durante los tltimos
25 afios hemos sido capaces de obtener bastante, pero ain no suficiente, infor-
macién sobre como se forma una neurona y que mecanismos intracelulares per-
miten crear la arquitectura morfoldgica y funcional de las neuronas. Sabemos
cémo se inicia un axén, cémo se forma el citoesqueleto neuronal y cudles son
las causas de algunas enfermedades neurodegenerativas. Para su tratamiento, asi
como el tratamiento de lesiones axonales, debemos conocer los factores, recep-
tores y vias de sefializacién que regulan el crecimiento axonal, asi como los me-
canismos que regulan su posicién y que son responsables de que un receptor cum-
pla su funcién en un momento concreto y en una localizacién especifica de la
neurona. De esta forma, podremos encontrar dianas farmacoldgicas adaptadas que
permitan regular vias de sefializaciéon en dominios especificos de las neuronas.
Por ultimo, un mayor conocimiento de los mecanismos que regulan el crecimiento
axonal también serd util en un futuro para intentar regenerar axones lesionados,
junto con otras estrategias centradas en las células de glia.

6. AGRADECIMIENTOS

Los autores quieren agradecer a los jovenes cientificos que han colaborado
en el desarrollo del trabajo sobre la funcién de los receptores purinérgicos en la
elongacion y arborizacién axonal; Ana Del Puerto Del Pino, Juan I. Diaz Her-
nandez y Maria Diez Zaera. Su trabajo serd publicado en breve en Journal Cell
Science. Este proyecto ha sido financiado por el plan Nacional I+D mediante
los proyectos SAF2006-00906 (JJG) y BFU2005-02079 (MDH). También que-
remos agradecer la ayuda recibida por parte de la Fundacién Marcelino Botin y

40



MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

el entusiasmo y apoyo de la profesora Maria Teresa Miras Portugal. Por tltimo
quisiéramos agradecer el apoyo e intercambio de ideas por parte de los docto-
res Francisco Wandosell y José J. Lucas.

BIBLIOGRAFIA

6]

2

3)

“4)

&)

(6)

)

®)

)

(10)

(1D

(12)

RAMON Y CasaL, S. (1891) Comunicacién acerca de la significacion fisiolégica de
las expansiones protopldsmicas y nerviosas de la sustancia gris. En: Primer Con-
greso Médico-Farmacetitico regional. Valencia, 1891. Revista de Ciencias Médi-
cas de Barcelona. 17: 671-679, 715-723.

RAMON Y CasaL, S. (1897) Leyes de la morfologia y el dinamismo de las células
nerviosas. Revista Trimestral Microgrdfica. 2: 1-28.

Dorri, C. G.; SuLLivan, C. A. AND BANKER, G. A. (1988) The establishment of po-
larity by hippocampal neurons in culture. J. Neurosci. 8: 1454-68.

GosLIN, K. AND BANKER, G. (1989) Experimental observations on the development
of polarity by hippocampal neurons in culture. J. Cell. Biol. 108: 1507-16.

KaEcH, S. AND BANKER, G. (2006) Culturing hippocampal neurons. Nat. Protoc. 1:
2406-15.

Da Siva, J. S.; MepiNna, M.; ZuLiang, C.; D1 NarDpo, A., WITKE, W. anp DortTi, C.
G. (2003) RhoA/ROCK regulation of neuritogenesis via profilin Ila-mediated con-
trol of actin stability. J. Cell. Biol. 162: 1267-79.

ARBER, S.; BArRBAYANNIS, F. A.; HANSER, H.; ScHNEIDER, C.; STANYON, C. A.; BER-
NARD, O. anD Caroni, P. (1998) Regulation of actin dynamics through phos-
phorylation of cofilin by LIM-kinase. Nature. 393: 805-9.

Hicas, H. N. anp PoLLarD, T. D. (2001) Regulation of actin filament network for-
mation through ARP2/3 complex: activation by a diverse array of proteins. Annu.
Rev. Biochem. 70: 649-76.

DA SILva, J. S. anp Dorrl, C. G. (2002) Breaking the neuronal sphere: regulation
of the actin cytoskeleton in neuritogenesis. Nat. Rev. Neurosci. 3: 694-704.

