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Resum

Mutacions en els gens de les presenilines (PS: PS1 i PS2), el component catalitic del
complex y-secretasa, son la principal causa d'Alzheimer familiar hereditari (FAD). Evidéncies
recents demostren que mutacions associades a FAD produeixen una reduccio del
processament per PS/y-secretasa de diversos substrats, suggerint un mecanisme de pérdua
de funcié d’aquestes mutacions. De fet, la inactivacié genética d'ambdues PS en el cervell
adult causa déficits en la plasticitat sinaptica i memoria, i neurodegeneracié. Durant el
desenvolupament embrionari, la inactivacié de PS1 indueix canvis en la neurogénesi i la mort
prematura probablement degut, almenys en part, a alteracions en la via de senyalitzacié de
Notch. Malgrat aix0, el paper de la PS1 i/o I'activitat y-secretasa i els mecanismes moleculars
regulats per aquests durant els processos de diferenciacié neuronal, tals com el creixement

axonal i dendritic i la formacié de sinapsis, en gran part es desconeixen.

Un dels principals esdeveniments durant la maduracié neuronal és el creixement de ['axo, un
procés necessari per establir connexions sinaptiques adequades pel funcionament dels
circuits neuronals. La familia de proteines Rho GTPases regulen la polaritzacié neuronal i el
creixement de I'axé. Per altra banda, els receptors tirosina quinasa d’efrina (Eph) regulen el
creixement i la guia axonal durant la maduracié neuronal. L'activacié dels receptors Eph
indueix el col-lapse del con de creixement i la retraccidé axonal a través de I'activitat RhoA.
L objectiu d"aquesta tesi doctoral ha sigut investigar el paper de PS1/y-secretasa durant el
creixement axonal, aixi com els mecanismes moleculars implicats en aquesta regulacio. Els
resultats obtinguts demostren que la inactivacié genética de PS1 en ratolins indueix una
reduccid del creixement axonal en la regidé ventricular i en I'hipocamp. En el mateix sentit, la
inactivacié genética o farmacoldgica de l'activitat PS1/y-secretasa indueix una reduccid
significativa del creixement axonal en neurones hipocampals en cultiu. De fet, la inactivacio
de PS/y-secretasa incrementa l'activitat de RhoA GTPasa causant defectes en I'elongacié de
I'axd, un efecte que és revertit a I'inhibir RhoA o la seva proteina efectora ROCK. A més, en
aquest treball descrivim per primera vegada que PS1 col-localitza amb el receptor EphA3 en
els axons de neurones hipocampals, i que PS1/y-secretasa regula el processament d"EphA3
de forma constitutiva i independent de lligand, essent aquest processament necessari per al
creixement axonal. A més, demostrem que la generacié del fragment intracel-lular EphA3
ICD per PS/y-secretasa, és clau per al creixement axonal, de manera que un mutant de
EphA3 que perd la capacitat de ser proteolitzat no reverteix els defectes del creixement
axonal causats per la inactivacié6 de PS1. Per contra, I'expressié d'EphA3 ICD rescata el
creixement axonal en neurones hipocampals deficients en PS/y-secretasa o EphA3. A més,
I'expressio d'EphA3 ICD disminueix I'activitat RhoA GTPasa, a la vegada que interacciona
amb les miosines Ib i lla, proteines que son clau en la regulacié de I'organitzacié del
citoesquelet axonal en el con de creixement. Per tant, els nostres resultats demostren que la
PS1/y-secretasa juga un paper essencial durant creixement axonal en neurones hipocampals

a través de la regulaci6 de les vies de senyalitzaci6 d'EphA3 i RhoA.
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Introduccid

1. L'AXO

L'axo és la projeccidé que desenvolupen les neurones des del soma fins a la sinapsi, format
per l'extensid del citoplasma neuronal, anomenat axoplasma, i recobert per la membrana
citoplasmatica, anomenada axolema (Waxman et al., 1995). La sinapsi és el punt on es
produeix la comunicaci® amb el soma o l'arbre dendritic d'una altra neurona per tal de
conduir una senyal codificada com a impuls eléctric o quimic. La conduccié eléctrica de la
senyal a través d'un axd és unidireccional i no-decreixent (Debanne et al.). Més enlla de la
transmissié de potencials d'accid, els axons també tenen altres funcions com sén el transport
de proteines o de vesicules necessaries per al correcte funcionament de les sinapsis de
forma bidireccional, des del soma o cap al soma(Schwartz, 1979; Chevalier-Larsen and
Holzbaur, 2006).

En comparacié al soma, els axons contenen un nombre menor d'organuls, essent absents
entre ells I'aparell de Golgi o el reticle endoplasmatic. L'estructura tubular dels axons es
mantinguda gracies a un citoesquelet que a diferéncia d'altres estructures esta compost
majoritariament per neurofilaments. Els neurofilaments son filaments intermedis de 10 nm de
diametre que tenen una funcié basicament estructural degut a la seva disposicio paral-lela a
la prolongacié de I'axdé (Carpenter and Ip, 1996; Hoffman et al.). De fet, els neurofilaments
son els encarregats de determinar el diametre de I'axd. Els neurofilaments estan compostos
per tres subunitats principals: les subunitats lleugeres, les intermedies i les pesades (Lee and
Cleveland, 1994). Juntament amb aquestes subunitats principals també s'hi troben les
subunitats d'a-internexina, present en les neurones madures (Yuan et al.,, 2006), i la
subunitat nestina, present només durant estadis inicials de la maduracié neuronal (Lendahl et
al., 1990).

Proximal Distal

- L\ S,

= B ——— — c,I_u
L j -
A S S
y T 1 T T - S = 4
(@ =]
J Microtubule ¥ Retrograde motor (minus-end-directad)
-
o = Meurcfilament | Anterograde motor (plus-end-directed)

=

Figura |1 - Estructura de I'axé: Neurofilaments i microtubuls.
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Altres membres del citoesquelet axonal sén els microtubuls o el citoesquelet d'actina. A
diferéncia dels neurofilaments, els microtubuls tenen un diametre major (24 nm) i la seva
estructura helicoidal genera un lumen central. La seva estructura paral-lela a la longitud de
I'axd conté ramificacions laterals, el qual no succeeix en les estructures formades per
neurofilaments (Conde and Caceres, 2009). La funcié principal dels microtubuls és la dels
transport axonal anterograd i retrograd, tan d'organuls com les mitocondries com de

vesicules i proteines (Guzik and Goldstein, 2004).

En l'extrem més distal de I'axé en desenvolupament es genera el con de creixement, una
estructura diferent a les anteriors degut a la seva morfologia estrellada amb un alt nivell de
dinamisme. El con de creixement respon als estimuls interns i externs modificant la seva
forma i mida de manera constant, estenent o retraient protrusions de la membrana
citoplasmatica. Aquestes protrusions poden ser en forma de dit, les quals s'anomenen
fil-lopodia, o en forma de fulla arrodonida, anomenats lamelipodia, i es troben presents en la
part més periferica del con de creixement. La zona central del con de creixement, per contra,
presenta un dinamisme menor en comparacio a la periferia tot i que igualment significatius. El
dinamisme de la part central esta més relacionat amb el transport d'organuls i vesicules
provinents de la regié tubular de I'ax6é (Lowery and Vactor, 2009). El citoesquelet del con de
creixement esta compost principalment per filaments d'actina, el dinamisme dels quals és
responsable de l'exploraci6 de l'entorn de l'axé per tal de permetre, en gran part, el

creixement de I'axd i el seu direccionament (Dent et al., 2011).

' Feix de
F-actina
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Figura 12 - Estructura del con de creixement: citoesquelet d'actina (regi6 periférica) i

citoesquelet de microtubuls (regié central)
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1.1 Fases del creixement axonal
Neuritogénesi

El primer pas de la diferenciacié6 neuronal que dura a la generacié de neurites i per tant
l'obtencié d'un axo, és el trencament de I'esfera neuronal. Aquest procés consisteix en la
reorganitzacié de la membrana neuronal per tal d'obtenir protrusions que poden desembocar
finalment en la generacié d'una neurita. Aixi doncs, I'obtencié d'una morfologia neuronal

depén de la combinacioé de forces intrinseques i extrinseques a la neurona.

La matriu extracel-lular és una estructura complexa de macromolécules que serveix com a
bastida per I'adhesié cel-lular, la migracié i la morfogénesi. L'orientacié i morfologia de les
neurites immadures esta regulada per un grup de molécules promotores presents en la
matriu extracel-lular. Entre elles hi trobem les glicoproteines adhesives: laminina, tenascina i
fibronectina; i els glicosaminoglicans: hialuronat i heparan sulfat, les quals tenen una alta
expressio en el cervell (Bovolenta and Fernaud-Espinosa, 2000; Raulo et al.). Les molécules
de la matriu sén reconegudes per les neurones gracies a receptors de membrana com les
integrines, les CAM (cell adhesion molecule) (Hansen et al., 2008) o CD44 (Condic and
Letourneau, 1997; Ponta et al., 2003). La neuritogénesi és produeix en el moment en que
aquestes molécules de la matriu extracel-lular activen els receptors de la membrana
citoplasmatica, desencadenant una cascada de senyalitzacié en la neurona immadura. A part
de les molecules de la matriu extracel-lular, les neurones també regulen la neuritogénesi a
través de molecules solubles. Entre aquestes hi trobem els factors trofics FGF2, FGF7,
VEGF, IGF o les neurotrofines (Williams et al., 1994; Tucker et al., 2001; Jin et al., 2006).

Durant l'etapa inicial de la neuritogénesi el citoesquelet d'actina genera estructures
anomenades fil-lopodia, les quals estan a ancorades en un extrem a la matriu extracel-lular i
en l'altra a receptors de membrana com les integrines. Degut a un acumul d'estimuls externs
en la matriu extracel-lular es produeix una acumulacié de receptors en la membrana neuronal
que indueix la formacié6 de microdominis. Els microdominis de membrana potencien la
formacié de neurites a través de l'augment de Ca”" intracel-lular, i per tant, activant les
proteines de citoesquelet dependents de ca* (Gomez et al., 2001; Spitzer, 2002). Entre
aquest tipus de vies de senyalitzacié hi trobem la via induida per la interaccioé entre NCAM i
els receptors de FGF, els quals un cop activats sén capagos d'activar la fosfolipasa-C y
induint un augment de Ca*" intracel-lular (Hansen et al., 2008). L'augment de ca” produeix
I'activacié de les proteines reguladores del citoesquelet CaMKII i GAP-43, que acaba induint

la formacié de neurites.
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Polaritzacioé neuronal

La formacié de neurites equivalents en les neurones finalitza en el moment en que es
produeix el procés de polaritzacié. La polaritzacié neuronal és el mecanisme pel qual una de
les neurites es converteix en axé mentre que la resta es converteixen en dendrites (Dotti et
al., 1988). Aquest mecanisme també pot ser considerat com una neuritogénesi asimétrica, la
qual es regula per molécules senyalitzadores i el trafic de proteines. El balang entre els

estimuls positius i negatius acaben concloent en la formacié d'un Unic axoé.

Els morfégens son un conjunt de factors de senyalitzacié que controlen I'extensié i retraccio
neuritica, difonent entre les neurites i regulant el comportament dels filaments d'actina, els
microtubuls i els transport vesicular (Andersen and Bi, 2000). L'extensi6 neuritica es produeix
sequencialment per l'augment de la membrana plasmatica i per tant és dependent del
reclutament de vesicules; l'augment de la concentracié localitzada de molécules
senyalitzadores com la fosfatidilinositol 3-quinasa (Shi et al., 2003; Amato et al., 2011), les
RhoGTPases i els seus receptors, i I'augment del dinamisme dels filaments d'actina i la
potenciacioé de la formacié de microtubuls (Wiggin et al., 2005). Immediatament després d'un
creixement lleu, es desencadena la reaccid contraria, destruint els microtubuls, disminuint el
dinamisme dels filaments d'actina i augmentant la endocitosi . Aixi doncs, quan es trenca
I'equilibri entre el creixement i el decreixement degut a un estimul positiu, s'inicia el procés de

polaritzacié de manera continua i autoactivada.

Existeixen dos tipus de condicionants que permeten la seleccié d'una neurita per a que es
converteixi en axo, els factors extrinsecs i els intrinsecs. En el grup dels extrinsecs trobem
diversos estimuls positius en forma de factors extracel-lulars secretats com les netrines,
WNT o els factors trofics NGF i BDNF, o la neurotrofina NT3 (Labelle and Leclerc, 2000;
Prasad and Clark, 2006). També hi ha factors extracel-lulars que formen part de la matriu
extracel-lular com la laminina o la molécula d'adhesié cel-lular neurona-glia (NgCAM) que

sén capagos d'induir la determinacié axonal d'una neurita (Da Silva et al., 2005).

Per altra banda es consideren factors intrinsecs aquells que per la seva localitzacio i
activacio en la neurona afavoreixen una neurita respecte la resta per convertir-se en axé. El
mecanisme de convergéncia de diverses proteines senyalitzadores en un espai concret esta
regit pel proteosoma (Yan et al., 2006). La degradacio selectiva de diverses proteines indueix
a una distribucié assimétrica en les diferents neurites de diferents vies de senyalitzacié. Un
exemple és el fet que en I'extrem de I'axd, en les primeres etapes de la polaritzacié neuronal,
es produeix l'activacié de Ras, desencadenant l'activacié de primer PI3K i a continuacié
PDK1 i Akt, induint aixi la inhibici6 de GSK3B (Jiang et al., 2005). Aquesta inhibicié de
GSK3p s'ha demostrat necessaria per a l'especificacié neuronal. La via de senyalitzacié de
PI3K també regula la localitzacié d'altres complexos de proteines com és el cas del complex
PAR (PAR3-PAR6-aPKC) (Shi et al., 2003), el qual es concentra en I'axé durant les primeres

etapes de polaritzacié provinent dels altres processos menors.
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Figura I3 - Maduracié neuronal: fases del creixement axonal.
Creixement axonal

Després de l'establiment de la polaritat neuronal, l'axd s'estén considerablement en
comparacié a les dendrites. Per a poder mantenir aquest increment del creixement és
necessaria la coordinacié del diversos factors com soén la produccié de membrana plasmatica,
la sintesi de proteines citosoliques i finalment 'assemblatge i el transport de les proteines

estructurals fins a ser inserides en el lloc correcte.

Tan les proteines secretades com els glicolipids es sintetitzen en el soma ja que és alli on es
troben el reticle endoplasmatic rugos i I'aparell de Golgi. Un cop sintetitzats s'empaqueten en
vesicules i es transporten a I'axé per a la seva inserciéo en la membrana. Només quan els
axons sén massa llargs aquests processos de sintesi es traslladen majoritariament a la
localitzacié axonal on sén necessaris. De fet, s'ha observat que en els axons de cél-lules de
mamifers s'hi localitzen ribosomes i RNAs missatgers (mMRNA), suggerint la possibilitat de
que també existeix sintesi de proteines en els mateixos axons (Steward and Schuman, 2003).
Un exemple és el del mRNA de la B-actina, el qual es troba enriquit en neurites i cons de

creixement, llocs on el citoesquelet d'actina és molt dinamic (Bassell et al.).

La zona més distal de I'axd, i per tant I'encarregada de I'elongacid, és el con de creixement.
El con de creixement és responsable de la generacié de tensions que forcin el creixement
axonal. Els cons de creixement neuronals com hem comentat anteriorment, presenten dos
tipus de filaments, un domini central compost per microtubuls que s’estén al llarg de I'axd que
el precedeix, i un domini periféric enriquit amb filaments d'actina (Lowery and Vactor, 2009).
El punt d'unié entre el domini central i el domini periféric esta ocupat per les miosines, les
quals eviten la invasié dels microtubuls en el con de creixement (Medeiros et al., 2006; Myers
et al., 2006). Els balang entre la polimeritzacié anterdgrada i la retraccié retrograda determina

I'avang de les estructures d'actina en el domini periféric.

17



Introduccid

Els senyals que regulen la polimeritzacié de les fibres d'actina i per tant la reorganitzacio del
citoesquelet del con de creixement es troben en la matriu extracel-lular. Quan el con de
creixement interacciona amb un substrat o una molécula d'adhesio cel-lular es genera una
forta connexio entre els receptors de membrana i el citoesquelet d'actina (Suter et al., 1998).
Aquesta uni6 provoca que la forga creada pels motors de miosina associats al citoesquelet
disminueixi i el flux de creixement anterograd sigui superior al retrégrad (Lin and Forscher,
1995). Es llavors quan els microtibuls no troben cap impediment fisic i envaeixen el domini

periferic del con de creixement provocant I'elongacié de I'axé.

La senyalitzacié implicada en aquest procés és molt diversa i comenga en els receptors de
membrana que s'associen al citoesquelet d'actina. Just per sota dels receptors hi trobem la
familia de les RhoGTPases, encarregades de la regulacié de la motilitat de I'actina i critiques
per al procés d'elongacid. Per sota de les RhoGTPases hi trobem les quinases efectores i les
proteines d'unié a actina que modulen les senyals extracel-lulars. Un exemple és el de la
profilina, la qual potencia la polimeritzacié de I'actina i es troba localitzada en el llindar dels
cons de creixement a través de la familia de proteines Enabled i la tirosina quinasa Abl (Wills
et al., 1999). Per ultim, les proteines motores presents en els microtubuls, com la dineina,
participen activament del procés de creixement axonal gracies al seu paper en el transport de
microtubuls al llarg de I'ax6é (Ahmad et al., 1998). Aquestes proteines motores també son les

encarregades d’envair els cons de creixement durant el procés d'elongacio.

Els senyals extracel-lulars més potents en l'induccié del creixement axonal sén els factors
trofics peptidics, entre els quals trobem les neurotrofines NGF, BDNF, neurotrofina-3 i
neurotrofina-4 (Atwal et al., 2000; Goldberg et al., 2002). Per altra banda, les molécules de la
matriu extracel-lular com la laminina i els heparan sulfats, o les molécules d'adhesié cel-lular
com les NCAM i la N-Cadherina ajuden durant el procés d'elongacié axonal (Riehl et al.,
1996; Bard et al.; Li et al.). Tot i aix0, la funcié d'aquestes molécules d'adhesid és de substrat
ja que no son suficients per promoure el creixement axonal en abséncia de factors trofics
(Goldberg et al., 2002). Per ultim, les proteines encarregades del procés de guia axonal
també contribueixen a la senyalitzacié durant I'elongaci6 com és el cas de la netrina-1
(Hengst et al., 2009).

1.2 Vies de senyalitzacio per al creixement i guia axonal: receptors
Netrines

Les netrines sén una familia de proteines que direccionen la migracioé cel-lular i axonal durant
el desenvolupament. En mamifers existeixen tres netrines secretades (netrina-1, -3 i -4), i
dues formes anclades a la membrana cel-lular a través d'un glucofosfatidilinositol (netrina-G1
i -G2) (Yurchenco and Wadsworth, 2004). Existeixen dos tipus de receptors per a les netrines,
els receptors DCC els quals regulen la quimioatraccié (Moore et al.), i els receptors homolegs

d'UNCS5 que regulen la repulsio (Hong et al., 1999).
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L'estructura de les netrines es caracteritza per la preséncia de dos dominis N-terminals
anomenats Vi VI, els quals s6n homolegs dels dominis V i VI dels dominis N-terminals de les
laminines (Cirulli and Yebra, 2007). Per altra banda, el domini extracel-lular del receptor DCC
esta compost de sis repeticions del tipus 3 de fibronectina (FN3) i quatre repeticions
d'immunoglobulina. Els dominis FN3 del receptor DCC sén els encarregats d'interaccionar
amb la netrina-1. El domini intracel-lular de DCC no té activitat catalitica, tot i que diversos

llocs d'unié a proteines i de fosforilacié (Geisbrecht et al., 2003).

La senyalitzacié netrines-DCC es produeix en el moment en qué ambdues proteines
interaccionen. Aquest esdeveniment indueix la multimeritzacié dels receptors DCC, situacié
que permet la unié de la proteina adaptadora Nck1, les tirosina-quinases Fak i Fyn, la
serina/treonina-quinasa Pak i la proteina d'uni6 a actina N-WASP (Li, 2002; Shekarabi et al.).
Aixi doncs, l'activacié d'aquesta via de senyalitzacié provoca l'activacié de les RhoGTPases
Rac1 i Cdc42, i I'augment dels nivells de Ca®" intracel-lular, i per tant l'extensio del con de
creixement i conseqiientment I'axé (Hong et al., 1999). Aquesta senyalitzacié és finalitzada a
travées de la protedlisi del domini extracel-lular del receptor DCC a ftravés de

metal-loproteases (Galko, 2000).

Els receptors homolegs d'UNC5 es composen de dos dominis extracel-lulars
d'immunoglobulina, els quals sén els llocs d'unié a les netrines. EI domini intracel-lular conté
un domini ZU5, un death domain i un domini d'unié a DCC. Per al procés de repulsié mediat
a través de UNCS5 no és necessaria la unié al receptor DCC excepte en les situacions de més
llarg abast, en les quals la uni6 a DCC proporciona una sensibilitat major a menors
concentracions de netrina secretada (Geisbrecht et al., 2003). Un cop es produeix la unié de
les netrines a UNC5, aquest es fosforila en les tirosines del seu domini intracel-lular, i indueix

la senyalitzacio repulsiva a través de la quinasa Src1 i la fosfatasa Shp2 (Tong et al., 2001).
Semaforines

Les semaforines sén una familia de proteines que poden ser tan solubles (classe Il i Ill),
transmembrana (classe I, IV, V i VI) o unides a membrana a través d'un
gluocofosfatidilinositol (classe VII). El domini més conservat és I'anomenat domini semaforina,
el qual esta present en el domini N-terminal de la proteina i permet la interaccié amb els
receptors corresponents (Koppel et al., 1997). Per contra, el domini C-terminal és diferent
segons la classe de semaforina, podent contenir dominis d'immunoglobulina en les classes II-
V i VII, o diverses repeticions de trombospondina en el cas de la classe V. Cada classe

indueix una resposta diferent per a repulsié o atraccié durant el creixement axonal.
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Figura 14 - Princiapls receptors i lligands per creixement i guia axonal. Semaforines, efrines,
slit-robo, i netrines-DCC/UNC.