VaN AELST, L. aND D’Souza-Schorey, C. (1997) Rho GTPases and signaling net-
works. Genes Dev. 11: 2295-322.

WirtmANN, T. AND WATERMAN-STORER, C. M. (2001) Cell motility: can Rho GTPa-
ses and microtubules point the way? J. Cell. Sci. 114: 3795-803.

DE ANDA, F. C.; PoLLAROLO, G.; DA Siva, J. S.; CamoLETTO, P. G.; FEIGUIN, F. AND
Dorti, C. G. (2005) Centrosome localization determines neuronal polarity. Natu-
re. 436: 704-8.

41



(13)

(14)

15)

(16)

7)

(18)

19)

(20)

21

(22)

(23)

(24)

(25)

42

JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

CALDERON DE ANDA, F.; GARTNER, A.; Tsal, L. H. anp Dorri, C. G. (2008) Pyra-
midal neuron polarity axis is defined at the bipolar stage. J. Cell. Sci. 121:
178-85.

SHi, S. H.; Jan, L. Y. anp JaN, Y. N. (2003) Hippocampal neuronal polarity spe-
cified by spatially localized mPar3/mPar6 and PI 3-kinase activity. Cell. 112:
63-75.

ScHWAMBORN, J. C. AND PuscHEL, A. W. (2004) The sequential activity of the GTPa-
ses Rap1B and Cdc42 determines neuronal polarity. Nat. Neurosci. 7: 923-9.

BrabpkEi, F. anp DortTi, C. G. (1999) The role of local actin instability in axon for-
mation. Science. 283: 1931-4.

GARRIDO, J. J.; SiMON, D.; VAReA, O. AND WaNDOSELL, F. (2007) GSK3 alpha and
GSK3 beta are necessary for axon formation. FEBS Lett. 581: 1579-86.

Kimv, W. Y.; Znou, F. Q.; Zuou, J.; Yokota, Y.; WaNG, Y. M.; YosHIMURA, T.; KaI-
BucHI, K.; WoobpcerT, J. R.; ANtoN, E. S. AND SNIDER, W. D. (2006) Essential ro-
les for GSK-3s and GSK-3-primed substrates in neurotrophin-induced and hippo-
campal axon growth. Neuron. 52: 981-96.

Zuou, F. Q.; Zuou, J.; DEDHAR, S.; Wu, Y. H. anD SNIDER, W. D. (2004) NGF-in-
duced axon growth is mediated by localized inactivation of GSK-3beta and func-
tions of the microtubule plus end binding protein APC. Neuron. 42: 897-912.

GARTNER, A.; Huang, X. anD HaLL, A. (2006) Neuronal polarity is regulated by
glycogen synthase kinase-3 (GSK-3beta) independently of Akt/PKB serine phos-
phorylation. J. Cell. Sci. 119: 3927-34.

Jiang, H.; Guo, W.; LianG, X. aND Rao, Y. (2005) Both the establishment and the
maintenance of neuronal polarity require active mechanisms: critical roles of GSK-
3beta and its upstream regulators. Cell. 120: 123-35.

GonzaLEZ-BiLLAuLT, C.; AviLa, J. AND CAceRES, A. (2001) Evidence for the role of
MAPI1B in axon formation. Mol. Biol. Cell. 12: 2087-98.

GoNzaLEzZ-BiLLAULT, C.; ENGELKE, M.; JIMENEZ-MATEOS, E. M.; WANDOSELL, F.; Ca-
CERES, A. AND AvILa, J. (2002a) Participation of structural microtubule-associated
proteins (MAPs) in the development of neuronal polarity. J. Neurosci. Res. 67:
713-9.

GonzaLEz-BiLLauLr, C.; OWeN, R.; GOrRDON-WEEKS, P. R. AND AviLa, J. (2002b) Mi-
crotubule-associated protein 1B is involved in the initial stages of axonogenesis
in peripheral nervous system cultured neurons. Brain Res. 943: 56-67.

ULLoA, L.; Diez-GUERRrA, F. J.; AviLa, J. aND Diaz-Nipo, J. (1994) Localization of
differentially phosphorylated isoforms of microtubule-associated protein 1B in cul-
tured rat hippocampal neurons. Neuroscience. 61: 211-23.



MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

(26)

27

(28)

(29)

(30)

3D

(32)

(33

(34)

35)

(36)

(37

(38

CoLE, A. R.; KNEBEL, A.; MoRRICE, N. A.; RoBERTSON, L. A.; IrvING, A. J., Con-
NoLLy, C. N. aND SUTHERLAND, C. (2004) GSK-3 phosphorylation of the Alzheimer
epitope within collapsin response mediator proteins regulates axon elongation in
primary neurons. J. Biol. Chem. 279: 50176-80.

Fukarta, Y.; Iton, T. J.; KimURrA, T.; MENAGER, C.; NISHIMURA, T.; SHIROMIZU, T.; WA-
TANABE, H.; INaGak1, N.; Iwamarsu, A.; Hotani, H. ET aL. (2002) CRMP-2 binds to
tubulin heterodimers to promote microtubule assembly. Nat. Cell Biol. 4: 583-91.

INaGaki, N.; CHHARA, K.; ARIMURA, N.; MENAGER, C.; Kawano, Y.; Matsuo, N.;
NisHIMURA, T.; AMaNno, M. aND Kaisuchr, K. (2001) CRMP-2 induces axons in cul-
tured hippocampal neurons. Nat. Neurosci. 4: 781-2.

Jopg, R. S. anD Jonnson, G. V. (2004) The glamour and gloom of glycogen syntha-
se kinase-3. Trends Biochem. Sci. 29: 95-102.

VorIN, V.; NELsoN, W. J. AND BarTH, A. I. (2005) Neurite outgrowth involves ade-
nomatous polyposis coli protein and beta-catenin. J. Cell. Sci. 118: 5699-708.

Sosa, L.; Dupraz, S.; LAURINO, L.; BoLLaTl, F.; BisBaL, M.; CACERES, A.; PFENNIN-
GER, K. H. aAND QUIROGA, S. (2006) IGF-1 receptor is essential for the establis-
hment of hippocampal neuronal polarity. Nat. Neurosci. 9: 993-5.

SANCHEZ-PoNCE, D.; Taria, M.; Munoz, A. aND GARrIDO, J. J. (2008) New role of
IKK alpha/beta phosphorylated IkappaB alpha in axon outgrowth and axon initial
segment development. Mol. Cell. Neurosci. 37: 832-44.

HorrLicH, K. P.; Luo, J.; RuBlig, E. A.; Tsao, M. S.; Jin, O. aND WooDGETT, J. R.
(2000) Requirement for glycogen synthase kinase-3beta in cell survival and NF-
kappaB activation. Nature. 406: 86-90.

SHELLY, M.; CANCEDDA, L.; HEILSHORN, S.; SUMBRE, G. anD Poo, M. M. (2007)
LKB1/STRAD promotes axon initiation during neuronal polarization. Cell. 129:
565-77.

OLiva, A. A., Jr., Atkins, C. M., CoPENAGLE, L. AND BANKER, G. A. (2006) Activated
c-Jun N-terminal kinase is required for axon formation. J. Neurosci. 26: 9462-70.

Lem, P. J.; Guo, X.; Su1, G. X.; MoHOLT-SIEBERT, M.; BRUUN, D. AND ANDRES, D.
A. (2007) The novel GTPase Rit differentially regulates axonal and dendritic
growth. J. Neurosci. 27: 4725-36.

JacoBsoN, C.; ScHNapp, B. AND BaNKER, G. A. (2006) A change in the selective
translocation of the Kinesin-1 motor domain marks the initial specification of the
axon. Neuron. 49: 797-804.

Nakata, T. AND Hirokawa, N. (2003) Microtubules provide directional cues for po-
larized axonal transport through interaction with kinesin motor head. J. Cell. Biol.
162: 1045-55.