Les neuropilines son els receptors per a les semaforines secretades i estan compostos d'un
domini extracel-lular molt extens, un unic domini transmembrana i una cua citoplasmatica de
només 39 aminoacids. Existeixen dos classes de receptor amb dominis molt conservats, la
neuropilina-1 i la neuropilina-2 (Chen et al,, 1997; Kolodkin et al., 1997). El domini
extracel-lular conté un domini CUB, el qual és el lloc d'unié a les semaforines. La part
intracel-lular esta composta per un domini d'uni6 a motius PDZ el qual permet la homo- o
heterodimeritzacio6 dels receptors per tal de permetre la senyalitzacié a través de semaforines.
Per altra banda, els receptors per a les semaforines transmembrana pertanyen a la familia de
les plexines. Les plexines son proteines amb un sol domini transmembrana que contenen un
domini N-terminal d'unié a semaforines anomenat sema. Les plexines també requereixen la
seva dimeritzacio per a la transduccié de senyal induida per semaforines (Kruger et al., 2005).
La unié de semaforines als seus receptors indueix la formacié de complexos de receptors els
quals acaben per activar diverses vies de senyalitzacié que finalitzen en la reorganitzacio del
citoesquelet tan d'actina com dels microtubuls. Entre les diverses vies implicades s'inclouen
la de les RhoGTPases amb RhoA i Rac1, la via de les quinases a través de PI3K/Akt, Fyn i
GSK-3B; i la via de les MAP quinases amb Erk1/2 (Liu and Strittmatter, 2001; Fujioka et al.,
2003; Jin and Strittmatter) (Atwal et al.).

Slit

Les slit son glicoproteines de matriu extracel-lular I'estructura de les quals es compon de
quatre repeticions rics en leucines, de set a nou repeticions EGF, un domini ALPS, un motiu
laminin G-like i un domini de cisteines. En mamifers existeixen tres isoformes diferents, slit1-
slit3. Els receptors per a les proteines slit s'anomenen Robo, i pertanyen a la superfamilia de

les immunoglobulines. La seva estructura esta formada per cinc dominis d'immunoglobulina,
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tres repetecions FNIIl, un domini transmembrana i una cua citosdlica que conté quatre

dominis conservats CCO-CC3 sense activitat catalitica (Dickson and Gilestro, 2006).

La senyalitzaci6 a través del receptor Robo és produeix gracies a la interaccié de diverses
proteines després de la fosforilacié de la cua citosdlica, induida per la unié de slit al receptor.
Quan Robo s'activa, recluta la tirosina quinasa Abl en els seu domini citosolic CC2, la qual
interacciona amb les proteines associades a adenil ciclasa (CAP), regulant aixi la
polimeritzacié de I'actina i potenciant I'efecte repulsiu de la senyalitzacio per slit (Bashaw et
al., 2000; Hsouna et al., 2003). Per altra banda, les RhoGTPases també tenen un paper
rellevant en la senyalitzacié mediada per Robo, ja que l'activacié del receptor per slit permet
I'associacié amb la proteina Dock. Dock és una proteina adaptadora que s'uneix a robo en
els dominis CC2 i CC3 a través d'un domini SH3. Aquesta associacié permet a Dock la

interaccié amb Rac i I'activacio de Pak, el seu efector (Fan et al., 2003).
1.3 Les RhoGTPases en el creixement axonal

Les RhoGTPases son una de les families més rellevants en la regulacié de la organitzacié de
les estructures d'actina, i tenen un paper central en la regulacié de la dinamica del con de
creixement durant I'elongacié axonal. Les RhoGTPases son proteines de baix pes molecular
que s'uneixen a nucledtids de guanina. El seu funcionament és d'interruptor molecular a
través de la seva capacitat de ciclar entre un estat actiu, en el qual s'uneixen a GTP, i un
estat inactiu quan s'uneixen a GDP. Les més conegudes sén RhoA, Rac1 i Cdc42 (Heasman
and Ridley, 2008). La seva activitat esta determinada tan per la ratio de GTP i GDP en la
cél-lula, com per diferents proteines reguladores. Els factors d'intercanvi de nucledtids de
guanina (GEFs) activen les GTPases gracies a la seva capacitat d'intercanviar la GDP unida
per GTP. Per contra, les proteines d'activacié de GTPasa (GAPs) regulen negativament
I'activitat de les GTPases degut a la potenciaci6 de la hidrolisi del GTP unit a les GTPases
(Schmidt and Hall, 2002).

La senyalitzacié a través de les RhoGTPases esta mediada per diversos efectors. En el cas
de Rac i Cdc42 l'efector més conegut és la serina/treonina quinasa activada per p21
(PAK)(Bokoch, 2003). Quan PAK, que en estat inactiu es troba autoinhibida, s'uneix a Rac-
GTP o Cdc42-GTP, s'activa i s'autofosforila (Buchwald et al., 2001). Entre els mecanismes
que regulen el citoesquelet d'actina a través de PAK trobem la fosforilacié i activacié de Lin-
11 i les LIM quinases, que un cop actives soén capaces de fosforilar i inhibir la cofilina, un
factor despolimeritzador dels filaments d'actina (Dan et al., 2001). La conseqiéncia de la
inhibicié de cofilina és I'estabilitzacié i la induccié de la polimeritzacié de I'actina. Per altra
banda, PAK també té la capacitat de fosforilar i per tant inhibir la quinasa de la cadena
lleugera de la miosina (MLCK), el qual indueix al desacoblament de les fibres d'estrés
responsables de la contractibilitat del citoesquelet (Sanders, 1999). Un altre efector molt
estudiat és WASP i concretament la seva forma neuronal N-WASP, els quals sén efectors de

Cdc42. La familia de proteines WASP s'uneix al citoesquelet d'actina a través de la seva
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interaccié amb el complex Arp2/3, el qual permet la nucleacié per a la formacié de nous
filaments d'actina (Ho et al., 2004).

Per a RhoA, I'efector principal és la Rho-quinasa (ROCK), la qual controla I'agrupament dels
filaments d'actina per fosforilacié directa i activacié de la cadena lleugera de la miosina (MLC),
o indirectament per fosforilacié i inactivacié de la fosfatasa de MLC (Maekawa, 1999;
Kaneko-Kawano et al.,, 2012) (Riento and Ridley, 2003). A més, ROCK també indueix
l'acumulacié de F-actina a través de la fosforilacié i activaciéo de LIMK, la qual a la vegada

fosforila i inactiva la cofilina, un factor de despolimeritzacié d'actina.
Senyalitzacié per RhoGTPases en I'axé

Degut a la influencia sobre la regulacid del citoesquelet d'actina, la familia de les
RhoGTPases esta implicada durant tots els processos necessaris per al desenvolupament de
I'axd. Durant el procés de polaritzacié axonal s'indueix la produccié del lipid PIP; a través de
la PI3 quinasa en la neurita que ha d'esdevenir ax6é (Oinuma et al.). L'augment de PIP;
provoca l'activacio de la quinasa Akt, la qual a la vegada inactiva GSK-3, un requeriment per
a la polimeritzacié dels microtubuls (Kim et al., 2006). Per altra banda, I'activacié de la PI3
quinasa indueix l'activaci6 de Rap1B, la qual a la vegada és capa¢ d'activar Cdc42
(Schwamborn and Pischel, 2004). Els efectors de Cdc42, Par6/aPKC, regulen I'estabilitzacid

dels microtubuls en I'extrem de I'axé en desenvolupament.

Cdc42 també té la capacitat d'activar Rac, essencial també durant el procés de polaritzacié.
L'activacié de Rac genera un refor¢ positiu sobre la via de PI3 quinasa la qual reforga a la
vegada la funcié de Cdc42 (Nishimura et al., 2005). Simultaniament, Rac també permet el
creixement del citoesquelet de microtubuls a través de la senyalitzacié induida per la
laminina (Watabe-Uchida et al., 2006). Per contra, Rho actua de forma contraria a Cdc42 i
Rac durant la polaritzacié neuronal ja que ROCK regula negativament I'extensié de neurites

induint I'estabilitzacié de la F-actina (Da Silva et al., 2003).

El paper de les RhoGTPases durant el procés d'elongacié axonal s'ha estudiat en diversos
sistemes obtenint resultats heterogenis. En Drosophila s'ha observat que la inactivacié de
Rac indueix a deficits en el creixement axonal suggerint que Rac potencia el creixement
axonal (Ng et al.,, 2002). En neurones corticals de rata en cultiu, la inactivaci6 de Rac
produeix la disminucié del creixement axonal (Threadgill et al., 1997). Per contra, en cél-lules
de Purkinje de ratolins, I'is de mutants constitutivament actius de Rac1 també s'ha observat
que indueix la reduccié del nombre d'axons (Luo et al., 1996). De manera similar, la
inactivacié de Cdc42 en neurones corticals de ratoli també ha demostrat una reducci6 del

creixement axonal (Threadgill et al., 1997).

Per altra banda, I'activacié de Rho s'ha implicat tant en la retraccié com I'extensié axonal. La
proteina p190 RhoGAP regula positivament el creixement axonal i I'estabilitat de I'ax6é a

través de la regulacié negativa de RhoA (Brouns et al., 2001) (Jeon et al., 2010). S'ha
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demostrat que p190 RhoGAP regula I'elongacié axonal a través de la inactivacio de la via de
senyalitzaci6 RhoA/ROCK, fet que a la vegada significa que la via RhoA/ROCK és

necessaria per als processos de retraccié axonal (Billuart et al., 2001).
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2. ELS RECEPTORS D'EFRINES EPH
2.1 La familia Eph-ephrin

La familia de receptors tirosina quinasa Eph esta composta per 13 membres diferents. Els
seus lligands, les efrines, estan dividides en dues subclasses, les tipus A (ephrinA1-
ephrinA5), les quals estan unides a la membrana a través d'un ancoratge per
glucosilfosfatidilinositol; i les de tipus B (ephrinB1-ephrinB3), les quals contenen un domini

transmembrana i una cua citosolica (Flanagan and Vanderhaeghen, 1998).

El conjunt de receptors i lligands EphA/ephrinA i EphB/ephrinB es troben expressats en la
majoria de teixits en els embrions de vertebrats. Individualment, els membres de cada classe
de receptors Eph o lligands ephrin poden presentar diversos llocs d'expressiéo que en molts
casos es solapen. Més concretament, en el cervell en desenvolupament s'ha observat una
expressio molt significativa a nivell de mRNA i proteina dels receptors EphA3, -A4, -A5, -A6 i
-A7, sobretot en les regions medial i lateral de I'hipocamp, i en la zona intermédia cortical
(Yue et al., 2002; Otal et al., 2006; North et al., 2009). Per tant, 'activacio dels diferents
membres d'aquesta familia de proteines pot conduir a respostes cel-lulars similars i per tan
compartir funcions fisioldgiques. Els diferents graus d'afinitat entre els diversos receptors i
lligands és el que permetra diferenciar els nivells de resposta a un mateix estimul (Pasquale,
2005).
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Figura 16 - Estructura i dominis dels receptors i lligands Eph
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Els receptors Eph sén proteines transmembrana de tipus | que estan classificats en base a la
similaritat de sequéncia i la seva afinitat pels lligands, en els receptors de tipus A (EphA1-
EphA8), i els de tipus B (EphB1-EphB4 i EphB6). Els receptors EphA s'uneixen als lligands
de tipus A, mentre que els receptors EphB s'uneixen als lligands de tipus B, excepte en el
cas del receptor EphA4 i el receptor EphB2 que sén capacos d'unir-se a lligands tipus A i
tipus B (Pasquale, 2004). L'estructura extracel-lular dels receptors Eph esta composta d'un
domini globular d'unié a lligand, una regié rica en cisteines i dos repeticions tipus Il de
fibronectina (FNIII). Per altra banda, la regi6 citoplasmatica dels receptors esta composta per
un domini juxtamembrana que conté dos residus de tirosina necessaris per a l'activacié del
receptor. També conté un domini tirosina quinasa, un motiu estéril alfa (SAM) que permet la

oligomeritzacid, i un motiu d'unié a dominis PDZ (Huot, 2004).
2.2 Senyalitzacié anterograda i retrograda dels complexos Eph-ephrin
Senyalitzacié anterograda

La formacié de clusters de receptors, i la posterior unié de lligands en la senyalitzacié Eph-
ephrin, ambdds units a la membrana, indica que el contacte entre cél-lules és necessari per a
l'activacid de les vies de senyalitzacidé (Wimmer-Kleikamp, 2004). Aixi, s'anomena
senyalitzacié anterdograda a aquella que es desenvolupa en la cél-lula que expressa el

receptor.

El primer pas en la formacié de clusters de senyalitzacid Eph-ephrin és la interaccid
estequiométrica 1:1 entre el receptor i el lligand en superficies cel-lulars confrontades
(Himanen et al., 2010). El domini d'unié a lligand dels receptors Eph té una cavitat que
permet acomodar la regi®6 amb un Joop hidrofébic dels lligands ephrin {'Himanen'}. Els
complexes Eph-ephrin poden agregar progressivament en grans clusters a partir
d'interaccions febles ephrin-ephrin i Eph-Eph. Un cop es generen aquests complexes, la
correcte orientacié dels dominis tirosina quinasa dels receptors afavoreix la transfosforilacio
dels dominis citoplasmatics en els oligdmers. La fosforilaci6 a través de quinases de la
familia Src, les quals acostumen a estar unides als receptors Eph, també participen d'aquest
procés d'activacié. El resultat de les fosforilacions en les tirosines citoplasmatiques, i en
especial les presents en la regié juxtamembrana, permeten generar canvis suficients com per
interrompre la inhibicié conformacional que existeix en els dominis quinasa (Zisch et al,,
2000; Wybenga-Groot et al., 2001). La disponibilitat del domini tirosina quinasa dels
receptors permet la unié de diverses proteines adaptadores que iniciaran les cascades de

senyalitzacio per sota del receptor (Davis et al., 2008).

Les diverses proteines adaptadores que s'uneixen al receptor a través dels dominis SH2 i
SH3 per crear complexes proteics de senyalitzacié desenvolupen diferents funcions, entre les

quals destaca la regulacié del creixement axonal, la seva guia durant el desenvolupament i
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I'establiment de sinapsis (Introducci6 - Apartat 2.3 i Apartat 2.4). Tot i aixi, la familia Eph-
ephrin també té altres funcions fisiologiques com la regulacid del citoesquelet, de la

mitogénesi o de les interaccions amb la matriu extracel-lular.
Mitogenesi

Els receptors Eph sén reguladors negatius de la senyalitzacié induida extracel-lularment de
la via de les ERK/MAPK quinases. Alguns estudis demostren com l'estimul a través del
lligand ephrinA1 suprimeix l'activitat ERK/MAPK i conequiientment disminueix la proliferacié
de cél-lules immortalitzades de I'epiteli prostatic i de cél-lules primaries de cancer de prostata
(Miao et al., 2001).

Adhesio cel-lular

La unio6 de les cel-lules neuronals a la fibronectina, present en la matriu extracel-lular, activa
la via ERK/MAPK a través de la senyalitzacié per integrines. En aquestes condicions, s'ha
observat que l'activacié dels receptors EphB2 redueix l'activacié d'ERK/MAPK. Quan EphB2
s'activa, s'indueix la fosforilacié de R-Ras i per tant disminuint la capacitat de R-Ras per
intervenir en la senyalitzacié a través de les integrines (Zou et al., 1999; Zisch et al., 2000;
Wybenga-Groot et al., 2001; Goldberg et al., 2002). En el sentit contrari, també s'ha observat
que el receptor EphB1, a través del seu efector Nck, és capag de potenciar la senyalitzacié
durant el procés d'adhesié induida per d'integrines (Huynh-Do et al., 1999; Davis et al., 2008;
Hengst et al., 2009).
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Senyalitzacié retrograda

El fet que els lligands ephrin de tipus A i B estiguin units a la membrana cel-lular ja sigui a
través d'ancoratges GPIl com a través de dominis transmembrana, confereix una propietat
rellevant als lligands consistent en la capacitat de senyalitzacié en la cél-lula que els

expressa.

Els lligands de tipus A localitzen en lipid rafts degut al seu domini de membrana GPI (Miao et
al., 2001; Gauthier and Robbins, 2003; Yurchenco and Wadsworth, 2004). Les proteines que
s'associen en aquest mateix espai permeten que es produeixi una transduccié de senyal cap
a l'interior de la cel-lula anomenada cis. Entre les molécules identificades per aquest tipus de
senyalitzacié hi ha les integrines, que permeten, juntament amb els lligands ephrinA, la
regulacié de l'adhesio cel-lular mediada per molécules de la matriu extracel-lular (Zou et al.,
1999; Davy and Robbins, 2000; Moore et al.). L'adhesio cel-lular forma part del primer pas
per poder iniciar una resposta retrograda de repulsio. Per als lligands ephrinB s'ha demostrat
que la uni6 de receptors EphB indueix un efecte repulsiu en I'ax6 de la cel-lula que conté el
lligand. Els lligands ephrinB contenen en la seva cua citosolica dos dominis diferenciats, un
d'unié SH2 i un altre d'uni6 PDZ. Els dominis SH2 quan sén activats es fosforilen en els
residus de tirosina per quinases de la familia Src (Lu et al., 2001) (Xu and Henkemeyer,
2009).

Finalitzacié de senyal

Un cop formats els complexos de senyalitzacié Eph-ephrin cal finalitzar la senyalitzacié per
poder generar l'efecte de repulsié cel-lular. Perqué aixd es produeixi cal trencar la interaccio
d'alta afinitat que es genera un cop units receptor i ligand. Els dos mecanismes que
permeten aconseguir aquest efecte sén els de la escissid i la endocitosi. Les proteases de
tipus desintegrina i metal-loproteasa (ADAMs) sén capaces de proteolitzar els lligands
ephrinA i ephrinB de forma cis en la mateixa cél-lula o en frans quan sén a la cel-lula
oposada (Janes et al., 2005) (Hong et al., 1999; Huynh-Do et al., 1999; Georgakopoulos et
al., 2006). Un exemple és l'associacié d'/ADAM10 a EphA3 a través del domini d'unié a lligand
del receptor. La uni6é entre el lligand ephrinA5 i el receptor EphA3 en la cél-lula oposada,
indueix l'escissié del domini extracel-lular d'ephrinA5 a través d'ADAM10, permetent aixi la
separacioé entre les cél-lules en contacte (Gauthier and Robbins, 2003; Janes et al., 2005;
Cirulli and Yebra, 2007).

Per altra banda I'endocitosi permet eliminar per complet els complexes Eph-ephrin de la
membrana, el qual permet la separacié entre les membranes de cél-lules oposades (Davy
and Robbins, 2000; Geisbrecht et al., 2003; Zimmer et al., 2003). De fet, és molt possible que
el procés de protedlisi del lligand sigui un pas posterior a la internalitzacié dels complexes
formats per receptors i lligands. Alguns treballs mostren com pel receptor EphB2, un cop

s'uneix al lligand ephrinB2, s'estimula la internalitzaci6 en endosomes on poden trobar-se
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intactes els clusters formats. Per a que aquest procés es dugui a terme cal que préviament el
receptor o el lligand siguin processats en la cél-lula oposada (Lu et al., 2001; Litterst et al.,
2007). D'aquesta manera, no només per als lligands ephrin sin6 també en el cas dels
receptors EphB2 i EphA4 (Inoue et al., 2009; Xu and Henkemeyer, 2009), s'ha observat el
processament per metalloproteases i posteriorment per y-secretasa. Molt probablement els
endosomes on s'internalitzen inicialment sén el lloc on es produeixi el processament del
receptor pel complex y-secretasa, dirigint els fragments a la degradacié per la via

proteosomal i lisosomal.

Per ultim, també s'ha descrit una forma d'atenuacié de la senyalitzacié en la via Eph-ephrin
consistent en la interacci6 en cis de lligands i receptors en una mateixa cél-lula, un tipus de
reduccidé de senyal molt més suau que I'endocitosi o el processament (Carvalho et al., 2006).
Aquest tipus de silenciacié de senyal s'ha observat durant el desenvolupament dels axons
retinals. Aixi doncs, els nivells d'expressié de lligands ephrin serien responsables del grau
d'activitat dels receptors Eph dins d'una mateixa cél-lula, modulant aixi la senyal repulsiva

dependent d'aquesta via.
2.3 Senyalitzacié Eph-ephrin durant I'elongacié i guia axonal

El principal paper de la via Eph-ephrin durant el desenvolupament del sistema nerviés central
(CNS) es produeix durant el procés d'elongacié axonal, induint majoritariament la retraccio i
repulsid dels axons. La senyalitzacié anterdograda, com s'ha comentat anteriorment, esta
implicada en els processos d'elongacié axonal i també de migracié cel-lular. Aquesta via de
senyalitzacié regula la dinamica del citoesquelet d'actina a través de la familia de les
RhoGTPases. Una de les primeres observacions d'aquesta implicacio va ser a partir d'axons
retinoganglionars en els que la estimulacioé per ephrinA5 induia l'activacié de RhoA i el seu

efector ROCK, a la vegada que causava la inactivacié de Rac1 (Wabhl et al., 2000).