43



(39

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

44

JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

PaLay, S. L.; SoteLo, C.; PETERS, A. AND ORKAND, P. M. (1968) The axon hillock
and the initial segment. J. Cell. Biol. 38: 193-201.

STuART, G.; SPRUSTON, N.; SAKMANN, B. AND HAUSSER, M. (1997) Action potential
initiation and backpropagation in neurons of the mammalian CNS. Trends Neu-
rosci. 20: 125-31.

WINCKLER, B.; FORSCHER, P. AND MELLMAN, 1. (1999) A diffusion barrier maintains
distribution of membrane proteins in polarized neurons. Nature. 397: 698-701.

GARRIDO, J. J.; GIRAUD, P.; CARLIER, E.; FERNANDES, F.; MoussiF, A.; FACHE, M. P;;
DEBANNE, D. AND DARGENT, B. (2003) A targeting motif involved in sodium chan-
nel clustering at the axonal initial segment. Science. 300: 2091-4.

KoLg, M. H.; ILscuNER, S. U.; Kamra, B. M.; WiLLiamS, S. R.; RuBen, P. C. AND
Stuarrt, G. J. (2008) Action potential generation requires a high sodium channel
density in the axon initial segment. Nat. Neurosci. 11: 178-86.

Naxkapa, C.; RitcHIE, K.; OBaA, Y.; NAKAMURA, M.; Hotta, Y.; Iivo, R.; Kasal, R.
S.; YamacucHl, K.; Funiwara, T. aNnp Kusumi, A. (2003) Accumulation of ancho-
red proteins forms membrane diffusion barriers during neuronal polarization. Nat.
Cell. Biol. 5: 626-32.

Komabpa, M. anp Soriano, P. (2002) [Beta]IV-spectrin regulates sodium channel
clustering through ankyrin-G at axon initial segments and nodes of Ranvier. J.
Cell. Biol. 156: 337-48.

LEMAILLET, G.; WALKER, B. aAND LaMBERT, S. (2003) Identification of a conserved
ankyrin-binding motif in the family of sodium channel alpha subunits. J. Biol.
Chem. 278: 27333-9.

Pan, Z.; Kao, T.; Horvath, Z.; LEMos, J.; SuL, J. Y.; CRANSTOUN, S. D.; BENNETT,
V.; SCHERER, S. S. aND CoopER, E. C. (2006) A common ankyrin-G-based mecha-
nism retains KCNQ and NaV channels at electrically active domains of the axon.
J. Neurosci. 26: 2599-613.

Fachg, M. P.; MoussiF, A.; FERNANDES, F.; GIRAUD, P.; GARRIDO, J. J. AND DARGENT,
B. (2004) Endocytotic elimination and domain-selective tethering constitute a po-
tential mechanism of protein segregation at the axonal initial segment. J. Cell.
Biol. 166: 571-8.

MOoHLER, P. J.; RivoLra, I.; NapoLiTaNO, C.; LEMAILLET, G.; LAMBERT, S.; PRrIORI, S.
G. anDp BENNETT, V. (2004) Nav1.5 E1053K mutation causing Brugada syndrome
blocks binding to ankyrin-G and expression of Navl.5 on the surface of car-
diomyocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 101: 17533-8.

SHEa, T. B. (1999) Selective stabilization of microtubules within the proximal re-
gion of developing axonal neurites. Brain Res. Bull. 48: 255-61.



MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

61V

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

(57)

(58)

(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

Dunn, S.; MorrisoN, E. E.; LiverrooL, T. B.; MoLINA-PARris, C.; Cross, R. A.; ALoN-
so, M. C. anp Pecknam, M. (2008) Differential trafficking of Kif5c on tyrosina-
ted and detyrosinated microtubules in live cells. J. Cell. Sci. 121: 1085-95.

Scuurrz, C.; Konig, H. G.; DEL Turco, D.; PoLiti, C.; Eckert, G. P.; GHEBREMED-
HIN, E.; PrenN, J. H.; KoGeL, D. anp DELLER, T. (2006) Coincident enrichment of
phosphorylated IkappaBalpha, activated IKK, and phosphorylated p65 in the axon
initial segment of neurons. Mol. Cell. Neurosci. 33: 68-80.

Kavrw, K.; Szegenyl, G. anp Dent, E.W. (2000) Common mechanisms underlying
growth cone guidance and axon branching. J. Neurobiol. 44:145-58.

DenT, E.W.; Tang, F. anp KaLiL, K. (2003) Axon guidance by growth cones and
branches: common cytoskeletal and signaling mechanisms. Neuroscientist. 5:
343-53.

BacNarp, D.; Lonrum, M.; UziEL, D.; PuscHEL, A.W. anD BoLrz, J. (1998) Sema-
phorins act as attractive and repulsive guidance signals during the development of
cortical projections. Development. 125: 5043-53.

PoLLEUX, F.; GIGER, R.J.; GINTY, D.D.; KoLopKIN, A.L. AND GHOSH, A. (1998) Pat-
terning of cortical efferent projections by semaphorin-neuropilin interactions.
Science. 282: 1904-6.

CamPBELL, D.S.; REGaN, A.G.; Lopez, J.S.; TANNAHILL, D.; HARRIS, W.A. aND HoLT,
C.E. (2001) Semaphorin 3A elicits stage-dependent collapse, turning, and bran-
ching in Xenopus retinal growth cones. J. Neurosci. 21: 8538-47.

ZHou, Y.; GunpuT, R.A. AND PasTERKAMP, R.J. (2008) Semaphorin signaling: pro-
gress made and promises ahead. Trends Biochem. Sci. 33: 161-70.

HugeL, D.H.; WieseL, T.N. anD LEVay, S. (1977) Plasticity of ocular dominance
columns in monkey striate cortex. Philos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 278:
377-400.

ANTONINI, A. AND STRYKER, M.P. (1993) Rapid remodeling of axonal arbors in the
visual cortex. Science. 260:1819-21.

Yu, W.; Qiang, L.; SoLowska, J.M.; KaraBay, A.; KoruLu, S. aAND Baas, P.W.
(2008) The Microtubule severing Proteins Spastin and Katanin Participate Diffe-
rently in the Formation of Axonal Branches. Mol. Biol. Cell. 19: 1485-98.

HurtcHins, B.I. anD KaLIL, K. (2008) Differential outgrowth of axons and theirs
branches is regulates by localized calcium transients. J. Neuroscience. 28:
143-153.

Onnami, S.; Enpo, M.; HraL S.; Uesaka, N.; Hatanaka, Y.; YAMASHITA, T. AND
Yamamoro, N. (2008) Role of RhoA in activity-dependent cortical axon branching.
J. Neurosci. 28: 9117-21.

45



(64)

(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)

(74)

(75)

(76)

(77)

46

JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

Rico, B.; BEcas, H.E.; ScHAHIN-REED, D.; KiMES, N.; ScCHMIDT, A. AND REICHARDT,
L.F. (2004) Control of axonal branching and synapse formation by focal adhesion
kinase. Nat. Neurosci. 7: 1059-69.

RaALEvic, V. aND Burnstock, G. (1998) Receptors for purines and pyrimidines.
Pharmacol. Rev. 50: 413-492.

RataBoNE, M.P.; MippLEMISS, PJ.; GYSBERS, J.W.; ANDREW, C.; HERMAN, M.A.;
REeED, J.K.; CiccareLLy, R.; D1 Iorio, P. AND CaciacLy, F. (1999) Trophic effects of
purines in neurons and glial cells. Prog. Neurobiol. 59: 663-90.

Burnstock, G. (2008) Physiology and pathophysiology of purinergic neurotrans-
mission. Physiol. Rev. 87: 659-797.

Epwarps, F.A.; GiBe, A.J. aND CoLQuHOUN, D. (1992) ATP receptor-mediated
synaptic currents in the central nervous system. Nature. 359: 144-147.

Evans, R.J.; DERKACH, V. AND SURPRENANT, A. (1992) ATP mediates fast synaptic
transmission in mammalian neurons. Nature. 357: 503-5.

TorrEs, G.E.; Ecan, T.M. anp Voict, M.M. (1999) Hetero-oligomeric assembly
of P2X receptor subunits. Specificities exist with regard to possible partners. J.
Biol. Chem. 274: 6653-9.