En el cas dels receptors EphA4, es va identificar I'efector que permetia la unié entre el
receptor i les RhoGTPases. Ephexin és una RhoGEF que es troba a unida als receptors
EphA4 de forma constitutiva en el CNS i que té afinitat per RhoA, Rac1 i Cdc42 (Shamah et
al., 2001). En el moment que es produeix l'activacié d'EphA4 a través del lligand ephrinA1,
l'activitat GEF d'ephexin indueix l'activaci6 de RhoA. De manera simultania indueix la
inactivacié de Rac1 i Cdc42, i per tant la cascada de senyalitzacié a través de PAK. En
conjunt, tots aquests esdeveniments produeixen la contraccié del citoesquelet a través de la
formacié de fibres de estrés i per tant, I'efecte repulsiu en I'axé en desenvolupament (Janes
et al., 2005; Sahin et al., 2005). De forma similar, la interaccié entre EphA4 i l'inactivador
RacGAP a-chimerina és necessaria per la repulsié axonal en els circuits espinals que
controlen els processos locomotors (Wegmeyer et al., 2007). En aquesta mateixa via estan

implicades les proteines adaptadores Nck1 i Nck2/Grb4.
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El receptor EphB2 també és capac¢ de regular el citoesquelet d'actina. Quan EphB2 es actiu
s'indueix la inhibicié de la GTPasa Ras (Miao et al., 2001), la qual esta involucrada en la
regulacio de l'elongacié de neurites a través de molécules de matriu extracel-lular per la via
ERK/MAPK. L'efecte de la inhibicié sobre Ras acaba per induir la retraccié neuritica. També
és conegut que el receptor EphB2 i el receptor EphA4 interaccionen amb la familia Vav de
proteines activadores de RhoGTPases. Aquesta interaccié potencia la endocitosi dels
receptors Eph que té com a consequéncia el col-lapse del con de creixement i defectes en la

guia axonal (Cowan et al., 2005).

Els efectes sobre el creixement axonal també poden ser descrits des de la perspectiva de la
senyalitzacié reversa. S'ha observat en els axons de neurones retinoganglionars una
interaccid cis entre els receptors TrkB i les ephrinA recluta sobre aquestes ultimes la tirosina
quinasa Fyn (Lim et al., 2008). L'activacié de Fyn permet la induccié de la ramificacié axonal
com a resposta a BDNF. En els axons motors, la interaccié entre els lligands ephrinA i els
receptors tirosina quinasa Ret indueix I'atraccié axonal (Hong et al., 1999; Georgakopoulos et
al., 2006; Kramer et al., 2006). En canvi, en les neurones retinoganglionars, la interaccio
d'ephrinA al receptor p75NTR i la formacié d'un complex amb el receptor EphA7 indueix la
repulsié axonal (Galko, 2000; Janes et al., 2005; Lim et al., 2008).

En el cas dels lligands de tipus B, s'ha descrit que l'activacié de la senyalitzacié reversa en
neurones indueix la fosforilacié de Dab1, un dels efectors més importants en la via de
senyalitzacié de la reelina, una glicoproteina de matriu extracel-lular implicada en processos
de migracié neuronal (Sentlrk et al., 2011). La senyalitzacié reversa a través dels lligands
ephrinB en els cons de creixement es veu iniciada a través de la fosforilacié dels residus de
tirosina del domini citosolic. Aquesta fosforilacié permet reclutar les proteines adaptadores
SH2/SH3 GRB4/Nckp/Nck2 per tal de regular a través de Rac1 i PAK1 senyals de retraccié
(Xu and Henkemeyer, 2009). La fosforilacié del lligand ephrinB3 permet la unié de Nck2/Grb4,
PAK1, la RacGEF Dock180 i Rac1 formant un complexe que regula la retracci6 i fins i tot
I'eliminacié d'axons en etapes més tardanes de la maduracio en I'hipocamp. Per altra banda,
en el domini PDZ dels lligands ephrinB s'ha trobat la unié de PDZ-RGS3 que regula

processos de migracio.
2.4 Funci6 de Eph-ephrin en les sinapsis

Els receptors Eph i els seus lligands estan involucrats en el desenvolupament i maduracié de
sinapsis. La senyalitzacié d'ambdds és necessaria per a la regulacio tan de la sinaptogéenesi
com per a la modulacié de la funcié sinaptica. L'expressio pre- i postsinaptica dels receptors i
els lligands es produeix durant totes les fases del desenvolupament neuronal (McClelland et
al., 2010). En les neurones de la regi6 CA1 de I'hipocamp, els receptors EphB2, EphB3 i
EphA7 es troben enriquits en les densitats postsinaptiques de les espines dendritiques
(Grunwald et al., 2004; Carvalho et al., 2006). En el terminal presinaptic s'ha observat també
la preséncia del receptor EphA4 i també EphB2 (Wahl et al., 2000; Bouvier et al., 2008). El
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receptor EphB3 es troba enriquit en les ceél-lules piramidals de la capa V del cortex
somatosensorial. Entre els lligands, s'ha observat I'expressié de ephrinB1 i ephrinB3 en els
terminals de les mossy fibers del gir dentat, mentre que els lligands ephrinB2 i ephrinB3
estan enriquits en les densitats postsinaptiques de les neurones CA1. En les capes Il i lll del
cortex s'ha observat I'expressié de ephrinB2, mentre que només durant el desenvolupament
s'hi ha observat I'expressié de ephrinB3 (Grunwald et al., 2004; Migani et al., 20009;
McClelland et al.).

Diferenciacié presinaptica

Els receptors EphB sén necessaris per a la motilitat dels filopodis dendritics, la formaci6 de
sinapsis i el reclutament i formacié de clusters de receptors de glutamat en les sinapsis
(Dalva et al., 2000). Els lligands ephrinB1 i ephrinB2 sén responsables de la induccid
dependent del receptor EphB2 de llocs presinaptics. De fet I'expressié postsinaptica del
receptor EphB2 indueix la diferenciacié presinaptica a través de la unid6 amb els lligands
ephrinB1 i ephrinB2 (McClelland et al., 2009). Els lligands ephrin contenen dominis d'uni6 a
PDZ els quals els hi proporcionen I'habilitat d'associar-se a proteines que contenen dominis
PDZ. Quan EphB2 uneix ephrinB1 o ephrinB2 presinaptics, els lligands recluten en el seu
domini PDZ la proteina syntenin-1. La syntenin-1 permet la formacioé de clusters de vesicules
sinaptiques a través de la organitzacié d'un complex multiproteic, que conté les proteines
vesiculars presinaptiques ERC2/CAST1, RIM i Rab (Grembecka et al., 2006; Ko et al., 2006).

En les sinapsis madures, els lligands ephrinB poden controlar la funcié presinaptica. En les
mossy fibers de les sinapsis CA3 de I'hipocamp, els lligands ephrinB presinaptics poden
modular la induccié de la potenciacio a llarg termini (LTP) independentment dels receptors
NMDA (Armstrong et al., 2006; Dickson and Gilestro, 2006; Lim et al., 2008). L'enriquiment
del lligand ephrinB3 en aquests terminals permet el reclutament de més vesicules de
neurotransmissors a les zones presinaptiques actives, induint d'aquesta manera la LTP
(Rodenas-Ruano et al., 2006; Senturk et al., 2011). Els lligands ephrinA5 presinaptics també
potencien la formacié de sinapsis induides per BDNF. L'expressié d'ephrinA5 permet
potenciar la senyalitzacié de TrkB, el qual un cop activat per BDNF, augmenta I'activacio de
la via de senyalitzacié de PI3 quinasa/AKT. Posteriorment, la unié de receptors EphA
postsinaptics amb ephrinA5 trenca I'associacié entre el lligand i els receptors TrkB, situacié
que condueix a la supressié de la sinaptogénesi induida per BDNF (Marler et al., 2008; Xu
and Henkemeyer, 2009).

Diferenciacié postsinaptica

Els lligands ephrinB també regulen a nivell postsinaptic la plasticitat, la espinogénesi, el
reclutament de receptors de glutamat i la formacié de densitats sinaptiques. Respecte
I'espinogenesi, els lligands ephrinB permeten la transicié dels filopodis a espines a través del

reclutament de la proteina GIT1, la qual permet l'activaci6 de la RhoGTPasa Rac,
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encarregada de reorganitzar el citoesquelet d'actina necessari per a la formaci6 de sinapsis
(Segura et al., 2007). El lligand ephrinB3, el qual conté D-domain d'unié a Erk, s'especialitza
en la unié de proteines que permeten el control de la densitat sinaptica. La inhibicié de
l'activitat Erk2 a través d'ephrinB3 permet augmentar la densitat sinaptica en neurones
corticals (Fan et al., 2003; McClelland et al., 2010).

Els receptors EphA també soén reguladors importants de la morfologia de les espines
dendritiques en I'hipocamp. El lligand ephrinA5 s'ha relacionat amb la regulacié de la densitat
d'espines i sinapsis en el cortex i I'hnipocamp. De fet els ratolins knockout per ephrinA5
presenten un augment en les protrusions basades en filopodis durant el desenvolupament, el
que es tradueix en un menor nombre d'espines dendritiques un cop finalitza I'etapa de la
sinaptogénesi (Fan et al.,, 2003; Heasman and Ridley, 2008; Guellmar et al., 2009;
McClelland et al., 2010). En la regulacioé sinaptica, la relacié entre les neurones i la glia també
hi té un paper rellevant. En I'nipocamp, I'expressié de lligand ephrinA3 en astrocits regula la
morfogénesi de les espines dendritiques, el transport de glutamat i la LTP en les sinapsis
entre CA1i CA3, a través de la interaccio amb el receptor EphA4 present en les dendrites de
les neurones piramidals (Schmidt and Hall, 2002; Grunwald et al., 2004; Filosa et al., 2009).
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Figura I8 - Vies de regulacid de la plasticitat sinaptica a través dels receptors i lligands
d'efrina

Modulacié de la plasticitat sinaptica

La modulacié de la intensitat sinaptica a través de lligands ephrinB depén de I'estabilitzacio
dels receptors AMPA en la membrana sinaptica. Els receptors AMPA s'uneixen al lloc PDZ

de ephrinB2 juntament amb la proteina GRIP1, després de que ephrinB2 sigui fosforilada en
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la seva cua citosolica. Quan es produeix el complex ephrinB2-GRIP1, els receptors AMPA
s'uneixen al complex i queden retinguts en la superficie de la sinapsi (Bokoch, 2003; Bouvier
et al., 2008; Essmann et al., 2008).

Per altra banda, la regulacid de la intensitat sinaptica en les neurones piramidals de CA1 en
I'hipocamp es produeix a través de la regulacio del lligand ephrinB3 que interacciona en cis
amb el receptor EphB2, inhibint la seva activitat tirosina quinasa. La inhibicié del receptor
EphB2 produeix una disminucié de les corrents induides pels receptors NMDA (Buchwald et
al., 2001; Grunwald et al., 2004; Antion et al., 2010).

2.5 Implicaci6 de la senyalitzacié Eph-ephrin en patogénesi
Malaltia d'Alzheimer

El deteriorament i pérdua de les sinapsis és un fet rellevant en la malaltia d'Alzheimer (AD),
situacié que es produeix acompanyada pels canvis en la composicio i funcié de les proteines
sinaptiques. Es molt rellevant I'observacié d'una reduccié dramatica dels receptors EphA4 i
EphB2 en els teixits hipocampals en pacients en fase II-lll de la malaltia (Dan et al., 2001;
McClelland et al., 2009; Simén et al., 2009). Degut a la importancia durant la generacio i el
manteniment de les sinapsis de la via de senyalitzacié Eph-ephrin, és molt probable que

aquesta tingui alguna implicacié en la malaltia.

La generaci6 dels péptids de beta-amiloide (AB), un dels elements més caracteristics en AD,
es produeix a través del complex y-secretasa. Aquest mateix complex és I'encarregat de
processar el receptor EphA4 en els lipids rafts sinaptics generant un fragment intracel-lular
EphA4 ICD. En els terminals postsinaptics, EphA4-ICD és capag d'activar Rac1 i aixi induir la
formacié d'espines dendritiques (Sanders, 1999; Inoue et al., 2009; Migani et al., 2009). La
desregulacié de l'activitat y-secretasa i per tant la disminucié en la generacié d'EphA4-ICD
podria ser un fet rellevant en el manteniment de les sinapsis en la malaltia d'Alzheimer. De fet,
en Alzheimer s'observa una disminucié de l'activitat PAK1 i la formacié d'agregats patologics
de cofilina, ambdues proteines regulades per Rac1 (Grunwald et al., 2004; Ho et al., 2004;
Zhao et al.,, 2006; McClelland et al., 2009; Migani et al., 2009). Per altra banda, el
processament del receptor EphB2 pel complex y-secretasa genera un fragment C-terminal, el
qual esta implicat en el manteniment en la superficie sinaptica de receptors NMDA. De fet, el
péptid AB té una alta afinitat pel domini extracel-lular del receptor EphB2, induint a la
degradacié6 mediada per proteosoma del receptor i produint una disminucié del nombre

d'espines dendritiques i proteines sinaptiques (Dalva et al., 2000; Lacor et al., 2007).

També s'ha observat que els nivells de proteina de dos transportadors de glutamat en els
astrocits que envolten la sinapsi, estan regulats per la senyalitzacio retrograda de la via Eph-
ephrin. La pérdua de l'expressié del lligand ephrinA3 en glia o del receptor EphA4 en els
terminals postsinaptics produeix una disminucié de l'expressié de la proteina GLT1, i

produeix una disminucié de l'aprenentatge i la memoria en ratolins (Carmona et al., 2009;
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McClelland et al., 2009). Un altra observacio rellevant és la relacié entre els receptors
metabotropics de glutamat i la senyalitzacié Eph. S'ha descrit que els receptors mGIuR1
formen complexes funcionals amb el ligand ephrinB2 i els receptors NMDA. Quan els
receptors mGIuR s'activen, es potencia la exocitotoxicitat en les neurones a través dels
receptors NMDA, esdeveniment que és potenciat per la preséncia del lligand ephrinB2 en
estat actiu. Aquest tipus d'excitotoxicitat en pacients d'AD esta tipicament induida per AB, i
per tant I'atenuacié de la senyal a través de la via Eph-ephrin podria ser interessant com a

tractament (Zhuang et al., 2010b).

En AD també s'ha observat que els pacients presenten, en I'hipocamp o en el sérum, una
disminucié de D-serina, un derivat de la L-serina generat per serina racemasa. La uni6 de D-
serina a receptors NMDA potencia les corrents sinaptiques induides per aquests, les quals
en pacients d'AD es troben disminuides (Riento and Ridley, 2003; Ko et al., 2006; Turpin et
al., 2011). Alhora, s'ha observat que I'expressiéo d'ephrinB3 postsinaptica és capa¢ de
potenciar la produccié de D-serina a través dels receptors EphB3 i EphA4 expressats en
astrocits, perd com s'ha comentat anteriorment, I'expressié de receptors Eph en pacients
d'Alzheimer es troben disminuida (Grembecka et al., 2006; Ko et al., 2006; Zhuang et al.,
2010b; Oinuma et al.). Aixi doncs, és probable que existeixi una relacié directe en pacients
de la malaltia entre la disminucid de l'expressié de receptors Eph i la disminucié de les

corrents sinaptiques induides per receptors NMDA.
Cancer

Diversos estudis han correlacionat els nivells d'expressié dels receptors Eph i els lligands
ephrin amb la progressiod, el procés de metastasi i la supervivéncia dels pacients durant el
cancer. Un exemple és el del receptor EphA2, I'expressié del qual esta augmentada en
diversos cancers i la seva expressio s'ha lligat a l'increment de la malignitat i una prognosi
clinica desfavorable (Wykosky and Debinski, 2008; Zhuang et al., 2010a). El receptor EphB4
també esta ampliament expressat en les ceél-lules cancerigenes i la seva abundancia
correlaciona amb la progressié del cancer (Watabe-Uchida et al., 2006; Segura et al., 2007;
Kumar et al,, 2009). A diferéncia dels anteriors, l'expressid del receptor EphA1 esta
disminuida en els cancers de pell i colorectals (Da Silva et al., 2003; Herath et al., 2009;
McClelland et al., 2010); en general I'expressié dels receptors Eph de tipus B disminueix en
cancer colorectal en estadis avancats, el receptor EphB6 disminueix en els cancers de pulmé
i I'expressio del lligand ephrinA5 disminueix en els glioblastomes (Miller-Tidow et al., 2005; Li
et al., 2009).

Les mutacions en els receptors Eph també correlacionen amb I'aparicié de diversos tipus de
cancer. Mutacions en el receptor EphB2 s'han identificat en tumors de prostata, gastrics i
colorectals, i carcinomes de pell dependents de queratindcits (Huusko et al., 2004; Davalos
et al., 2006; Guo, 2006; Zogopoulos et al., 2008). Algunes d'aquestes mutacions inhibeixen

I'activitat quinasa del receptor. També els receptors EphA3 i EphA5 muten freqlientment en
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cancer de pulmd, presentant mutacions que afecten les regions extracel-lulars i especialment

el domini d'unié a lligand.
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3. LES PRESENILINES | EL COMPLEX y-SECRETASA
3.1 Estructura i localitzacié de les presenilines

La identificacié dels gens que codifiquen per les presenilines (PS) es va produir a partir de
I'analisi de families amb formes heretades de la malaltia d'Alzheimer (AD). En aquestes
families es van trobar mutacions en els gens que codificaven per presenilina-1 (PSEN1) i
presenilina-2 (PSEN2) en els cromosomes 14 i 1 respectivament (Levy-Lahad et al., 1995;
Sherrington et al.,, 1995), les quals presentaven una homologia de seqliéncia
d'aproximadament el 65%. Presenilina-2 (PS2) és 4 aminoacids més curta degut a l'abséncia

dels residus 26-29 en la cua N-terminal.

Les presenilines (PS1 i PS2) sén proteines integrals de membrana que es caracteritzen per
tenir activitat aspartil proteasa. El model més acceptat en quant a I'estructura de les PS s'ha
descrit per PS1, d'ambdoés gens, el més estudiat. PS1 estaria composta de 9 dominis
transmembrana, on la cua N-terminal i el loop hidrofilic format pels dominis transmembrana 6
i 7 estarien localitzats en el citosol, mentre que la cua C-terminal de PS1 estaria orientada
cap a l'espai luminal o extracel-lular (Laudon et al., 2005). Tot i aix0, tan en els models previs
que determinen 7 o 8 dominis transmembrana (TMD) per PS1, coincideixen en determinar
que els residus Asp257, en el domini hidrofdbic TMD6, i Asp385 en el domini hidrofobic

TMD7 formen el centre catalitic de les presenilines (Wolfe et al., 1999; Pasquale, 2005).

PS1 es sintetitza com un polipéptid de 42-43 kDa, tot i que en cél-lules de mamifers i cervells
de rosegadors, primats i humans, s'observa I'acumulacié de fragments de PS1 de 27-28 kDa
i 16-17 kDa que corresponen als fragments N-terminal (TMD1-6) i C-terminal (TMD7-9)
respectivament (Thinakaran et al., 1996; Pasquale, 2004). L'origen d'aquests dos fragments
de PS1 és el resultat del processament autoproteolitic dut a terme per la propia PS1 en el
loop citoplasmatic entre les regions TMD6 i TMD7. Un cop es produeix el processament, el
fragment N-terminal i C-terminal de PS1 formen complexes heterodimérics, la formacié dels
quals es veu limitada per la preséncia d'altres proteines cel-lulars (Wolfe, 2001; Huot, 2004).
La preséncia dels fragments C-terminal i N-terminal reflecteix I'estat actiu de l'activitat

enzimatica de PS1.

PS1 s'ha trobat localitzada en el reticle endoplasmatic, la xarxa cis-Golgi, en vesicules de
transport i en la membrana citoplasmatica (Annaert et al.,, 1999). També s'ha observat la
localitzacié de PS1 en la membrana nuclear, en els centrosomes de cél-lules en divisio, i en
punts de la membrana interna nuclear associada amb els cinetocors de la interfase durant

processos d'organitzacié i segregacio cromosomica (Kovacs et al., 1996; Li et al., 1997).

En neurones hipocampals en cultiu s'ha observat que, durant les etapes inicials de la
diferenciacié neuronal, PS1 esta localitzada tan en el soma com en els processos neuritics.
Després de la diferenciacio, PS1 es concentra en la regié somatodendritica tot i que pot ser

localitzada en menor mesura en els axons. De fet, I'extensa localitzaci® de PS1 en les
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neurites i també en els cons de creixement suggereix que PS1 estigui relacionada amb
processos de diferenciacié neuronal (Busciglio et al.). Alires estudis també han demostrat
que els fragments N-terminal i C-terminal de PS1 localitzen tan en vesicules sinaptiques com
en cons de creixement de cervells de rata (Beher et al., 1999). En concordanga amb els
anteriors treballs també es va observar que PS1, en cultius de neurones primaries es trobava
associat amb el citoesquelet, interaccionant tan amb microtubuls com amb els filament
d'actina en els cons de creixement a través de proteines Tau o filamina respectivament
(Pigino et al., 2001). A nivell neuronal, PS2 resulta menys rellevant degut a la seva baixa
expressio (Sherrington et al., 1996). De fet, I'activitat y-secretasa és menor en comparacié a
PS1, la qual s'ha pogut observar a partir la delecci6 de PS1, on [l'activitat y-secretasa

resultava més reduida que quan PS2 era deleccionada (Zhang et al., 2000; Lai et al., 2003).
3.2 Funcions biologiques de les presenilines
3.2.1 El complex y-secretasa

El complex y-secretasa pertany a la familia de proteases intramembrana |-CLiPs. y-
Secretasa és l'unica proteasa tipus I-CLiP que forma un complex, a diferéncia de la resta que
son enzims compostos d'una sola proteina. y-Secretasa esta composta de 4 proteines
integrals de membrana: presenilina, nicastrina, Aph-1 i Pen-2, sent la presenilina la subunitat

catalitica amb I'activitat aspartil proteasa (de Strooper et al., 1998).

Aph-1 és una proteina de 7 dominis transmembrana, Pen-2 presenta 2 dominis
transmembrana en conformacié de forquilla que exposa les dues cues terminals en la regi6
luminal o extracel-lular, i nicastrina és una glicoproteina transmembrana de tipus 1 amb un

domini luminal/extracel-lular molt extens..

L'ectodomini de nicastrina esta implicat en 'assemblatge i maduracié del complex, a la
vegada que participa durant l'activacié del complex y-secretasa (Shirotani et al., 2003). El
procés d'ensamblatge consisteix en diversos passos sequencials, el qual s'inicia amb la
formacié d'un subcomplex per nicastrina i Aph-1 (Shirotani et al., 2004). A continuacio,
presenilina s'uneix al complex nicastrina-Aph1, i finalment Pen-2 s'uneix al complex induint
I'activacio per endoproteolisi de presenilina. Aquest procés es duu a terme en el reticle
endoplasmatic rugés, tot i aixi I'activacio del complex succeeix posteriorment en vesicules de
I'aparell de Golgi (Kim et al., 2007).

La purificacid de complexes funcionals ha revelat que aquests components s'associen en
proporcié 1:1:1:1 (Sato et al., 2007). El fet que existeixin dues isoformes en mamifers per a
les presenilines i tres formes per Aph-1 suggereix que puguin formar-se sis complexos y-
secretasa diferents. L'estudi estructural del complex y-secretasa també ha permés mostrar
com aquest adquireix una conformacié esférica amb dues obertures centrals, una orientada a

I'espai extracel-lular i I'altra orientada cap al citosol. Aixi, en el complex es formaria una gran
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cavitat hidrofilica, on es produiria la catalisi, i les obertures permetrien la sortida dels

productes de proteolisi del complex (Lazarov et al., 2006)

L'especificitat de substrat per l'activitat proteolitica de y-secretasa és un aspecte ampliament
discutit. El que sembla segur fins a la data és que no existeix cap tipus de sequencia de tall
consens entre els substrats coneguts. Tot i aix0, existeixen diversos requeriments que s'han
de complir per a que una proteina sigui proteolitzada per y-secretasa: 1) presentar una hélix
tipus 1 transmembrana, 2) un ectodomini curt, el qual acostuma a obtenir-se per un
processament previ per metal-loproteases, 3) dominis juxtamembrana i citosolics permissius
per la unié del complex al substrat, i 4) residus que permetin desestabilitzar la configuracié

d'hélix en el domini transmembrana (Hemming et al., 2008).
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Figura 19 - Processament de substrats per PS/y-secretasa: APP i Notch-1

3.2.2 Mecanisme de proteolisi per PS/y-secretasa

Generalment, la familia de metaloproteases ADAM so6n les responsables de l'escissié de
I'ectodomini dels substrats de PS/y-secretasa en la superficie cel-lular. Els fragments C-

terminals (CTFs) resultants son processats per PS/y-secretasa en la membrana cel-lular o
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durant processos d’endocitosi (Urra et al., 2007). L’'expressié de substrats en superficie
disminueix després del processament dels ectodominis i els seus CTFs es troben en
compartiments intracel-lulars, com és el cas de Notch, el qual requereix una ubiquitinitzacio i

I'endocitosi préviament al tall per PS/y-secretasa(Gupta-Rossi et al., 2004).

El processament de substrats per PS/y-secretasa es produeix a partir de la interaccié entre
ambdos proteines en el lloc catalitic de PS. En aquest punt el substrat es proteolitzat en el
seu domini transmembrana en dos llocs principalment, anomenats lloc € i lloc y. El model de
processament més acceptat descriu que el processament succeeix de forma seqliencial, on
y-secretasa talla primer en el lloc € del substrat, el qual es troba en la zona de la membrana
més proxima al citoplasma. Aquest tall € allibera un fragment intracel-lular, anomenat ICD, i
deixa un fragment del substrat en la membrana. En aquest punt y-secretasa proteolitza el
fragment restant en la membrana cada tres aminoacids al llarg del I'hélix transmembrana,
des del lloc C fins al lloc vy, fins que els péptids generats sén prou petits per ser alliberats de la

membrana.
Processament d’APP per y-secretasa

La proteina APP, precursora del péptid B-amiloide implicat en AD, és un dels substrats més
estudiats del complex y-secretasa. El processament d’APP pel complex y-secretasa pot
produir-se a través de dues vies, I'amiloidogénica i la no-amilodiogénica. La via no
amilodogeénica s’inicia prop de la superficie cel-lular per la familia de metaloproteases ADAM
a partir dels seus membres ADAM10 o ADAM17 (TACE). Aquest primer processament per
TACE redueix significativament 'ectodomini d’APP, sAPPa. El fragment d’APP resultant
ancorat a la membrana, APP-CTF C83 es a continuacié proteolitzat per PS/y-secretasa en el
lloc &, produint I'alliberament del fragment intracel-lular AICD. PS/y-secretasa també produeix
un tall en el lloc y del fragment APP que queda a la membrana, generant un péptid p3 que

s’allibera de la membrana.

La via amiloidogénica s’inicia a través de I'enzim B-secretasa (BACE1), el qual talla APP en
la regié N-terminal prop de la zona on es produeix el tall per TACE. Aquest tall es produeix
en la superficie cel-lular o un cop APP ha estat internalitzat en la cél-lula per endocitosi. El
tall per BACE1 allibera el fragment soluble sAPP i genera un fragment ancorat la membrana
anomenat APP-CTF C99. A continuacié PS/y-secretasa processa APP-CTF C99 en el lloc y
generant diversos peptids AB de longituds diferents, mentre que s’allibera el fragment AICD

al citosol.
3.2.3 Processament dels ectodominis dels substrats de y-secretasa

Tan la via amiloidogénica com la no-amiloidogénica requereixen un processament previ a y-
secretasa dels ectodominis dels seus substrats. Aquests processos es duen a terme a través

de proteases de membrana amb activitat a-secretasa o -secretasa.
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Les metaloproteases de membrana ADAMs sén les responsables de l'activitat a-secretasa.
Les ADAMSs es caracteritzen per la preséncia de dominis d'aminoacids conservats entre els
quals hi ha una péptid senyal per a la localitzacié en membrana, un domini metaloproteic, un
domini desintegrina, una regié rica en cisteines, un domini transmembrana i una cua
citoplasmatica. Les ADAMs es divideixen en dos grups, les que presenten activitat catalitica,
amb un domini d'unié a Zn, i les que no tenen activitat. L'activitat catalitica de les ADAMs pot
ser tan constitutiva com regulada per estimuls que involucren receptors acoblats a proteina G,
segons missatgers o Ca”" intracel-lular. Les ADAMs més rellevants sén ADAM10 i ADAM17,
degut a la seva implicacié en el processament de substrats com APP i Notch. ADAM10 és
una metaloproteasa necessaria per al desenvolupament embrionari, ja que la seva abséncia
indueix la letalitat a etapes molt primerenques degut a defectes en el sistema nervids centra i
el cor (Hartmann et al.,, 2002). Estudis d'expressié génica demostren que en ratolins
I'expressio d'ADAM10 és amplia en el cervell, mentre que I'expressiéo d'ADAM17 té un patrd
més restrictiu. De fet ADAM17 s'expressa en poblacions concretes com soén les cél-lules
piramidals del cortex cerebral i en les cél-lules de la capa granular de I'hipocamp (Karkkainen
et al., 2000). Tot i que s'ha demostrat la generacié de sAPPa a través d'ADAM17 (Buxbaum
et al., 1998), diversos estudis demostren que el principal encarregat de I'activitat a-secretasa
és ADAM10 (Kuhn et al., 2010). L'activitat a-secretasa es pot regular a partir de diversos
mecanismes. La fosforilacio d'ADAM17 a través d'ERK controla el trafic i la maduracio de la
metaloproteasa (Diaz-Rodriguez et al., 2002). Per altra banda, la disminucié del colesterol en
la membrana plasmatica indueix a un augment de l'activitat a-secretasa(Kojro et al., 2001).
Per ADAM10, la regulacié de la seva activitat es regula a partir de la seva preséncia en el
compartiment postsinaptic. Per a que es produeixi aquesta situacié es necessari que
ADAM10 interaccioni amb la proteina de carrega SAP97, situacié que es veu regulada

positivament per l'activacié de receptors de NMDA (Marcello et al., 2007).

L'altra activitat proteasa rellevant en el processament primari de substrats per y-secretasa és
I'activitat B-secretasa, la qual es duu a terme gracies als enzims BACE1 i BACE2, essent
BACE1 la principal responsable de I'activitat. Tot i que I'activitat B-secretasa esta expressada
ampliament, la regié amb major activitat proteolitica és el cervell. BACE1 requereix un entorn
acidic per a la maxima eficiéncia de la seva activitat, per aixd localitza principalment en
compartiments intracel-lulars acidics, orientant el seu centre actiu cap al lumen (Kinoshita et
al., 2003). Els substrats de B-secretasa tenen com a requeriments ser proteines associades o
unides a la membrana. A diferéncia de I'activitat y-secretasa, el reconeixement per BACE1
dels seus substrats es produeix amb una alta especificitat de sequéncia (Citron et al., 1995).
Un exemple és el d'APP, que es processat per BACE1 només en els aminoacids Asp+1 i
Glu™. Alguns estudis han suggerit que I'activitat BACE1 augmenta quan els substrats es
troben juntament amb I'enzim en microdominis tipus lipid raft (Cordy et al., 2003). A part
d'APP, altres substrats coneguts de BACE1 soén el receptor tipus Il d'interleuquina-1, el

lligand-1 de la glicoproteina P-selectina, o els homolegs d'APP APLP1 i APLP2. En estudis
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de cribratge es van identificar diversos candidats per a substrat de BACE1 entre els quals
s'incloien els receptors EphA2, EphA4 i EphA7 (Hemming et al., 2009).

3.2.4 Vies de senyalitzacié regulades per I’activitat PS/y-secretasa

Els productes intracel-lulars (ICDs) generats pel processament de substrats a través del

complex PS/y-secretasa poden exercir, en alguns casos, una funcié de senyalitzacié

independent a la exercida per la proteina precursora sense processar.

Substrat Funcio substrat ICD Funcio ICD
. . . regulacio transcripcional
APLP1 sinaptogenesi ALID1 Fe65/Tip60
. o regulacio transcripcional
APLP2 creixement neuritic ALID2 Fe65/Tip60
adhesio cel-lular, regulacio transcripcional
APP creixement neuritic AICD Fe65/Tip60
CD44 adhesi6 cel-lular CD44-ICD regulacio transcripcional
transformacio cel-lular
DCC guia axonal DCC-ICD regula!cm transcnpcflf)nal
creixement neuritic
E-cadherina adhesio6 cel-lular E-Cad/CTF2 regulggol tra.nscrlpmonal
regulacio d'unions adherents
regulacio negativa regulacio positiva d'espines
EphA4 d'espines dendritiques EphA4-ICD dendritiques
EphB2 guia axonal, EphB2/CTF2 finalitzacio senyal EphB2
sinaptogenesi
ephrinB1 interaccio cel-lula- eB1ICD regulacié d'ephrinB1
cél-lula
ephrinB2 guia axonal ephrlr;ISZ/CT formacié d'adhesions focals
ErbB4 . prc?hfelr’amo, ' E41CD regulacié tran.scr|p0|or]al dt.-:‘
diferenciacio, apoptosi p53, apoptosi, astrogénesi
IFNaR2 receptor d'interferé  IFNaR2-IcD  "c9ulacio de transcripcio per
STAT
IL-1R1 receptor interleuquina- IL-1R1-ICD reg.ulamo via 'JNK per
1 interleuquina-1
adhesio cel lular, regulacio de transcripcio per -
LAR creixement neuritic, LICD 9 . pelop
. . . catenina/TCF
sinaptogenesi
LRP1 receptor de LRP1-ICD mort cel-lular isquémica
lipoproteina
N-cadherina adhesm ce‘I-IuIa'r, N-cad/CTF2  regulacio6 transcripcional CBP
sinaptogenesi
Na,-B2 canal de sodi per B2-ICD regulacio d gdhesp cel-lulari
voltatge migracio
Nectina-1a Formgmo de sinapsis i NE-ICD remodel-lacié d'unions
unions adherents cel-lulars
Notch1, -2,-3,-4 re"cep'tc’)r de . NICD regulacio transcripcional per
determinacio cel-lular i CSL
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manteniment cel-lules
mare

regulacio transcripcional,

p75"™® supervivencia cel-lular, p75-ICD apoptosi, potenciacio
migracio i guia axonal . o
senyalitzacié Trk
Syndecan-3 crememgnt n.e'zurltlc, sICD regulacio trgr?scnpmonal,
migracio regulacio CASK
VEGF-R1 angiogénesi VE?&;“' inhibicié de I'angiogénesi

Taula 11 - Substrats del complex y-secretasa que generen un fragment intracel-lular (ICD) amb activitat

bioldgica coneguda. Adaptat de (Haapasalo and Kovacs, 2011).
Regulacié transcripcional

Diversos ICDs de substrats de PS/y-secretasa presenten una localitzacié nuclear i la
capacitat de regular la transcripcid. En el cas de AICD provinent d’APP, s’ha observat que es
capag¢ d’unir-se a les proteines adaptadores Fe65 i Tip60 per translocar al nucli. Aquest
mecanisme permetria a AICD regular la transcripcié de gens com KAI1, GSK-38, neprilisina,
p53 i APP (Kimberly et al., 2001; Rotz et al., 2004). Per altra banda, existeixen altres treballs
que desmenteixen aquesta implicacié degut a que no s’observen canvis efectius a nivell
proteic en diversos models (Hébert et al., 2006). Altres ICDs amb possible activitat
transcripcional sén CD44-ICD, DCC-ICD, NICD (Notch), E- i N-Cadherin-ICD, i receptors
tirosina fosfatasa (RPTP) ICD.

Regulacié del desti cel-lular

El receptor Notch i el seu fragment intracel-lular NICD estan involucrats en la regulacié de
processos de destinacié cel-lular o manteniment de la poblacié de cél-lules mare durant el
desenvolupament. El receptor ErbB4 també genera un fragment intracel-lular (E4ICD), el
qual podria estar regulant transcripcié genica a través de diversos factors de transcripcio, a la
vegada que podria tenir un rol pro-apoptotic (Vidal et al., 2005). L'expressié de proteines
associades a la regulaci6 per E4ICD també esta associada amb els processos de

mielinitzacié durant la maduracié d’oligodendrocits (Lai and Feng, 2004)
Regulacié de mort cel-lular

El processament del receptor de lipoproteines de baixa densitat (LRP1), per PS/y-secretasa
sembla estar implicat en la mort cel-lular durant processos d’isquémia, a través de la

translocacié nuclear del fragment LRP1-ICD (Polavarapu et al., 2008). Per altra banda, el

receptor de neurotrofines p75™ "

NTR

podria estar mediant apoptosis en neurones a través de la

generacio del fragment p75™ "-ICD, quan aquest transloca al nucli associat al factor NRIF.
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Regulacié del creixement neuritic i I'adhesié cel-lular

El receptor de membrana cel-lular DCC, activat per netrines, regula positivament el
creixement axonal durant el desenvolupament. En oposicié a aquesta funcio, la produccio
d'un fragment DCC-ICD a través del processament per y-secretasa, inhibeix el creixement
neuritic i regula negativament la senyalitzacié del receptor DCC (Parent et al., 2005). De
forma similar a I'efecte de DCC-ICD, la familia dels receptors Eph i els seus lligands regula el
creixement neuritic, induint senyals de retraccido en els cons de creixement. La unié de
receptors EphB indueix la protedlisi per PS/y-secretasa dels lligands ephrinB2
(Georgakopoulos et al., 2006). El fragment ephrinB2-ICD resultant pot activar la via Src
quinasa induint processos de formacié de protrusions de membrana. Per altra banda, EphA4-
ICD regula la formacié d’espines dendritiques (Capitol 2 — Apartat 2.5), procés contrari al
senyalitzat pel receptor no processat EphA4. En processos d’adhesié cel-lular PS/y-secretasa
processa les E-cadherines i indueix la ruptura del complex E-cadherina-p-catenina, traduint-

se en la pérdua de les unions adherents en cél-lules epitel-lials (Ito et al., 1999).

Tot i les funcions mostrades anteriorment per a la senyalitzacié regulada per y-secretasa,
sembla ser que diversos autors discrepen del paper en senyalitzacié dels fragments generats
per PS/y-secretasa, i consideren que el paper d’aquest complex és més similar al d'un
proteosoma per proteines de membrana. El fet que l'activitat y-secretasa no tingui una
especificitat per al lloc de tall en els substrats, que es produeixin diversos talls en la regi6
transmembrana, que s’observi un enriquiment del complex en membranes lisosomals, o que
estigui formada per una proteina catalitica i diverses proteines accessories com el
proteosoma, semblen motius suficients perqué diversos autors hipotetitzin que la funcio real

de PS/y-secretasa sigui mantenir ’'homeostasi de la membrana (Kopan and llagan, 2004)
3.2.5 Paper de la presenilina-1 en el desenvolupament del CNS

Les PS son elements essencials durant les etapes del desenvolupament del sistema nervios
central. Un de les vies de senyalitzaci6 més conegudes és la que regula el processament de
Notch. De fet, la senyalitzaci6 de Notch és tan rellevant durant el desenvolupament en
diversos teixits, que la seva desregulacié en ratolins deficients per I'expressié de PS1 causa
des d'anormalitats en la formacié de I'esquelet fins a hemorragies cerebrals, tot portant a la
mort prematura durant I'etapa perinatal (Shen et al., 1997; Donoviel et al., 1999; Herreman et
al., 1999). L'Us de ratolins knockout per PS ha permés demostrar diversos processos regulats
per PS durant el desenvolupament del sistema nerviés. Un exemple és la pérdua de
progenitors neuronals i neurones en regions especifiques en els ratolins deficients per PS1.
Aquesta degeneracié succeeix des de les capes més internes de la zona ventricular fins als
ventricles laterals dels embrions (Shen et al., 1997; Handler et al., 2000), degut a que la

pérdua de PS1 condueix a un augment del nombre de neurones postmitdtiques diferenciades
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a partir de les cél-lules progenitores durant les etapes inicials de la neurogénesi. El resultat
produeix la pérdua parcial de la poblacié de progenitors neuronals. Aquest diferenciacié
neuronal prematura s'explica pel control de PS sobre la senyalitzacid Notch i la regulacié
génica associada a través dels gens Hes1 i Hes5, la pérdua dels quals indueix la maduracio

prematura de les neurones.

Per altra banda, els processos de neurogénesi també estan afectats en els ratolins deficients
per PS. Tot i que el nombre de progenitors neuronals és menor en els ratolins PS knockout,
la rad principal pel descens en la neurogénesi és l'abséncia de senyalitzacié Notch, la qual
participa en el procés neurogenic, induint una hipertrofia del sistema nervids. De la mateixa
manera, la pérdua de la senyalitzacié PS1/Cdk-5 provoca defectes en la migracié neuronal i
la morfogénesi del sistema nervids en el cortex i el tronc encefalic (Louvi et al., 2004). En
etapes adultes, la inactivacié condicional de PS1 i PS2 també condueix a una pérdua de la
memoria dependent de I'hipocamp i la plasticitat sinaptica, acabant en processos de
neurodegeneracio en els animals d'edats avancades (Saura et al., 2004). Aquests processos
indiquen que les PS també estan involucrades en processos de supervivéncia neuronal i

plasticitat sinpatica.
3.3 Paper de PS/y-secretasa en la malaltia d'Alzheimer i altres patologies
Malaltia d'Alzheimer

La malaltia d'Alzheimer (AD) és el tipus més comu de deméncia, essent la responsable del
50-60% de demeéncies diagnosticades. Les conseqiiéncies d'aquesta malaltia sén la pérdua
de qualitats humanes essencials com la memoria, la personalitat, la comprensio, I'abstraccio i
el llenguatge. Per al correcte diagnostic d'AD és necessari un estudi neuropatologic per tal de
descartar altres deméncies similars. Concretament, el cervell dels pacients d'AD presenta un
atrofia hipocampal i cortical i un augment dels ventricles. A nivell microscopic, s'observa la
disminucié del nombre de cossos neuronals en el sistema limbic, en el cortex associatiu, i

també en els nuclis subcorticals que projecten a aquestes arees.