KHakH, B.S. (2001) Molecular physiology of P2X receptors and ATP signalling at
synapses. Nat. Rev. Neurosci. 2: 165-74.

RopriGuEs, R.J.; ALMEIDA, T.; RicHArRDsON, P.J.; OLivEIRA. C.R. AND CunHA, R.A.
(2005) Dual presynaptic control by ATP of glutamate release via facilitatory P2X1,
P2X2/3, and P2X3 and inhibitory P2Y1, P2Y2, and/or P2Y4 receptors in the rat
hippocampus. J. Neurosci. 25: 6286-95.

Diaz-HERNANDEZ, M.; PINTOR, J.; CasTrO, E. AND MirAs-PorTUGAL, M.T. (2002)
Co-localizations of functional nicotinic and ionotropic nucleotide receptors in iso-
lated cholinergic synaptic terminals. Neuropharmacology. 42: 20-33.

Pankratov, Y.V.; LaLo, U.V. anD KrisHTAL, O.A. (2002) Role for P2X receptors
in long-term potentiation. J. Neurosci. 22: 8363-9.

HeNg, C.; HEmvricH, B.; Voar, J.; WEGNER, A.; ILLES, P. AND FrRankE, H. (2006) P2
receptor-stimulation influences axonal outgrowth in the developing hippocampus
in vitro. Neuroscience. 138: 303-11.

CHEUNG, K. K.; CHANB, A.W.Y. anD BurnsTock, G. (2005) Expression of p2x pu-
rinoceptors during rat brain development and their inhibitory role on motor aA-
xon outgrowth in neural tube explant cultures. Neuroscience. 133: 937-945.

ZIMMERMANN, H. (2006) Nucleotide signaling in nervous system development.
Pflugers. Arch. 452: 573-88.



MECANISMOS IMPLICADOS EN LA AXONOGENESIS, EL CRECIMIENTO AXONAL Y LA LOCALIZACION...

(78)

(79

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)

(86)

(87)

(88)

(89)

SHUKLA, V.; ZIMMERMANN, H.; WANG, L.; KETTENMANN, H.; RaaB, S.; HAMMER, K.;
SEVIGNY, J.; RoBson, S.C. anp Braun, N. (2005) Functional expression of the ecto-
ATPase NTPDase2 and of nucleotide receptors by neuronal progenitor cells in the
adult murine hippocampus. J. Neurosci. Res. 80: 600-10.

Roux, R.; Wu, J.; HENAFF, E.; Torres, J. AND Grez, C. (2008) Regions of growth
are regions release of ATP and highest expression of ectonucleotidases AtAPY1
and AtAPY?2 in Arabidopsis. Purinergic Signalling. 4: S112.

Gomez, T.M. anD Spitzer, N.C. (1999) In vivo regulation of axon extension and
pathfinding by growth-cone calcium transients. Nature. 397: 350-355.

Tana, F; Dent, E.W. anDp KaLiL, K. (2003) Spontaneuos calcium transients in de-
veloping cortical neurons regulate axonal outgrowth. J. Neurosci. 23: 927-936.

Diaz-HERNANDEZ, M.; PINTOR, J.; CasTrO, E. AND MirAs-PorTUGAL, M.T. (2001a)
Independent receptors for diadenosine polyphosphates and ATP in rat midbrain
single synaptic terminals. Eur. J. Neurosci. 14: 918-928.

Diaz-HERNANDEZ, M.; GOMEZ-VILLAFUERTES, R.; HERNANDO, F.; PINTOR, J. AND MiI-
ras-PorTuGAL, ML.T. (2001b) Presence of different ATP receptors on rat midbrain
single synaptic terminals. Involvement of the P2X, subunits. Neuroscience. Lett.
301: 159-162.

GIRALDEZ, L.; DiaAz-HERNANDEZ, M.; GOMEZ-VILLAFUERTES, R.; PINTOR, J.; CASTRO,
E. anD Miras-Portucar, M.T. (2001) ATP and diadenosine polyphosphate recep-
tors in rat basal ganglia aminergic terminals. J. Neurosci. Res. 64: 174-182.