Els principals signes distintius de la malaltia sén els cabdells neurofibrilars (NFT), compostos
per acumulacions de proteina Tau hiperfosforilada; i l'augment de les plaques senils,
formades majoritariament per péptid p-amiloide (AB) (Tanzi and Bertram, 2005). Ambdos
tipus de lesions es troben ampliament en I'hipocamp, el cortex cerebral, I'amigdala i en
alguns nuclis subcorticals. Els NFT estan compostos per filaments helicoidals aparellats
(PHF), dels quals la subunitat principal és la proteina d'associaci6 a microtubuls Tau,
hiperfosforilada de forma anormal. Tau, en la seva forma no patoldgica es troba de forma
soluble en el citoplasma o associada a microtubuls. La hiperfosforilacié de Tau es duu a
terme per diverses quinases desregulades durant la malaltia com sén GSK-3f o Cdk5,
provocant que es torni insolube i es dissocii dels microtubuls agregant-se en PHF. A partir

d'aquest punt, els NFTs es generen a partir de l'agregaci6 de PHF acumulats en les
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dendrites i els cossos axonals. Per altra banda, les plaques senils es troben rodejades per
axons, dendrites i cel-lules glials en degeneracio. Les plaques senils és formen a partir de la
nucleacio dels peptids AB40 i AB42, els quals sén productes de la protedlisi sequiencial de la
proteina APP per BACE1 i el complex PS/y-secretasa. Les alteracions aberrants en la
produccio del péptid AR42 respecte el peptid AB40, condueix a I'agregacié d'aquests i la
formacié de les plaques senils, les quals produeixen toxicitat a les cél-lules del sistema

nervios central.

Existeixen dues formes d'AD, la forma familiar i I'esporadica. La forma esporadica afecta a
persones majors de 65 anys i representa més del 99% dels casos. Aquesta forma esporadica
no esta associada de forma clara a cap patrdé hereditari, tot i que existeixen factors de
susceptibilitat com I'expressié del polimorfisme €4 de la lipoproteina ApoE (Poirier et al.,
1993). Per altra banda, la forma familiar d'AD (FAD) és una malaltia autosémica dominant
heretada que afecta a persones menors de 65 anys i representa aproximadament I'1% dels
casos totals d'AD (Holtzman et al., 2011). La majoria dels casos de FAD so6n causats per
mutacions en els gens de PS i APP. Actualment s’han descrit més de 160 mutacions per al

gen PSEN1 i 10 mutacions per al seu homoleg PSEN2 (Tanzi and Bertram, 2005).
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T122P N7 'YE N7 7
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M239V N7 A = \7
M239I N7 A = \7

Taula 12 - Taula resum de I'efecte de les mutacions lligades a Alzheimer familiar sobre la generaci6 dels
péptids AB40, AB42, i els fragments intracel-lulars de Notch (NICD) i APP (AICD). L'augment de la
generacié s'indica amb "A\", la disminucié "W", i la no variacié "=". Taula adaptada de (Shen and
Kelleher, 2007).

Les mutacions en PS1 es localitzen en les regions transmembrana, els dominis més
conservats. La majoria de les mutacions suposen un increment en la ratio de la produccié del
péptid B-amiloide AB42 respecte del AB40, ja sigui per I'augment de produccié de AB42 com
per la disminucio de la generacié de AB40. Tot i la modificacié del lloc de tall en el péptid -
amiloide, encara no és clara l'afectacié que produeixen les diverses mutacions de PS1 sobre
el processament d'altres substrats per l'activitat y-secretasa. En alguns casos es considera
que les mutacions produeixen un guany de funcié mentre que en d'altres es produeix una
pérdua de funcié. De fet diversos estudis utilitzant mutacions familiars de PS1 han analitzat
I'activitat catalitica de y-secretasa a través dels péptids intracel-lulars de substrats com Notch
o APP, observant que la tendéncia general és la pérdua parcial de funcié (Bentahir et al.,
2006; Shen and Kelleher, 2007).

Tumorogeénesi

Per tal d'estudiar la tumorogénesi associada a PS1 ha estat necessari utilitzar aproximacions
en ratolins transgénics que mantinguessin I'expressié de PS1 en el sistema nerviés central,
combinant-la amb la deleccié de l'expressid de PS1 en altres teixits. Un dels casos més
significatius és el de la tumorogénesi en pell. Els ratolins deficients en PS per pell, en edats
avangades presenten diversos tipus d'alteracions epitelials com hiperplasia epidérmica,
hiperqueratosi i carcinomes escamosos (Xia et al., 2001). Aquests efectes son atribuits a una
alteracié de la senyalitzacié de la B-catenina, incrementant la seva preséncia citosolica en
I'epidermis (Tournoy et al., 2004). Aquestes alteracions sobre la senyalitzacié de (3-catenina
també estan relacionats amb una alteracié de la senyalitzacié a través de Notch. La
transformacio neoplasica de Notch requereix la via de senyalitzacié Ras/MAPK (Weijzen et
al., 2002) i el receptor d'EGF. Diversos treballs impliquen les PS tan en la regulacié de la via
de senyalitzacié de MAPK, com en la senyalitzacié i degradacié del receptor d'EGF, els quals
relacionen directament l'aparici6 de carcinomes de pell i la desregulacié6 d'EGF per PS
(Zhang et al., 2007; Rocher-Ros et al., 2010).
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Objectius

Els objectius d'aquesta tesi doctoral han estat:

Investigar el paper de PS1/ y-secretasa en la diferenciacié neuronal durant el

desenvolupament

Estudiar els mecanismes moleculars pels quals PS1/y-secretasa regula el
creixement axonal en neurones hipocampals en cultiu

Analitzar el paper d’EphA3 en la regulacio del creixement axonal per les presenilines

Examinar el paper de RhoA GTPasa en la regulacié del creixement axonal mediada

per PS1/y-secretasa i EphA3
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Materials i metodes

1. CULTIU CEL-LULAR

1.1 Linies cel-lulars

1.1.1 Tipus de linies cel-lulars

HEK 293T: Variacié de la linia cel-lular de ronyd huma embrionari (HEK 293) que conté
'antigen T SV40.

MEF: Fibroblasts embrionaris immortalitzats. Fibroblasts de pell d’embrions de ratolins control
(PS1/PS2) i deficients en presenilina-1 i presenilina-2 (PS-/-), immortalitzats utilitzant I'antigen T
SV40 ((de Strooper et al., 1998); (de Strooper et al., 1999)). Aquestes linies van ser cedides pel

Dr. B. De Strooper (University of Leuven, Bélgica).

SK-N-AS: Linia cel-lular de neuroblasts humans obtinguts a partir de la metastasi en la

meédul-la dssia d’'un pacient amb neuroblastoma.

1.1.2 Material de linies cel-lulars

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma Aldrich D5796) suplementat amb 2mM L-
glutamina, 0.25 mg/ml penicil-lina i estreptomicina, i 10% de sérum fetal bovi (FBS; Gibco). En
les cél-lules MEF PS +/+ i MEF PS -/- es va utilitzar 0.2 mg/ml de geneticina (G418; Gibco) com

antibiotic de seleccio.

Tampo6 fosfat sali (PBS, 1x): 136.8 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 0.8 mM Na,HPO4, 1.47 mM
KyHPO,, pH 7.4.

Tripsina-EDTA (Gibco), Dimetilsulfoxid (DMSO; Sigma).

1.1.3 Manteniment de linies cel-lulars

Les linies cel-lulars van créixer en el medi de cultiu corresponent a una temperatura de 37°C i
una atmosfera humida amb un 5% de CO,. Les cél-lules es van subcultivar dos cops per
setmana realitzant dil-lucions 1/20 tal com es descriu en el seglent protocol. Les cél-lules es
van rentar amb PBS préviament escalfat, a continuaci6 es va afegir 0.25% de tripsina-EDTA i
es va incubar durant 3 minuts a 37°C en l'interior d’'un incubador. La reaccié es va aturar amb el
medi de cultiu corresponent i les cel-lules necessaries es van dil-luir amb medi de cultiu fresc

per posteriorment ser sembrades.
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Per a conservacio6 a llarg termini, les cél-lules van ser tripsinitzades i centrifugades (1.000 rpm,
5 min) i van ser resuspeses en 4.5 ml de medi de congelacié (50% FBS, 40% DMEM, 10%
DMSO). La suspensio cel-lular va ser transferida a criovials previament etiquetats. Les
aliquotes es van emmagatzemar a -80°C durant 2 setmanes i posteriorment es van transferir a
un tanc de nitrogen liquid (-196°C).

1.1.4 Transfeccio de linies cel-lulars

Per als experiments de transfeccio transitoria, es van sembrar 1.2:10° cel-lules en plaques de
60 mm o 2.2-10° cél-lules en plaques de 100 mm, i es van mantenir a 37°C durant 24 hores.
Per a la transfeccio es va utilitzar una técnica de formacié de liposomes (Lipofectamine 2000;
Invitrogen). Els complexos DNA-liposoma es van generar a partir de la incubacié de 2ul de
LipofectAMINE 2000 per cada 1ug de DNA, durant 20 min a temperatura ambient en medi
OptiMEM (Gibco) suplementat amb L-glutamina (2 mM). Per a les plaques de 60 mm es van
utilitzar 2 uyg de DNA. Mentre que per les plaques de 100 mm es van utilitzar 6 uyg de DNA. Les
cél-lules van ser rentades amb PBS i posteriorment es van incubar amb medi de cultiu
OptiMEM/glutamina. Després de 20 minuts es van afegir els complexos DNA-liposoma en cada
placa. El medi de transfeccié es va mantenir durant 2 hores a 37°C, i posteriorment va ser
substituit per medi de cultiu DMEM suplementat amb 10% FBS. L’expressié transitoria

mitjangant DNA plasmidic es va dur a terme durant 48 hores abans de la lisi cel-lular.

1.1.5 Tractaments farmacologics

Inhibidors de y-secretasa: N-[(3,5-Difluorofenil)acetil]-L-alanil-2-fenil]glicina-1,1-dimetiletil ester
(DAPT) (250 nM; Sigma). (5S)-(tert-Butoxicarbonilamino)-6-fenil-(4R)-hidroxi-(2R)-
benzilhexanoil)-L-leuci-L--fenilalaninamida (L-685.458) (10 uM; Tocris).

Activador de RhoA: 1-Oleoil-sn-glicerol 3-phosphate (LPA; 10 uM; Sigma)

1.2 Cultiu primari de neurones

1.2.1 Material de cultius primaris

Neurobasal / 10% FBS: Medi de cultiu Neurobasal (Gibco 211103.049) suplementat amb 10%
FBS (Gibco), 2 mM L-glutamina i 0.25 mg/ml penicil-lina/estreptomicina. Aquest medi va ser
utilitzat només per a la sembra i adhesié de les cél-lules.

Neurobasal / B-27: Medi de cultiu Neurobasal suplementat amb B-27 (Invitrogen; 17504-044), 2

mM L-glutamina i 0.25 mg/ml penicil-lina/estreptomicina. Aquest medi va ser utilitzat per al

manteniment del cultius primaris de neurones.
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PBG: PBS (1x) supplementat amb 0.6% de glucosa i 0.25 mg/ml de penicil-lina/estreptomicina.

DNAsa: Es dilueixen 1000 unitats de DNAsa (Sigma) per ml en HBSS (Gibco 14175-053), es
filtra posteriorment i s’emmagatzema a -20°C.

Tripsina: Tripsina al 2,5% (Gibco 15090-046).
Sérum normal de cavall (NHS; Gibco 16050-122)

Cobreobjectes tractats amb poly-D-lisina: Per als experiments d’'immunofluorescencia les
neurones van ser sembrades en cobreobjectes de 12 mm i tractats amb 0.15 mg/ml poly-D-
lisina (Sigma; P7658) en aigua esteril. Per als assajos bioquimics les neurones es van sembrar
en plaques de 60 mm, préviament tractades amb 0.05 mg/ml de poly-D-lisina. Després de 24 h

d'incubaci6 a 37°C, els cobreobjectes van ser rentats dues vegades amb PBS.
1.2.2 Cultiu primari de neurones PS1”

Les neurones hipocampals o corticals presenilina-1 knockout (PS1"') es van obtenir de ratolins
PS1" al creuar ratolins heterozigots PS1*" (background mixt C57BL/6 129/Sv). Degut a la
preséncia de diferéncies fenotipiques significatives en els embrions PS17" a estadi embrionari
E15.5, tals com I'abséncia de desenvolupament en la cua, la preséncia d’hemorragies cerebrals
en un o ambdés hemisferis i una menor mida de I'embrié, vam poder classificar en el moment
del cultiu primari els ratolins PS1"”* o PS1*" com a controls, o els PS17". El genotip es va
confirmar posteriorment per PCR (Metodes 3.2). Les neurones hipocampals i corticals wild-type
es van obtenir de creuaments de ratolins C57BL/6.

++ -—.f.— ! - s dm

Figura M1 - Diferéncies fenotipiques d'embrions de ratolins mutants per PS1. (Shen et al., 1997)

Degut a la letalitat de la deleccié de PS1, es van obtenir neurones hipocampals i corticals a
partir d’embrions E15.5 provinents de creuaments entre ratolins PS1*", Després de decapitar
els embrions, es va extreure el cervell, separar els hemisferis i es van eliminar les meninges per

tal d’evitar la preséncia de fibroblasts. Es va disseccionar el cortex o I'hipocamp i es va incubar
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en tampé PBG amb una solucié6 de 0.05% de tripsina durant 8-10 minuts. La reaccio de
tripsinitzacié va ser bloquejada amb sérum de cavall i es va afegir una soluci6 de DNAsa
(100U/ml) per degradar el DNA. El teixit dissociat es va centrifugar (250 x g 3 min) i va ser
resuspés en PBG fresc. Finalment, les cel-lules obtingudes van ser digerides mecanicament
amb una pipeta Pasteur i centrifugades (250 x g 5 min). El sobrenedant va ser eliminat i el
precipitat cel-lular resuspés amb Neurobasal suplementat amb FBS. Les cel-lules obtingudes
van ser comptades en una cambra de Neubauer. Les neurones van ser sembrades a una
densitat final de 1.6-10* cél-lules/cm? en plaques de 24 pous, per a estudis de morfologia
axonal, que contenien cobreobjectes préviament tractats amb poly-D-lisina, o a una densitat de
4.5-10* cél-lules/cm?® en plaques de 60 mm, per a estudis bioquimics, i incubades a 37°C en un
ambient humit amb un 5% de CO,. Passades dues hores després de sembrar les neurones, es
va substituir el medi de sembrat per medi de cultiu, Neurobasal suplementat amb B-27 i van ser
mantingudes durant 4 dies in vitro (DIV) en un incubador a 37°C en un ambient humit i un 5%
de CO,.

1.2.3 Tractaments farmacologics

Inhibidor de metaloproteases de matriu: N-[(2R)-2-(Hidroxamidocarbonilmetil)-4-metilpentanoil]-
L-triptofan Metilamida (GM6001) (10 uM; Calbiochem). Les neurones en cultiu van ser
tractades en el mateix dia de cultiu (DIV 0), afegint I'inhibidor sobre el medi de cultiu després de
I'adhesié cel-lular. L’inhibidor va ser renovat passades 48 h afegit sobre el medi de cultiu

condicionat.

Inhibidor de y-secretasa: N-[(3,5-Difluorofenil)acetil]-L-alanil-2-fenillglicina-1,1-dimetiletil ester
(DAPT) (250 nM; Sigma). Les neurones en cultiu van ser tractades en el mateix dia de cultiu
(DIV 0) afegint I'inhibidor sobre el medi de cultiu després de I'adhesio cel-lular. L'inhibidor va

ser renovat passades 48 h afegit sobre el medi de cultiu condicionat.

Inhibidor de ROCK-1: trans-4-[(1R)-1-Aminoetil]-N-4-piridinilciclohexancarboxamida
dihidroclorur (Y27632) (10 uM; Calbiochem). Les neurones en cultiu van ser tractades a 2 DIV
amb l'inhibidor Y27632, amb I'objectiu de bloquejar la via de senyalitzacié de RhoA. L’inhibidor

es va afegir sobre el medi de cultiu condicionat.
1.2.4 Transfecci6é de neurones

Per tal de transfectar les neurones corticals o hipocampals es va utilitzar la técnica de formacio
de liposomes (LipofectAMINE 2000; Invitrogen). Els complexos DNA-liposoma es van generar a
partir de la incubacié de 0,7 ul de Lipofectamine per cada 1 ug de DNA, durant 20 min a
temperatura ambient en medi OptiMEM (Gibco) suplementat amb L-glutamina (2 mM). En el

cas de les plaques de 24 pous, cada pou va ser transfectat amb 1 ug de DNA. En el cas de les
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plagues de 60 mm, cada placa va ser transfectada utilitzant 6 ug de DNA. Per tal de preservar
la viabilitat dels cultius primaris de neurones, es va mantenir la meitat del medi de cultiu
condicionat en un tub a 37°C i les neurones es van mantenir amb la meitat restant del medi de
cultiu condicionat durant la incubacié amb els complexos liposoma-DNA. El medi de transfeccié
es va mantenir durant 1 h i 15 min, que posteriorment va ser descartat. Les cél-lules van ser
incubades amb medi de cultiu compost per un 50% de medi de cultiu condicionat i un 50% de
medi de cultiu fresc. L’expressié transitoria mitjangant DNA plasmidic es va dur a terme durant
48 h.

1.2.5 Infeccié de neurones amb lentivirus

Els cultius primaris de neurones es van infectar amb lentivirus simultaniament al procés de
sembra. Les particules lentivirals es van afegir en el tub amb les neurones disgregades en medi
de cultiu (Neurobasal/10%FBS) i a continuacié es van sembrar les ceél-lules en les plaques
corresponents. La incubacioé dels virus es va realitzar durant 5 h, durant el procés d'adhesié de
les cél-lules sobre la placa, i posteriorment el medi de cultiu va ser descartat i substituit per

medi de cultiu fresc (Neurobasal/B27).
1.2.6 Tractament farmacoloégic amb ephrin-A5-Fc

Per als experiments d’activacié del receptor EphA3 es va utilitzar la proteina quimérica humana
ephrin-A5 Fc (R&D Systems; 374-EA). Ephrin-A5 Fc és una proteina de fusié entre el fragment
constant (Fc) de la IgG humana i la regié C-terminal del lligand ephrin-A5. Per tal d'obtenir la
maxima activacié del receptor EphA3 és necessari fer-ho en forma de cluster (Wimmer-
Kleikamp, 2004), per tant és necessari unir multiples lligands ephrin-A5 préviament a I'estimul.
El métode in vitro utilitzat per obtenir els clusters de lligand va ser la incubacié d’un anticos
contra la Fc humana (Jackson Immunoresearch; 109-001-008) junt amb la proteina
recombinant ephrin-A5 Fc. La formacié de clusters, previa a I'estimul, es va obtenir incubant
ephrin-A5 Fc i anticos contra Fc en una ratio 1:10 molar (lligand:anticos), durant 20 min en
agitacid a temperatura ambient. Per tal d’aconseguir la maxima activacié dels receptors
d’EphA3, es van afegir sobre les cél-lules els clusters d'ephrin-A5 Fc-IgG en una concentracié
de 0.18 ng/mm2 (Lawreson et al., 2002). Els temps d’estimul per experiments d’activitat RhoA

van ser de 0, 2 i 5 minuts, i per als experiments de creixement axonal van ser de 0 - 48 h.
2. METODES BIOQUIMICS
2.1 Immunoprecipitacié i coimmunoprecipitacio

Per als experiments d'immunoprecipitacio i coimmunoprecipitacié les cél-lules es van cultivar en

plaques de 100 mm (HEK293T: 2.1-10° cel-lules/placa; Neurones: 3.5-10° cél-lules/placa) i es
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van resuspendre amb 500 pl de tamp¢d de lisi d'immunoprecipitacié per cada placa a 4°C. A
continuacio les cél-lules es van rentar dues vegades amb PBS a 4°C. Els lisats cel-lulars van
ser disgregats mecanicament amb un homogeneitzador tipus Potter i es van centrifugar (10.000
rpm, 10 min, 4°C). Es va descartar el precipitat i es va transferir el sobrenedant a un nou tub.
En els experiments de co-immunoprecipitaci6 sempre es van utilitzar lisats frescos per tal

d’evitar perdre interaccions proteina-proteina per la congelacié de les mostres.

Per immunoprecipitar la proteina d’interés es van incubar per cada condicié 300 ug o 1 mg de
proteina, de cultius de neurones hipocampals o linies cel-lulars, respectivament, juntament amb
anticds purificat (2-5 pl) i es va portar a un volum final de 750 pl amb tampd de lisi
d'immunoprecipitacio, durant tota la nit a 4°C en agitacio circular. El dia seglient, es van afegir
30 pl de proteina G (Pierce), per anticossos monoclonals, o proteina A (Thermo), per
anticossos policlonals, i es va incubar durant 2 h a 4°C en agitacid circular. Els
immunocomplexes es van purificar per centrifugacio (4000 rpm, 3 min, 4°C). Els sobrenedants
van ser descartats i es va afegir 1 ml de tampd de lisi d'immunoprecipitacié sobre els
immunocomplexes deixant en agitacio circular a 4°C durant 10 min, amb l'objectiu d’eliminar les
unions inespecifiques tan de I'anticds purificat com de la proteina G o A als lisats cel-lulars. Els
immunocomplexes es van centrifugar de nou (4000 rpm, 3 min, 4°C) i es van dur a terme 2
rentats més amb tampd de lisi amb quantitats decreixents de detergent NP-40, 0,5% (durant 10
min) i 0,1% (durant 5 min) respectivament. Finalment, el precipitat que contenia els

immunocomplexes va ser resuspeés en 25 ul de tamp6 de carrega (2x) per a electroforesi.

Tampo de lisi d'immunoprecipitacio: 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1%
NP-40, 1 mM PMSF, inhibidors de proteases i fosfatases (Roche).

2.2 Electroforesi i Western blotting

2.2.1 Lisat cel-lular i determinacié de proteina

Les cél-lules es van rentar dues vegades amb PBS fred (4°C) per tal d’eliminar les restes de
medi de cultiu, i a continuacié van ser lisades amb tampé de lisi RIPA-DOC fred (4°C)
suplementat amb inhibidors de proteases i fosfatases (Roche). Per a les neurones hipocampals
en plagues de 60 mm es van lisar en 50 ul de tampé de lisi, mentre que les linies cel-lulars en
plaques de 100 mm es van lisar en 100 - 200 ul de tampé de lisi. Els lisats cel-lulars van ser
sonicats durant 15 s a un 30% de poténcia (Dynatech Sonic dismembrator — Model 300). La
concentracié de proteina va ser determinada utilitzant un kit de quantificacié colorimétric d'acid

bicinconinic (BCA) seguint les instruccions del fabricant (Pierce #23225).
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Tampo de lisi RIPA-DOC: 50 mM Tris-HCI pH7.4, 150 mM NaCl, 2.5 mM EDTA, 1% NP-40,
0.5% deoxicolat sodic, 0.1% SDS, 1 mM NaszVO,, PMSF, suplementat amb inhibidors de

proteases i fosfatases.

2.2.2 Electroforesi SDS-PAGE i transferéncia de proteina

Els lisats cel-lulars es van dil-luir en tampé de carrega (3x) i es van escalfar a 55°C o 95°C
durant 5 minuts. Un marcador de pes molecular es van afegir per identificar les proteines
d’interés (Protein Benchmark 10748-010; Invitrogen). Es van utilitzar gels de poliacrilamida
(PAGE) amb densitats en un rang d’entre 7,5-12,5 % depenent de la resolucié requerida i el
pes molecular de la proteina d’interés. L'electroforesi es va dur a terme a temperatura ambient
a un amperatge constant (20 mA per gel) i un voltatge maxim. Un cop finalitzada I'electroforesi
les proteines separades en el gel de poliacrilamida es van transferir a una membrana de PVDF
(Bio-Rad), préviament activada amb metanol. Finalment, les membranes ja transferides van ser
tenyides de manera transitéria amb Ponceau S (Fluka) per tal de verificar la preséncia de

proteina. La tincio amb Ponceau S es va eliminar amb rentats d’aigua destil-lada i TBS.

2.2.3 Detecci6 de proteines per Western blotting

Per tal d’evitar les interaccions inespecifiques entre proteines a les membranes de PVDF, es va
incubar una solucié de bloqueig durant 30 min en les membranes ja transferides. Després de la
incubacié amb la solucié de bloqueig les membranes es van rentar 3 vegades durant 10 min
amb tampd TBS. A continuacid, les membranes es van incubar amb anticos primari, diluit en
tampd d’anticos, en agitacio orbital durant 2 h a temperatura ambient o durant tota la nit a 4°C.
Les membranes es van rentar 3 vegades (10 min cada rentat) amb tampé TBS-Tween 0.1%
(TBS-T). Després, les membranes es van incubar amb anticos secundari conjugat a peroxidasa
de rave (HRP; 1:3000; Pierce) diluit en tampd de bloqueig, en agitacié orbital a temperatura
ambient durant 45 min. Per ultim, les membranes es van rentar 3 vegades durant 10 minuts
amb TBS-T. Les proteines d’interés van ser detectades sobre films per radiografia a partir d’'una
reaccié quimioluminescent utilitzant Luminol (Sigma).

Per tal d'incubar més d’'un anticds sobre la mateixa membrana, aquesta va ser sotmesa a un
procés de stripping consistent en la incubacié durant 10 min d’una solucié de stripping per tal
d’eliminar els anticossos primaris i secundaris incubats préviament. Després d’incubar durant
10 min la membrana es va rentar 2 vegades amb PBS (10 min cada rentat), i posteriorment es
va rentar 2 vegades amb TBS-T (5 min cada rentat). La membrana es va bloquejar novament

amb solucié de bloqueig, deixant-la preparada per incubar un nou anticds primari.

Material utilitzat en I'electroforesi, transferéncia i Western Blotting

TBS (1X): 20 mM Tris base, 137 mM NaCl, pH7.4
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Tampo d’electroforesi SDS-PAGE (10x): 250 mM Tris base, 2 M glicina, 1% SDS, pH8.3
Tampo de transferéncia (20x): 200 mM Tris base, 2 M glicina, pH8.3

Solucié de bloqueig: 5% de llet sense greix en TBS-T

Tampo d’anticos: TBS, 0.1% albumina bovina (BSA), 0.02% thimerosal

Tamp6 de carrega (1x): 62.5 mM Tris HCI (pH 6.8), 10% glicerol, 2% SDS, 5% -
mercaptoetanol, 0.01% blau de bromofenol.

Solucié de stripping: 0.2 M glicina, 0.1% SDS, 1% Tween20, pH2.2

. . . Host Dil-luci¢ i aplicacio
Anticos Proveidor Referéncia
e IP ICC IHC
A11029 ratoli
Alexa Fluor 488 Invitrogen - - 1:400 1:400
A11008 conill
Alexa Fluor 555 Invitrogen A21429 conill - - 1:400 1:400
A11032 ratoli
Alexa Fluor 594 Invitrogen - - 1:400 1:400
A11037 conill
Alexa Fluor
B Invitrogen A12381 - - - 1:20 -
594—fal-loidina
APP CTF Dr. Saeko - ratoli 1:7500 - - -
B-actina Sigma T7816 ratoli | 1:60.000 - - -
Crkll BD Biosciences 610035 ratoli 1:5.000 5ul - -
Doublecortin Abcam ab18723 conill - - - 1:1000
EphA3 C19 Santa Cruz sc-919 conill 1:1000 5l 1:200 1:200
EphA3 H80 Santa Cruz sc-25456 conill - - 1:200 1:200
ErbB2 Santa Cruz sc-284 ratoli 1:1000 - - -
Flag [FG4R] Abcam ab127420 ratoli - 10 wl - -
Jackson
IgG-Fc 109-001-008 | cabra - - - -
Immunoresearch
LaminB1 Zymed 33-2000 ratoli 1:1000 - - -
MAP2 Sigma M9942 ratoli - - 1:300 1:800
N-Cadherin Bd Biosciences 610921 ratoli 1:4000 - - -
Dr. Susan
Nestin - ratoli - - - 1:200
Hockfield
NeuN Chemicon MAB377 ratoli - - - 1:1000
Presenilin-1 Cell signaling 5643 conill - 2 ul - -
Presenilin-1 loop Calbiochem AB5308 conill 1:4000 - - -
Presenilin-1
Abcam ab15456 ratoli - - 1:200 1:200
APS11
PSD-95 Cell Singal 2507 conill - - 1:400 -
Sinaptofisina
Abcam ab8049 ratoli - - 1:800 -
[SY38]
1:100
SMI312 Covance SMI-312R ratoli - - 0 1:500
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Tau-1 Millipore MAB3420 |ratoll" - ‘ - | - | 1:400 |

Taula M1 - Anticossos primaris utilitzat per Western blotting (WB), immunoprecipitacio (IP),

immunofluorescencia de cél-lules en cultiu (ICC) i immunofluorescéncia en teixit (IHC).

2.3 Assaig d’activitat RhoA

Per mesurar l'activitat RhoA es van sembrar neurones hipocampals en plaques de 60 mm. Les
cél-lules es van deixar créixer durant 4 DIV i posteriorment es van lisar en 60 ul del tampé de
lisi que proveit pel fabricant. Els lisats cel-lulars es van congelar a linstant amb isopenta
refrigerat en neu carbonica i emmagatzemat a -80°C. Es va determinar la concentracié de
proteina separant 10 ul de lisat cel-lular abans de congelar les mostres, utilitzant el reactiu
proveit pel fabricant (Precision Red Advanced Protein Assay). L’activitat RhoA es va determinar
utilitzant la mateixa quantitat de proteina total per mostra amb un kit de luminescéncia G-LISA
(Cytoskeleton #BK124) seguint les instruccions del fabricant. Aquest kit consisteix en un assaig
ELISA basat en I'afinitat de la proteina RhoA activa amb la proteina Rhotequina que es troba
unida covalentment en una placa de 96 pous. La deteccié quantitativa posterior de RhoA es

duu a terme amb un anticos primari per RhoA i un anticds secundari conjugat a HRP.
2.4 Fraccionament subcel-lular

Per a I'obtencié de fraccions nuclears les cél-lules en cultiu es van rentar dues vegades amb
PBS fred (4°C) per tal d’eliminar les restes de medi de cultiu, i a continuacié van ser resuspeses
en tampo de fraccionament. Els lisats cel-lulars es van disgregar mecanicament amb un
homogeneitzador tipus douncer. Els homogenats es van centrifugar (1300 x g, 4°C, 15 min), i
els precipitats, corresponents als nuclis, es van rentar dues vegades amb tampé de
fraccionament. Els nuclis finalment es van resuspendre amb tampé de lisi nuclear i es van

sonicar durant 15 s.

Tampo de fraccionament: 25 mM HEPES pH 7.4, 250 mM sacarosa, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,

1 mM NasVO,, 50 mM NaF, i suplementat amb inhibidors de proteases i fosfatases.

Tampo6 de lisi nuclear: 25 mM Tris HCI, pH 7.4, 250 mM NaCl, 1% NP40 i 10% glycerol,

suplementat amb inhibidors de proteases i fosfatases.
2.5 Assaig d’activitat y-secretasa

Els assajos d’activitat y-secretasa es van dur a terme seguint les indicacions de treballs previs (
M. Sastre et al. 2001). Cel-lules HEK293T van ser transfectades amb el constructe pEFBos-
EphA3 o diversos constructes amb mutacions d’EphA3 i a les 48 h van ser lisades amb un
tampd hipotonic. Els lisats cel-lulars es van disgregar mecanicament utilitzant un
homogeneitzador tipus douncer i a continuacié es van centrifugar (1000 x g, 15min, 4°C). Els
precipitats es van tornar a centrifugar (16.000 x g, 20 min), i es van resuspendre en tampé

d’assaig. Els homogenats obtinguts corresponents a una fraccié6 de membranes no purificada,
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es van tractar amb vehicle (DMSO), o DAPT quan fou necessari i es van incubar a 37°C en
agitacio durant 0 - 2 h. Els homogenats es van centrifugar (100.000 x g, 1h) i es van obtenir
dues fraccions, el sobrenedant (S100), corresponent a la fraccié soluble, i el precipitat (P100)

corresponent a la fraccié no soluble.

Tampod hipotonic de lisi: 10 mM MOPS pH 7.0, 10 mM KCI, suplementat amb inhibidors de

proteases.
Tampo6 d’assaig: 150 mM citrat sodic pH 6.4, suplementat amb inhibidors de proteases.
2.6 Analisi per espectrometria de masses

Per als analisis d’espectrometria de masses es van sembrar 4,25-10° cel-lules HEK293T en
plagues de 150 mm de diametre. Després de 24 h les cél-lules van ser transfectades
transitoriament amb vector pcDNA3.1-3xFlag o el constructe d’EphA3 ICD-3xFlag mitjancant el
meétode del fosfat calcic (Métodes — apartat 3.3). Després de 48 h d’expressio les cél-lules van
ser resuspeses amb tampd d’immunoprecipitacié i els lisats van ser co-immunoprecipitats
(Métodes — apartat 2.1) utititzant anticds contra I'epitop Flag (DYKDDDDK). El resultat de la co-
immunoprecipitacié va resolt per electroforesi en un gel de poliacrilamida del 9%, i a
continuacio el gel va ser tenyit amb un reactiu basat en la tincié6 de Coomassie coloidal (Instant
Blue; Expedeon) durant 1 h a temperatura ambient en agitaci6. Posteriorment es va retirar la
tincié d’Instant blue i es va rentar el gel cada 10 min durant 1 h. Un cop identificades les bandes
diferencials, vam retallar les bandes presents en EphA3 ICD-3xFlag pero no en el control. Les
bandes obtingudes es van analitzar per d’espectrometria de masses MALDI-TOF (Servei de
Protedmica UAB — ProteoRed-ISCIII). El protocol dut a terme va ser, primer la destincié de les
bandes purificades amb bicarbonat amoénic 50 mM / acetonitril 50%, després la reduccié amb
DTT 25 mM durant 20 min a 37°C. A continuacié és va realitzar una alquilaci® amb
iodoacetamida 25 mM durant 30 min a 37°C, i després es va realitzar la digestié amb tripsina
amb 25 ng/mostra durant 5 h a 37°C. Finalment es va realitzar I'elucié dels fragments de la
digestio amb aigua, acetonitril 50% i acid trifluoracétic 0.1%. Per a I'analisi MALDI-TOF és va
utilitzar un equip MALDI-TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics). Els patrons dels fragments

obtinguts van ser identificats a través de la base de dades NCBInr i el motor de cerca Mascot.

3. METODES DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.1 Amplificacio i purifiacio de DNA
Transformaci6 i creixement de bacteris

La transformacié de bacteris es va dur a terme incubant 1 uyg de DNA plasmidic purificat en 30
pl de bacteris E. coli DH5a quimicament competents (Invitrogen) a 4°C durant 30 minuts. A

continuacio, els bacteris es van sotmetre a un xoc térmic a 42°C durant 45 s i es van incubar
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immediatament a 4°C durant 10 min. Seguidament, els bacteris es van resuspendre en 800 pl
de medi de cultiu Luria Broth (LB) i es van incubar en agitacioé orbital a 200 rpm durant 45 min a
37°C. Els bacteris ja transformats es van sembrar en plaques d’ampicil-lina (80 pg/ml) o
kanamicina (50 ug/ml) en plaques d'agar a 37°C durant tota la nit. Al dia seglent, es va
seleccionar una colonia positiva de la placa i es va posar a créixer en 3 ml de medi LB amb
antibiotic de seleccioé a 37°C en agitacio orbital durant 8 h. Per a les purificacions a gran escala
de cultius bacterians, es van transferir els 3 ml del cultiu bacteria a un volum de 250 ml de medi
LB amb antibiotic de seleccié i es va deixar creixent durant tota la nit en les mateixes
condicions de temperatura i agitacié. El dia seguent, els bacteris van ser concentrats per
centrifugacié a 250 x g durant 15 min i van ser lisats per poder obtenir la purificacido del DNA

plasmidic d’interes.
Miniprep

Cultius bacterians de petita escala (3 ml) crescuts durant tota la nit, es van centrifugar durant 2
min a 10.000 x g. El sobrenedant es va descartar i el DNA plasmidic es va aillar del precipitat
cel-lular utilitzant una columna de purificacié QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) seguint les
instruccions del fabricant. EI DNA purificat es va resuspendre en H,O milliQ autoclavada. El
DNA purificat es va tenyir amb SYBR-safe (Invitrogen), es va sotmetre a una electroforesi en
gel d’'agarosa i es va visualitzar per exposicié a llum ultravioleta. Per quantificacions més
precises, 1 ul de DNA purificat es va sotmetre a una quantificacié fluorimétrica utilitzant el kit de

quantificacié Quant-It (Invitrogen). EI DNA plasmidic purificat es va emmagatzemar a -20°C.
Maxiprep

Per a purificacions de grans quantitats de DNA plasmidic, els cultius bacterians de gran escala
(250 ml) crescuts tota la nit es van centrifugar, el precipitat cel-lular es va lisar i el DNA
plasmidic es obtenir utilitzant columnes QiaFilter Plasmid Maxi Kit (Qiagen) seguint les
instruccions del fabricant. EI DNA purificat es va resuspendre en H,O milliQ autoclavada i
posteriorment es va quantificar el rendiment utilitzant el kit de quantificaciéo Quant-It (Invitrogen).

ElI DNA plasmidic purificat es va emmagatzemar a -20°C.
Materials de cultiu de bacteris

Luria Broth (LB): 25 g de LB (Invitrogen) dissolts en 1 litre d’aigua destil-lada, pH 7.4. La solucio

es va esterilitzar mitjangant un autoclau.

Plaques d’agar: 32 g d’agar (Invitrogen) dissolts en 500 ml de medi de cultiu LB i esterilitzats
utilitzant un autoclau. La solucié es va deixar refredar fins a 40°C abans d’afegir els antibiotics
de seleccio (ampicil-lina o kanamicina). A cada placa de petri es va afegir un volum final de 20

ml de solucié d’agar.
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3.2 Purificacié de DNA genomic i genotipatge dels ratolins PS1™

La purificacié de DNA gendmic es va fer a partir de mostres de teixit de la cua dels ratolins. Un
fragment de 2 mm de cua es va digerir amb proteinasa K (0.1 mg/ml; Roche) en 0.5 ml de
tampd de lisi durant tota la nit a 56°C en agitaci6 orbital continua. El DNA gendmic de cada
mostra es va precipitar amb 0.5 ml de 2-propanol (Baker) i es va centrifugar a 9250 x g durant
10 min. El precipitat es va rentar amb etanol al 70% i es va precipitar de nou per centrifugacié
durant 10 min a 15.000 x g. El precipitat obtingut es va resuspendre en tampo6 TE i es va deixar
dissolent durant 2 h a 65°C.

Tampo de lisi per genotipatge: 100 mM Tris HCI pH 8.5, 5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NaCl
Tampé TE: 10 mM Tris HCI pH 8.5, 1 mM EDTA

La tecnica de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) va ser utilitzada per al genotipatge
dels ratolins deficient en PS1. Per comprovar la deleccié especifica de PS1, vam comprovar

durant el genotipatge la preséncia de PS2 en els ratolins analitzats. Les condicions per a la

PCR van ser les seglents:

Gen Inicialitzaci6 Desnaturalitzaci6  Encebador Extensio Extensio final
PS1 94°C, 4 min 94°C, 1min 60°C, 1 min 72°C, 1 min 72°C, 1 min
PS2 94°C, 4 min 94°C, 1min 65°C, 1 min 72°C, 1 min 72°C, 1 min

Taula M2 — Condicions de PCR utilitzades per a I'amplificacié dels gens Psen1 i Psen2 per al genotipatge de
ratolins PS1** i PS17.

Gen Encebador Seqléncia T°H (°C) Cicles
P139 5 GGTTTCCCTCCATCTTGGTTG 3 60 40

PS1 P140 5'TCA ACT CCT CCA GAG TCA GG 3' 60 40
P158 5 TGC CCCCTC TCCATTTTCTC 3 60 40
P162 5 CAT CTACAC GCCCTTCACGG ¥ 65 35

PS2 P163 5" CAC ACA GAG AGG CTC AAGATC ¥ 65 35
P164 5 AAG GGC CAG CTCATTCCTCC 3 65 35

Taula M3 — Sequiencies dels primers utilitzats en les amplifiacions per PCR dels gens Psen1 i Psen2 per al

genotipatge de ratolins PS1** i PS17".
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Figure M2 — Amplificacié per PCR de gen Psen1 d’embrions de ratoli control PS1**, heterozigot PS1*" i
knockout PS1™"

3.3 Generacio de RNA d’interferéncia short-hairpin

La técnica del RNA d’interferencia short-hairpin es va utilitzar per inactivar I'expressié del gen
del receptor d’EphA3. La seqiéncia del RNA d’interferéncia es va dissenyar utilitzant el
programari siDESIGN®©Center Dharmacon RNAi Technologies software
(http://www.thermoscientificbio.com/design-center/, Thermo Scientific). Es va escollir una
sequéncia a partir de la llista de candidats obtinguda, i per altra banda es va dissenyar una
seqliéncia a I'atzar com a control negatiu (scramble). També es va comprovar utilitzant la base
de dades BLAST (NIH) que les sequéncies escollides no interferissin amb cap altre gen en mus
musculus. Cada seqiéncia de RNA d’interferéncia, consistent en 19 nucledtids dissenyats
contra la sequiéncia de mRNA del gen EphA3 per mus musculus (GenBank, NM_010140.3), va
ser insertada en una altra sequiéncia predissenyada de 60 nucledtids, la qual conferia
'estructura de short-hairpin (ShRNA) a la sequéncia de RNA d’interferéncia i dianes de

restriccio.
Gen Oligonucleotid Seqliéncia
Forward 5’-gatccccGGGAATGCTCCGTGGGATAttcaagagaTATCCCACGGAGCATTCCCttttt-3’
EphA3 Reverse 5’-agctaaaaaGGGAATGCTCCGTGGGATAtctcttgaaTATCCCACGGAGCATTCCCggg-3’
Forward 5-gatcCCCGGAGAGCGTAGCGACTGTTttcaagagaAACAGTCGCTACGCTCTCCHtt(t-3’
Ser Reverse 5'-agctaaaaaGGAGAGCGTAGCGACTGTTictcttgaaAACAGTCGCTACGCTCTCCggg-3’

Taula M4 — Sequencies dels oligonucleotids de cadena simple complementaris per als shRNA EphA3 i

scramble.
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Els oligonucleotids amb la seqiéncia shRNA es van hibridar per generar DNA de doble cadena,
utilitzant un tampé d’annealing seguint el segtient protocol: 4 min a 95°C, 10 min a 70°C, 10 min
a 50°C, 10 min a 37°C, 5 min a 20°C i 5 min a 4°C. Simultaniament, el vector pSuper.retro.puro
(Oligoengine) va ser digerit seqiencialment amb els enzims de restriccié Bglll i Hindlll a 37°C
durant 1 h. El producte de la digestid es va resoldre per electroforesi en un gel d’agarosa 0.8%,
i la banda corresponent al plasmid digerit va ser purificada utilitzant la columna de purificacié
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). L’oligonucledtid de doble cadena (25 ng) es va lligar amb
el plasmid pSuper digerit (120 ng) utilitzant el DNA Ligation Kit (Takara).