GuaLIX, J.; GOMEZ-VILLAFUERTES, R.; Diaz-HERNANDEZ, M. AND MIRAS-PORTUGAL,
M.T. (2003) Presence of functional ATP and dinucleotide receptors in glutama-
tergic synaptic terminals from rat midbrain. J. Neurochem. 87: 160-171.

Miras-PortuGaL, M.T.; Diaz-HERNANDEZ, M.; GIRALDEZ, L.; HErRVAS, C.; GOMEZ-VI-
LLAFUERTES, R.; SEN, R.P.; GUALIX, J. AND PINTOR, J. (2003) P2X7 receptors in rat brain.
Presence in synaptic terminals and granule cells. Neurochem. Res. 28: 1597-1605.

Fan, R.S.; Jacamo, R.O.; JianG, X.; SINNETT-SMITH, J. AND RozENGURT, E. (2005)
G protein-couple receptor activation rapidly stimulates focal adhesion kinase phos-
phorylation at Ser-843. Mediation by Calcium, calmodulin, and calcium/calmo-
dulin dependent Kinase II. J. Biol. Chem. 280: 24212-20.

Diaz-HERNANDEZ, M.; SANCHEZ-NOGUEIRO, J.; PINTOR, J. AND MirAS-PorTUGAL, M.T.
(2004) Interaction between dinucleotide and epibatidine sensitive-nicotinic recep-
tors in individual cholinergic terminals from rat midbrain. J. Pharmacol. Exp. Ther.
311: 954-967.

LeoN, D.; HervAs, C. aND Miras-Portucar, M.T. (2006) P2Y1 and P2X7 recep-
tors induce calcium/calmodulindependent protein kinase II phosphorylation in ce-
rebellar granule neurons. Eur. J. Neurosci. 23: 2999-3013.

47



(90)

(€29

92)

93)

(94)

(95)

(96)

48

JuaN Josté GARRIDO Y MIGUEL Diaz HERNANDEZ

Xia, H.; NHo, R.S.; Kanm, J.; KLEIDON, J. AND HENKE, C.A. (2004) Focal adhesion
kinase is upstream of phosphatidylinositol 3-kinase/Akt in regulating fibroblast
survival in response to contraction of type I collagen mmatrices via beta 1 inte-
grin viability signalling phatway. J. Biol. Chem. 279: 33024-34.

DL, J.; WaNG, H.; Znou, F. anp Li, S. (2008) Inactivation of glycogen synthase ki-
nase 3 promotes axonal growth and recovery in the CNS. J. Neurosci. 28: 8914-28.

GARRIDO, J.J.; FERNANDES, F.; GIRAUD, P.; MoURET, I.; PasquaLing, E.; Facue, M.P;;
JuLLIEN, F. AND DARGENT, B. (2001) Identification of an axonal determinant in the
C-terminus of the sodium channel Na(v)1.2. EMBO J. 20: 5950-61.

Sampo, B.; KaEcH, S.; Kunz, S. AND BANKER, G. (2003) Two distinct mechanisms
target membrane proteins to the axonal surface. Neuron. 37: 611-24.

Kamicuchl, H. aND LEMMON, V. (1998) A neuronal form of the cell adhesion mo-
lecule L1 contains a tyrosine-based signal required for sorting to the axonal growth
cone. J. Neurosci. 18: 3749-56.

ZHANG, X.; Davis, J.Q.; CARPENTER, S. AND BENNETT, V. (1998) Structural require-
ments for association of neurofascin with ankyrin. J. Biol. Chem. 273: 30785-94.

Ocawa, Y.; HorrEsH, 1.; TRIMMER, J.S.; BRepT, D.S.; PELES, E. AND RasBanDp, M.N.
(2008) Postsynaptic density-93 clusters Kv1 channels at axon initial segments in-
dependently of Caspr2. J. Neurosci. 28: 5731-9.



	00-Monografia XXV.pdf
	01-Monografia XXV.pdf
	02-Monografia XXV.pdf