El producte de lligacié es va transformar per xoc térmic en bacteris competents DH5a (Métodes
— apartat 3.1) i es van seleccionar amb ampicil-lina en plaques d’agar. Es van seleccionar tres
colonies positives i es van fer créixer en medi LB a 37°C en agitacié orbital durant tota una nit.
Els plasmids es van purificar amb una miniprep (veure apartat 3.1), i 5 ug de DNA purificat es
van digerir seqiiencialment amb 10 unitats dels enzims EcoRI i Clal (New England Biolabs),
durant 1 h i 30 min per a cada enzim. Un dels productes de la digestié corresponia al fragment
H1-shRNA o H1-scramble, els qual consisteix en la sequéncia del promotor H1 més
I'oligonucledtid per shRNA o scramble. De la mateixa manera, es va digerir el plasmid lentiviral
pLVTHM (1.5 pg) (Didier Trono). Tant el producte de la digestio H1-shRNA o H1-scramble i el
plasmid pLVTHM digerit, van ser resolts en gels d’agarosa 2.5% i es van purificar les bandes
corresponents com anteriorment s’ha descrit. Ambdés productes de purificacio, H1-shRNA i H1-
scramble (25 ng), van ser lligats al plasmid digerit pLVTHM (120 ng), i posteriorment
transformats en bacteris DH5a.. Es van seleccionar tres colonies crescudes en plaques d’agar
amb ampicil-lina i es van fer creixer tota la nit en medi LB. El plasmid purificacat es va digerir

amb EcoRl i Clal per detectar les colonies positives per I'insert H1-shRNA o H1-scramble.
Tampo6 d’annealing: 50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NacCl

L’expressio dels constructes de shRNA d’EphA3 es va dur a terme utilitzant vectors lentivirals.
Per tal de generar les particules infectives, per cada lentivirus, es van sembrar 3 plaques de
100 mm amb cél-lules HEK293T, que es van transfectar amb complexos de DNA-fosfat de calci
(Ca3(PO4),). En el cas del DNA, per cada placa, es van incubar simultaniament els vectors
pLVTHM-shRNA (20 ug), psPAX2 (gens d’empaquetament; 15 ug) i pM2D.G (gens d’emboilcall;
6 pug) amb una solucié de CaCl, (2 M) i aigua destil-lada. A continuacid, la soluci6 de DNA
plasmidic va ser mesclada amb un volum igual de tampd HBS (2x), afegint 1/8 de solucié DNA
sobre el tampod HBS i vortejant el tub 2-3 s a 600 rpm cada cop fins completar el volum final. Es
van deixar formar els complexos durant 25 min a temperatura ambient, i un cop passat aquest
temps, es van afegir sobre el medi de cultiu de les cél-lules i es va deixar precipitar durant 4
hores. Passat aquest temps de transfeccid, el medi de transfeccié va ser retirat i es va substituir
per 10 ml de medi de cultiu fresc. Es va deixar que les cel-lules generessin les particules
lentivirals durant 48 h, després es va recollir el medi de cultiu i es va centrifugar (100.000 x g,

66



Materials i métodes

4°C, 2 h). El sobrenedant es va descartar, i el precipitat es va resuspendre en 75 pl de tampd

TNE deixant-lo en agitacio orbital durant tota la nit a 4°C.
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Figure M3 — Mapes dels vectors utititzats per al clonatge dels shRNA EphA3 i particules lentivirals.

Les particules lentivirals van ser titulades utilitzant citometria de flux. Es van cultivar cél-lules
HEK293T en plaques de 24 pous (30.000 cél-lules/pou) durant 24 h. El medi de cultiu es va
reduir de 0.5 ml a 0.25 ml i les cél-lules es van infectar amb un rang de dil-lucions de les
particules lentivirals (2 yl, 1 pl, 0.5 pl, 0.25 yl, 0.125 pl, 0.062 pl i 0.031 yl). Després de 16 h es
va afegir 1 ml de medi de cultiu en cada pou i es va deixar que les cél-lules expressessin durant
48 h els plasmids lentivirals, els quals contenien un segon cassette d’expressié per a GFP.
Després del temps d’expressid les cél-lules es van ftripsinitzar, recollir en tubs, rentar dues
vegades amb PBS, i finalment es va mesurar la fluorescéncia de la proteina GFP en un
citometre de flux (Cytomics FC 500, Beckman Coulter) de 10.000 cél-lules, per determinar el
nombre de cél-lules positives per la infeccié lentiviral. Les diferents dil-lucions van permetre

realitzar una recta patré per tal de definir el titol de cada lentivirus.
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Figure M4 — Corba de titulacié de les particules lentivirals de shRNA1 EphA3, shRNA2 EphA3 i scramble.

Tampoé HBS (2x): 237 mM NaCl, 42 mM HEPES, 10.2 mM KCI, 1.4 mM NaHPQO,4, 10 mM D-
glucosa, pH 7.05-7.12

Tampo TNE (esteril): 50 mM TrisHCI pH7.5, 130 mM NaCl, 1 mM EDTA

3.4 Clonatge

3.4.1 Plasmids PS1

Per alguns dels experiments de reversié del creixement axonal es van utilitzar constructes de
PS1 humana o PS1 amb les seguents mutacions lligades a Alzheimer familiar: C410Y, M146L i
A9. Les mutacions C410Y i M146L s6n mutacions puntuals de canvis d’'un aminoacid, mentre
que la mutacié A9 consisteix en la deleccié de I'ex6 9 del gen PSEN1. Les mutacions humanes
van ser obtingudes per substitucié sobre un vector base de PS1 on el domini loop havia estat
deleccionat. Tan el cDNA de la PS1 humana com els diferents constructes de PS1 estaven
clonats en un vector d’expressié pcDNA3.1 entre les dianes de restricci6 BamHI i Xbal (Saura,
2000).

3.4.2 Plasmids d'EphA3. Introduccioé de la seqiiéncia HA en constructes d'EphA3

El seqliiéncia codificant I'EphA3 humana (constructes cedits per M. Lackmann) estava clonada
en un vector pEFBOS per les dianes de restriccio BstXl i Notl. De la mateixa manera, les
sequiencies codificants per EphA3 amb el domini d'unié a lligand deleccionat (ALBD; comprén
aminoacids 29-207) i EphA3 amb el motiu d'unid6 a seqiiencies PDZ deleccionat (APDZ;
comprén aminoacids 981-983), també estaven clonades per les mateixes dianes de restriccid
en el vector pEFBOS. Per ultim, les seqliiencies d'EphA3 i EphA3 ALBD en el vector pEFBOS
també van ser fusionades a la sequéncia codificant per GFP en el domini C-terminal entre les

dianes Xmal i BamHlI.
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Figure M5 — Descripci6 grafica dels dominis funcionals d'EphA3 i els mutants ALBD i APDZ. Descripcid grafica

del fragment corresponent a EphA3 ICD i I'hipotétic aminoacid de tall per PS/y-secretasa.

Per tal de poder detectar els vectors d’EphA3 i diferenciar-los del receptor EphA3 enddgen vam
afegir el tag hemaglutinina (HA; seqiéncia: ATG GGA TCC TAC CCT TAC GAC GTT CCT
GAT TAC GCT AGC CTC GAA TTC) en posicié C-terminal en els plasmids d’expressio. En
aquest cas I'estratégia escollida va ser substituir la proteina de fusié GFP per una seqiéncia de

DNA codificant per HA que contenia dues repeticions d’aquesta.

El procediment va consistir en hibridar dos oligonucleodtids de cadena simple que contenien la
seqliencia duplicada d’HA i que contenia dues dianes per enzims de restriccié flanquejants,
Xmal i BamHI. De la mateixa manera, els plasmids EphA3 GFP i EphA3 ALBD GFP van ser
digerits amb els mateixos enzims de manera sequencial 1h 30 min cadascun a 37°C. El
plasmids digerits es van separar per electroforesi en gel d’agarosa i es van purificar amb
QIAquick Gel Extraction Kit. Un cop purificats, els plasmids es van lligar amb els oligonucleotids
i a continuacié van ser transformats en bacteris competents DH5a. El dia seglient es van
seleccionar colonies de les plaques d’agar, es van créixer en medi LB i els plasmids es van
purificar per miniprep. Els plasmids obtinguts es van comprovar per restriccié en les dianes
d’insercid i es van resoldre en un gel d’agarosa per comprovar que el plasmid era positiu per

I'oligonucledtid codificant per HA.

Constructe Origen Vector Resisténcia Origen
PS1 h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dr. C. Saura
PS1 C410Y h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dr. C. Saura
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PS1 M146L h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dr. C. Saura
PS1 A9 h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dr. C. Saura
EphA3 wild type h pEFBOS Ampicil-lina Dr. M. Lackmann
EphA3 GFP h pEFBOS Ampicil-lina Dr. M. Lackmann
EphA3 HA h pEFBOS Ampicil-lina S. Marco
EphA3 APDZ h pEFBOS Ampicil-lina Dr. M. Lackmann
EphA3 ALBD GFP h pEFBOS Ampicil-lina Dr. M. Lackmann
EphA3 ALBD HA h pEFBOS Ampicil-lina S. Marco
EphA3 ICD HA h pCMV Ampicil-lina S. Marco
EphA3 ICD Flag h pcDNA3.1 Ampicil-lina S. Marco
pCMV-HA - Ampicil-lina Clontech
pcDNA3.1 3xFlag - - Ampicil-lina Dr. V. Yuste
pSuper.Retro.Puro - - Ampicil-lina Oligoengine
pLVTHM - - Ampicil-lina Dr. Didier Trono
EGFP C1 - - Kanamicina Clontech
RhoA DN h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dr. X. Bustelo
Rac1 wild type h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dra. M. Dunach
Rac1 DN h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dra. E. Galea
Rac1 CA h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dra. M. Dunach
Cdc42 DN h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dra. E. Galea
Cdc42 CA GFP h pcDNA3.1 Ampicil-lina Dra. M. Dunach

Taula M8 - Llista de plasmids utilitzats

3.4.3 Clonatge del domini intracel-lular d’EphA3

La sequéncia del domini intracel-lular d’EphA3 (EphA3 ICD) es va obtenir per prediccio utilitzant
el programari ClustalW2 (European Bioinformatics Institute — EMBL). Es va realitzar un
alineament del receptor EphA3 amb diversos receptors Eph i substrats coneguts pel complex
PS1/y-secretasa (Figura M5).
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Figure M6 — Alineament de seqiéncies d'EphA3 amb diversos substrats de PS/y-secretasa. La regid
transmembrana on es situen les diverses dianes de tall apareixen amb un alt grau de conservacié. Els substrats
utilitzats van ser EphA4 huma, APLP1 huma, A4FVB9 huma, CADH1 huma, PVRL1 huma, NOTC1 huma i CD44

huma.

Entre els receptors d’Eph utilitzats en I'alineament es va buscar especialment les similaritats
amb el receptor EphB2, el qual, en treballs anteriors s’havia descrit que era un substrat de

PS1/y-secretasa, i el seu lloc de tall havia estat definit (Litterst et al. 2007).
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Figura M7 - Esquema dels talls per metalloproteases i el complex PS1/y-secretasa en el receptor EphB2. Extret

de Litterst et al. 2007
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Proteina Alineacio del lloc de tall

EphB2 huma EAEYQESIKEKLPLIVGSSAAGLVFLIAVVVIEAIVCNRR

EphA3 huma DSFSES--GESSQVVMIAISAAVAIILLTVVEYVLIGRE

Taula M5 - Alineacio per ClustalW2 entre els receptors EphB2 i EphA3, mostrant I'hipotétic tall pel complex

PS1/y-secretasa.

Per al clonatge es va partir del vector d’EphA3 huma (Dr. Lackmann) per a clonar el domini
intracel-lular fent servir la técnica de la PCR. Els encebadors es va dissenyar des del lloc de tall
en la regié N-terminal fins I'dltim aminoacid en la regié C-terminal, consistent en 1272 parells de
base (423 aminoacids). Es van afegir una diana de restriccié en 3’ (Kpnl) i una altra en 5’
(EcoRI) per facilitar la insercié del DNA en un vector pCMV-HA (N-terminal; Clontech PT3283-
5). Posteriorment es va extreure el DNA de EphA3 ICD i es va subclonar en un plasmid
pcDNA3.1 que contenia tres repeticions de la seqiéncia DYKDDDDK en el domini N-terminal,

utilitzant les EcoRl i Apal.

Xba | (625)

SV40 SD/SA

pCMV-HA [ wmmcs

Xba |
(1125)

Figura M8 — Mapa del plasmid pCMV-HA amb el mditiple cloning site detallat.

Encebador Seqléncia
forward 5 — CCGGAATTCCCGTATGTTTTGATTGGGAGGTTCTGTGG - 3’ EcoRl
reverse 5 — CGGGGTACCCCGTTACACGGGAACTGGGCCAT -3’ Kpnl

Taula M6 — Sequencies dels encebadors per a EphA3 ICD. En cursiva nucleotids de flanqueig per a la diana de

restriccio, subratllat la diana de restriccié i en negreta, seqiéncia d’'unié al DNA d’EphA3 huma.
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Les condicions i materials utilitzats en la PCR van ser les seguents:
Polimerasa: GeneAmp® High Fidelity PCR System (Applied Biosystems)
Patré de DNA: 15 pg EphA3 cDNA huma

Encebadors: 0.1 uM

MgCl,: 1.5 mM

dNTPs: 0.2 mM

Inicialitzacio Desnaturalitzaci6  Encebador Extensio Extensio final

EphA3ICD 94°C, 2 min 94°C, 15 s 61°C,30s 72°C,1min 72°C, 7 min

Taula M7 — Condicions per a la PCR en el clonatge d’EphA3 ICD.

El producte de la PCR es va separar en una electroforesi en gel d’agarosa 1% i es va purificar
utilitzant QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) seguint les instruccions del fabricant. La
concentracié de DNA es va determinar utilitzant un NanoDrop Photometer (Thermo Scientific).
Tan el vector pCMV-HA com el producte de la PCR EphA3 ICD es van digerir seqiiencialment
amb els enzims de restriccid EcoRI i Kpnl (New England Biolabs) durant 1.5 h cadascun a
37°C. Tot seguit, el vector pCMV-HA va ser desfosforilat amb fosfatasa alcalina de vedella
(CIAP; Invitrogen) durant 5 min a 50°C. Tan el vector com EphA3 ICD es van separar per
electroforesi en gel d’agarosa i es van purificar utilitzant QlAquick Gel Extraction Kit. Els
productes de la purificaci6 van ser lligats durant 1h a 16°C, i transformats en bacteris
competents DH5a. Les colonies obtingudes es van seleccionar i els plasmids resultants es van
purificar per miniprep, per posteriorment ser confirmades per digesti6 amb EcoRI i Kpnl.
Finalment es va comprovar el clonatge dels plasmids d'EphA3 ICD per sequenciacié (Applied
Biosystems Abi 3130xl; Servei de Gendmica - IBB/UAB).

Encebador Sequéncia
ICD1 5 —-TTT GAT TGG GAGGTTCTG TG -3
ICD2 5 — AGAATG GTT CCT TGG ATAGTT TCC -3
ICD3 5 - GAG CAGATTGTTAGTATTCTGG -3

Taula M8 — Sequéncies dels encebadors utilitzats per a la sequenciaciéo d’EphA3 ICD.

4. METODES DE BIOLOGIA CEL-LULAR

4.1. Técniques d’immunofluorescéncia de cél-lules en cultiu

Per obtenir immunomarcatges per microscopia optica de fluorescéncia es van sembrar
neurones hipocampals (20.000 — 30.000 cel-lules per pou) en plaques de 24 pous que

contenien cobreobjectes tractats amb poli-D-lisina. Després de 4 DIV es va retirar el medi de
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cultiu a les cel-lules, es van rentar dues vegades amb PBS i es van fixar amb paraformaldehid

diluit al 4% en PBS (Electron Microscopy Sciences) durant 15 min a temperatura ambient.

A continuacio, les cél-lules es van permeabilitzar durant 7 min a temperatura ambient amb una
soluci6 amb 0.02% de saponina (Fluka) en PBS. Posteriorment es va realitzar un primer
bloqueig amb una solucié 0.01% de saponina i 10 mM de glicina (Sigma) en PBS durant 15
min. Finalment, es va realitzar un Ultim bloqueig per evitar la unié inespecifica dels anticossos
amb una soluci6 amb 5% de albumina de sérum bovi (BSA) en PBS durant 30 min a
temperatura ambient. Els anticossos primaris es van diluir en un tamp6 amb un 5% de sérum
normal de cabra (NGS) i es van incubar amb els cobreobjectes durant 1h i 30 min a
temperatura ambient o0 a 4°C durant tota la nit. Després de la incubacié amb anticos primari, les
cél-lules es van rentar tres vegades en PBS durant 10 min cada rentat, en agitacié i a
temperatura ambient. Els anticossos secundaris es van diluir en el mateix tampd que es va
utilitzar per als anticossos primaris i es va incubar durant 45 min a temperatura ambient. En
alguns casos, es va incubar fal-loidina conjugada amb Alexa 594 simultaniament amb els
anticossos secundaris. De la mateixa manera, després de la incubacio, les cél-lules es van
rentar tres vegades en PBS, agitacié i temperatura ambient durant 10 min cada cop. Per al
marcatge nuclear es va fer servir la tinci6 amb Hoechst 33258 dil-luit en PBS (1 ug/mi;
Invitrogen), la qual es va incubar durant 20 min a temperatura ambient. Finalment, els
cobreobjectes es van rentar de nou tres vegades en PBS durant 10 min en agitacidé i
temperatura ambient. Un cop finalitzats els rentats, els cobreobjectes es van montar sobre un
portaobjectes utilitzant medi de muntatge per a fluorescéncia FluorSave Reagent (Calbiochem).
Les cél-lules es van examinar en un microscopi de fluorescéncia Nikon Eclipse i90 o en un

microscopi laser confocal Zeiss Axio Examiner D1 LSM 700.

4.1.1 Analisi de creixement axonal

Amb les imatges de neurones hipocampals obtingudes en el microscopi de fluorescéncia es
van crear composicions amb els diferents marcatges amb anticossos utilitzant els programari
ImagedJ (U. S. National Institutes of Health, Bethesda) i la llargada axonal va ser mesurada amb
el programari Metamorph software (Molecular Devices). Els axons es van rastrejar manualment
seguint principalment el marcatge per neurofilament (SMI312). Es va considerar la llargada
axonal com la distancia entre el final del soma i I'extrem de la neurita incloent el con de
creixement. Tan el marcatge per GFP o per actina (faloidina) van ser utilitzats com ajuda
suplementaria per determinar les zones més extremes de la neurita. La calibracié del
microscopi va permetre la conversio de pixels en pm en el programari Metamorph. Les dades
finals per a la llargada axonal van ser obtingudes a partir de tres experiments independents de
cultius diferents, compostos cadascun per un minim de tres cobreobjectes (n=30

neurones/cobreobjectes) per cada condicid.
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4.1.2 Analisi de col-localitzacio

Per a I'analisi de col-localitzacié entre PS1 i el receptor EphA3, es van fixar neurones en cultiu
crescudes sobre cobreobjectes (descrit en l'apartat 4.1), i es van utilitzar els anticossos contra

Presenilina-1 (APS11) i el receptor EphA3 (H80), respectivament.

Les imatges van ser obtingudes en un microscopi laser confocal Zeiss Axio Examiner D1 LSM
700 en forma de seccions (7 talls/seccio; 0.5 um/tall) amb un objectiu d'immersi6 de 63
augments i un zoom 2x. Les imatges van ser analitzades amb el programari ImageJ (U. S.
National Institutes of Health, Bethesda). L'analisi de col-localitzacié es va dur a terme en els
dos talls centrals de cada seccio, seleccionant de 3 a 5 regions d'interés (neurites i con de
creixement) en cada tall. Les imatges van ser analitzades seguint una instruccié macro (Maria
Calvo, Unitat de Microscopia Confocal de la UAB), la qual basava el seu funcionament en el
plugin highlighter (P. Bourdoncle, Institute Jacques Monod, Service Imagerie, Paris, France). La
instrucci6 macro generava una imatge binaria per als pixels que col-localitzaven en els dos
marcatges a partir de I'analisi pixel per pixel de cada canal, la qual es definia préviament amb
una seleccié manual del llindar d'especificitat i una ratio de les intensitats entre ambdds canals.
Els resultats es van expressar com un percentatge de pixels que col-localitzaven entre el

nombre total de pixels per cada canal.

4.2 Técniques d’immunohistoquimica amb fluorescéncia

4.2.1 Obtenci¢ i fixacié de les mostres biolégiques

Per a I'obtencié de mostres per a immunohistoquimica els embrions de ratoli (E15.5) van ser
extrets del sac embrionari i separats de la placenta. Els embrions sencers van ser fixats amb
paraformaldehid 4% per perfussioé cardiaca. Un cop fixats els embrions, es van deixar durant
tota la nit en una solucid de paraformaldehid 4% fresc a 4°C, i el dia seglient es van
disseccionar els cervells i de nou es van deixar incubant en una solucié de paraformaldehid 4%
a 4°C durant 24 h. La solucié de paraformaldehid es va substituir per una solucié d’etanol 70%
a 4°C, fins a ser englobades en blocs de parafina per a I'obtencié de talls histologics utilitzats

en immunohistoquimica.
4.2.2 Immunohistoquimica amb fluorescéncia

Es van obtenir seccions de cervell coronals (5 um) dels blocs de parafina utilitzant un microtom
(Leica). Les seccions van ser desparafinades amb dos banys de xilol (Merk) i rehidratades
utilitzant una bateria de solucions d’etanol de concentracions decreixents amb incubacions
sequencials de 3 min (100%, 100%, 96%, 70% i 50%). Per tal d’exposar I'antigen, les seccions
es van incubar en una solucién de citrat sodic (Sigma) en ebullicié durant 8 min en el microones
amb una poténcia de 200 W constants. A continuacio es van realitzar tres rentats de 5 min amb
TBS a temperatura ambient i en agitacié orbital. Finalment les mostres es van bloquejar en

tampod de bloqueig durant 30 min a temperatura ambient.
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La immunodeteccié es va dur a terme incubant les mostres amb anticos primari dil-luit en
solucié de bloqueig, durant 2 h a temperatura ambient o tota la nit a 4°C. El dia seglent es van
rentar les seccions en TBS i es van incubar amb I'anticos secundari conjugat a un fluordfor
(Alexa 488, Alexa 555 o Alexa 594) durant 2 h a temperatura ambient. Posteriorment es van
rentar les seccions amb TBS tres vegades durant 10 min cadascuna, i es van tenyir els nuclis
amb tincié Hoechst durant 30 min a temperatura ambient. Finalment les seccions es van cobrir
amb un cobreojectes i amb medi de muntatge FluorSave Reagent. Les seccions es van

examinar en un microscopi confocal Zeiss Axio Examiner D1 LSM 700.
Tampo de bloqueig: Sérum de cabra 5% (Gibco), Tween 0.02% (Sigma), TBS.
5. ANALISI ESTADISTIC

Els experiments es van realitzar com a minim per ftriplicat. Els resultats de les grafiques
mostren la mitjana dels diferents experiments amb la desviacié estandard de la mitja. Els grups
experimentals van ser comparats mitjangant I'analisi de variancia amb el test ANOVA d'una via
o dues vies en comparar més de dos grups entre si, seguits d'un test post hoc Bonferroni. Els
valors van ser considerats significatius quan p < 0.05. Per a realitzar els analisis estadistics es

va utilitzar el programari GraphPad Prism 5.
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CAPITOL I: PS1 REGULA EL CREIXEMENT AXONAL

1. Alteracions del creixement axonal en ratolins PS17

La PS1 és essencial durant el desenvolupament del sistema nerviés central (SNC), de
manera que la seva deficiéncia en ratolins PS1" causa una diferenciacio prematura dels
progenitors neuronals, el que provoca un augment de neurones postmitotiques a E12.5 i una
disminucié de neurones en estadis posteriors (Shen et al., 1997). La deficiéncia de PS1
durant el desenvolupament causa deficits en la migracié neuronal i la desorganitzacié de les
capes de l'escorga cerebral, la zona intermédia, la zona ventricular i la zona subventricular,
els quals porten a una reduccié de la mida del cervell i de I'escorga cerebral (Handler et al.,
2000). Aquests defectes en els embrions PS1™” poden ser deguts a alteracions en el
processament i la senyalitzacié de Notch (Shen et al., 1997; Wong et al., 1997). Aixi, els
ratolins PS1” mostren una disminucié de I'expressié de Hes5, el qual és regulat directament
pel receptor Notch, el que incrementa I'expressio de DIl1, causant un augment de neurones
diferenciades. Aquests defectes severs durant el desenvolupament causen la mort dels

ratolins PS1”" just al néixer.

PS1 -/- PS1 +/+ P51 +/+ P31 -
4

G.

++

Figura 1 — Fenotip dels embrions PS1 i PS17 obtinguts per creuament de ratolins heterozigots
PS1*". Panell esquerre: Els embrions PS1-/- presenten hemorragies internes en I'encéfal (punta de
fletxa). Panell dret: Els embrions PS1-/- mostren una mida significativament més petita que els ratolins
PS1** | un déficit en el desenvolupament de la cua (fletxa) i hemorragies cerebrals internes (punta de
fletxa). La deficiencia d'expressié de PS1 és letal, i els embrions PS1-/- moren de forma prematura durant
I'etapa perinatal.

Per estudiar el paper de PS1 en el desenvolupament del cervell vam analitzar el fenotip de
ratolins PS1*"* (control) i PS17 (PS knockout) a estadi embrionari E15.5. En aquest estadi es
produeix un pic en la neurogénesi, i per tant permet estudiar canvis morfoldgics de les
diferents regions del cervell. Els embrions PS1” presenten una reduccié de I'embrid, de la
longitud de la cua i de I'encéfal (Figura 1). Es van realitzar I'analisi immunohistoquimic amb
diferents marcadors cel-lulars de progenitors neuronals (nestina), neurones immadures
(doblecortina), i neurones postmitdtiques (MAP2, NeuN) i morfoldgics d'axd (neurofilament,
tau) i dendrites (MAP2). Aquests estudis es van centrar en la zona ventricular, coneguda per
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ser una zona de proliferacié cel-lular i per tant neurogénica, i en I'hipocamp. La zona
ventricular, i concretament la subventricular, és una regio6 del cervell d'especial interés durant
el desenvolupament degut a la gran preséencia de progenitors neuronals. Els embrions PS17
presenten una mida anormal dels ventricles laterals, i la preséncia d'hemorragies internes.
L'eixamplament dels ventricles és deguda a la pérdua de capes cel-lulars en diverses regions
del cervell en els ratolins PS1” (Handler et al., 2000).

VENTRICULAR ZONE

PS1 +/+

PS1 /-

Figura 2 - Analisi immunohistoquimic amb marcadors neuronals de la regié ventricular

+/+

d'embrions PS1** i PS1™, Seccions coronals corresponents a la zona ventricular d'embrions PS1** |
PS1” (E15.5) Analisi immunohistoquimic per diversos marcadors neuronals (verd): neurofilament (Nf;
axons), MAPT/tau-1 (Tau; axons), nestina (Nestin; progenitors neuronals), doblecortina (Doublecortin;
neurones immadures), marcador nuclear de neurones (NeuN; neurones madures), i tincid nuclear amb
Hoechst (blau). L'analisi revela una disminucié significativa del nombre i longitud dels axons en embrions
PS1”" en comparacié als embrions PS1** (Nf i Tau), acompanyat d'una disminucié de la neurogénesi i la
migracié neuronal (Doublecortin).

L'expressié de nestina, un tipus de filament intermedi present només en progenitors
neuronals, és similar entre els embrions PS1" i PS1™" (Figura 2). Per contra, les neurones
doblecortina positives es troben limitades a la zona intermédia de la regié ventricular en els
embrions PS1", mentre que els embrions PS1** presenten neurones doblecortina positives
migrant des de la zona subventricular cap a la zona intermeédia (Figura 2). Per altra banda,
NeuN, un marcador de neurones postmitotiques diferenciades, no varia significativament
entre ambdos genotips (Figura 2). En resum, els ratolins PS1" tenen un nombre inferior de
neurones immadures en la regié subventricular, fet que esta d'acord amb els resultats previs
que indiquen una disminucio de la neurogénesi i defectes en la migracié neuronal (Handler et
al., 2000).
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HIPPOCAMPUS

Figura 3 - Analisi immunohistoquimic amb marcadors neuronals de la regié6 hipocampal
d'embrions PS1** i PS1". Seccions coronals corresponents a I'hipocamp d'embrions PS1** i PS1™
(E15.5). Analisi immunohistoquimic per diversos marcadors neuronals (verd): MAPT/tau-1 (Tau; axons),
nestina (Nestin; progenitors neuronals), doblecortina (Doublecortin; neurones immadures), marcador
nuclear de neurones (NeuN; neurones madures), MAP2 (marcador dendritic en neurones madures), i
tincié nuclear amb Hoechst (blau). L'analisi revela una disminucié significativa del nombre d'axons en
embrions PS17 en comparacié a embrions PS1** (Tau), acompanyat d'una disminucié de la neurogénesi
i la migracié neuronal (Doublecortin), i una disminucié de les neurones madures i funcionals (NeuN i
MAP2).

P31 +/+

PS1 -

De la mateixa manera que en la zona ventricular, I'hipocamp presenta una disminucié
significativa del nombre de capes cel-lulars en els embrions PS17. El marcatge amb nestina
indica que la densitat de progenitors neuronals esta reduida en els embrions PS1™" (Figura 3).
Tot i aixi, la longitud de les neurites positives per nestina és menor en els embrions PS1”
(Figura 3). EIl marcatge amb doblecortina presenta una disminucié de la intensitat en els
embrions PS1™" tot i que el nombre de neurones positives és similar en ambdds genotips en
la regié externa de I'hipocamp. Tot i aix0, la capa cel-lular més proxima als ventricles en els
embrions PS1” mostra una disminucié de neurones doblecortina positives, un marcatge
corresponent probablement a neurones en migracié (Figura 3). EI marcatge amb NeuN
mostra una disminucié significativa del nombre de neurones madures diferenciades en
I'hipocamp dels embrions PS1™” (Figura 3). A més, el nombre de neurones MAP2 positives
esta reduit en els embrions PS1™. Aquests resultats indiquen una reduccié de la maduracié i
diferenciacié neuronal en I'hipocamp en els ratolins PS17. Per estudiar el paper de PS1 en la
morfologia neuronal, vam realitzar analisis immunohistoquimics amb neurofilament, un tipus
de filament intermedi especific d'axons. El marcatge amb un anticos anti-neurofilament
(SMI312) mostra una reduccié significativa en el nombre i la llargada dels axons en
I'hipocamp d'embrions PS1” (Figura 4, puntes de fletxa). De fet, el marcatge de

neurofilament es limita al soma de les neurones en la majoria dels casos en els ratolins PS1™.
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Aquests resultats suggereixen que la PS1 pot estar regulant el creixement axonal durant el

desenvolupament.

Figura 4 — Els embrions PS1”" presenten una reduccié severa del marcatge axonal en I'hipocamp.
Seccions coronals corresponents a I'hipocamp d'embrions PS1** i PS1™ . Analisi immunohistoquimic per
diversos marcadors neuronals (verd): neurofilament (Nf; axons), doblecortina (Dcx; neurones immadures),
i tincié nuclear amb Hoechst (blau). L'analisi mostra la reduccié significativa de la longitud axonal en les
neurones hipocampals d'embrions PS1”" (punta de fletxa). El marcatge amb doblecortina col-localitza
amb el marcador axonal en els cossos neuronals (fletxes), perd s'observa la desaparicié del marcador per
neurofilament en les extensions neuritiques corresponents als axons en els ratolins PS1™".

Els estudis dimmunofluorescéncia també mostren una coexpressid de doblecortina i
neurofilament en neurones de les capes més internes de I'hipocamp en ratolins PS1*”
(Figura 4). Per contra, la disminucié del marcatge de NeuN (Figura 3) es veu acompanyada
per la disminucié del nombre i longitud dels axons en I'hipocamp de ratolins PS17. Aixd
suggereix la disminucié del nombre de neurones diferenciades i funcionals esta associada a
l'alteracié en el correcte desenvolupament de l'axd en les neurones PS17”. Per ultim,
s'observa la disminucié de neurofilament i del nombre de projeccions des dels cossos
neuronals en els ratolins PS1” (Figura 2). Per corroborar els resultats obtinguts amb
neurofilament, també vam realitzar un analisi immunohistoquimic amb anticos anti-tau-1, una
proteina associada a microtubuls, la qual es troba enriquida principalment en axons. El
marcatge tau-1 esta disminuit de forma significativa en els embrions PS17 (Figura 3), fet que
confirma els resultats amb neurofilament. Resultats similars amb tau-1 es poden observar en
la zona ventricular, el qual és gairebé absent en la zona més proxima al ventricle i no

presenta marcatge fins arribar al llindar entre la zona intermedia i I'escorga (Figura 2).
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En conjunt, aquests resultats suggereixen que l'abséncia de PS1 causa una alteracié severa
en el desenvolupament de I'hipocamp i la zona ventricular, la qual esta caracteritzada per la
pérdua de capes cel-lulars, la disminucié en el nombre de neurones immadures en migracio, i
de neurones madures. De forma rellevant, el nombre i longitud dels axons estan disminuits
en hipocamp i en la zona ventricular en abséncia de PS1, és deguda segurament a l'alteracié
de la maduraci6 neuronal.

2. Alteracié del creixement axonal en neurones hipocampals PS1™”

Per analitzar els mecanismes moleculars regulats per la PS1 durant el creixement axonal
vam estudiar neurones hipocampals en cultiu obtingudes d'embrions PS1** / PS1*" i PS1”
(E15.5) provinents de creuaments de ratolins heterozigots PS1*" (Shen et al., 1997) (Figura
1). Les neurones hipocampals es van cultivar a baixa densitat (1.6-104 cél-lules/cmz) en
plaques de 24 pous durant 4DIV. Aquest temps de cultiu és suficient perqué les neurones es
polaritzin i iniciin la fase de creixement axonal, una etapa prévia a la maduracié dendritica i
I'establiment de sinapsis (Govek et al., 2005) i (Da Silva and Dotti, 2002). Les neurones es
van marcar amb anticossos anti-neurofilament (SMI312) per detectar els axons, i actina
(faloidina-Alexa594) per fer un seguiment de les neurites i els cons de creixement. Les
imatges van ser captades utilitzant microscopia de fluorescéncia i aquestes van ser
processades utilitzant el programari Metamorph per tal de mesurar la longitud de I'axé. Els
resultats obtinguts demostren una disminucié significativa (50%) de la llargada de I'ax6 en
neurones hipocampals PS17 (Figura 5; n=90 cél-lules/experiment, n=3 experiments). Aquest
resultat confirma que la PS1 regula el creixement axonal en neurones hipocampals in vitro
durant el desenvolupament.
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Figura 5 - La deficiencia en PS1 indueix la reduccié del creixement axonal en neurones
hipocampals. Neurones primaries hipocampals provinents d'embrions PS1"* i PS1”" a 4DIV. L'analisi
per immunofluorescéncia amb marcatge per neurofilament (Nf; verd) i actina (Actin; vermell), revela una
disminucio significativa (aproximadament 50%) de la longitud axonal en les neurones PS1” . Aquesta
reducci6 del creixement axonal suggereix la implicacié de PS1 en la regulacié del creixement axonal.
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3. PS1 regula el creixement axonal a través de I'activitat y-secretasa

PS1 és el component cataliticament actiu del complex y-secretasa, una aspartil proteasa
encarregada de la protedlisi de proteines transmembrana de tipus | (Lleo and A Saura, 2011).
La regulacié de les vies de senyalitzacié de PS poden ser dependents o independents de la
seva activitat catalitica, com és el cas de la regulacié de la via Wnt/B-catenina (Soriano et al.,
2001; Koo and Kopan, 2004). Per tal de discernir si 'activitat y-secretasa estava implicada en
I'efecte de PS sobre el creixement axonal vam realitzar experiments farmacoldgics amb un
inhibidor reversible de I'activitat y-secretasa (DAPT; (Dovey et al.,, 2001; Morohashi et al.,
2006)). Les neurones hipocampals es van cultivar en preséncia o abséncia de DAPT o
vehicle (DMSO) en el medi de cultiu durant 0-4DIV. Posteriorment les neurones es van fixar i
marcar amb SMI312 com s'ha descrit préviament. Les imatges de fluorescéncia i la
quantificacié mostren una longitud axonal significativament menor en les neurones tractades
amb DAPT comparades amb les neurones tractades amb vehicle (Figura 6). Aquest resultat
és similar a l'efecte en el creixement axonal en neurones PS1™”, el que suggereix que el

creixement de I'axé depén de l'activitat y-secretasa.
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Figura 6 - La inhibicié de I'activitat PS/y-secretasa indueix la reduccié del creixement axonal en
neurones hipocampals. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1"* a 4DIV. Les
neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO), inhibidor de y-secretasa (DAPT) o inhibidor
d'ampli espectre per metaloproteases (GM6001). L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per
neurofilament (Nf; verd) i actina (Actin; vermell), revela una disminucié significativa de la longitud axonal
en les neurones tractades amb DAPT o GM6001 en comparacio a les neurones control, tractades amb
vehicle. Aquesta reduccid de la longitud axonal suggereix que l'activitat y-secretasa de PS1 és
responsable de la regulacio del creixement axonal.

L'activitat de PS/y-secretasa requereix que préviament el substrat sigui tallat per una
metaloproteasa, normalment anomenada a-secretasa. Diverses metaloproteases de matriu
extracel-lular (MMP), incloent la familia de les desintegrines i metaloproteases ADAM, com
son ADAM-9, ADAM-10 i ADAM-17 tenen activitat a-secretasa, i per tant poden exercir el tall
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previ al complex y-secretasa (Beel and Sanders, 2008). L'inhibidor d'ampli espectre de MMPs
(GM6001) durant 4DIV va disminuir el creixement axonal (50%) en neurones hipocampals,
un efecte similar a I'observat en les neurones tractades amb DAPT (Figura 6). Aquest resultat
és consistent amb la idea qué les activitats catalitiques a- i y-secretasa regulen el creixement

axonal i per tant, un substrat comu d'ambdues proteases podria estar mediant aquest efecte.

Per tal d'estudiar si la PS1/y-secretasa tenia un efecte similar en dendrites es van fer tincions
amb el marcador dendritic MAP2, en neurones hipocampals tractades durant 3, 4 i 7DIV amb
vehicle o DAPT. Aquests resultats, obtinguts per la Dra. L. Labrada en el nostre laboratori, no
mostren diferéncies en quant al nombre de dendrites primaries al llarg dels diversos temps
de creixement en les neurones tractades amb DAPT. Per contra, la llargada dels processos
dendritics és major en les neurones tractades amb DAPT en comparacié a les control (Figura

7). Aquest resultat suggereix que, al contrari que en els axons, la PS1/y-secretasa inhibeix el

creixement de les dendrites.
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Figura 7 - La inhibicié de I'activitat PS/y-secretasa indueix I'augment del creixement dendritic en
neurones hipocampals. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1** a 4DIV. Les
neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO), inhibidor de y-secretasa (DAPT). L'analisi
per immunofluorescéncia amb marcatge per MAP2 (MAP2; verd) revela un augment significatiu de la
longitud dendritica en les neurones tractades amb DAPT en comparaci6 a les neurones control, tractades
amb vehicle. Aquest augment de la longitud dendritica suggereix que l'activitat y-secretasa de PS1 és
responsable de la regulacid positiva del creixement dendritic, un efecte oposat al que succeeix en el

creixement axonal.

87



Resultats: PS1 regula creixement axonal

4. Efecte de les mutacions en PS1 associades a Alzheimer familiar en el creixement

axonal

Les mutacions de PS1 associades a I'Alzheimer familiar hereditari alteren I'estructura
molecular del complex y-secretasa i I'activitat catalitica de I'enzim. S'ha demostrat que una
gran part d'aquestes mutacions disminueixen l'activitat proteolitica de PS1, la qual pot ser
deguda tan a una alteracié de l'eficiencia catalitica com per un canvi de reconeixement
espacial del substrat (Bentahir et al., 2006). En realitat, part d'aquestes mutacions actuen
com a perdua de funcié durant el processament del substrat en el lloc de tall € (Shen and
Kelleher, 2007).

Per tal d'estudiar I'efecte de les mutacions en PS1 associades a Alzheimer familiar en el
creixement axonal, es van cultivar neurones hipocampals PS1** i PS1" durant 2DIV,
moment en qué es van transfectar amb plasmids que contenien els gens de PS1 humana
wild-type o amb les mutacions C410Y, M146L i A9, préviament descrites en el nostre
laboratori (Saura, 2000). Els resultats obtinguts van confirmar que les neurones PS1”
presenten una reduccio significativa de la llargada de I'axd, la qual és revertida a I'expressar
el gen de la PS1 humana (Figura 8). L'expressié de PS1 amb les mutacions puntuals M146L i
C410Y augmentaven significativament el creixement axonal en neurones PS17”. En canvi,
I'expressio de la forma mutada PS1A9, una mutacié que causa la delecié de I'ex6é 9 on es
troba el lloc proteolitic de PS1 i que aboleix l'activitat y-secretasa, disminueix
significativament el creixement axonal en neurones PS1**. De la mateixa manera, I'expressio
de PS1A9 en neurones PS1” no és capag de revertir I'efecte en el creixement axonal degut a
la pérdua de funcié de PS1 (Figura 8). Aquest resultat indica que I'activitat PS1/y-secretasa

és necessaria per a un correcte creixement axonal.
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Figura 8 - L'abolicié de I'activitat PS/y-secretasa induida per mutacions d'Alzheimer familiar
indueix la reduccié del creixement axonal. Neurones primaries hipocampals provinents d'embrions
PS1** i PS1", a 4DIV. Les neurones van ser co-transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector
d'EGFP i constructes de PS1 wild-type, o constructes que contenien les mutacions lligades a Alzheimer
familiar C410Y, M146L o A9. L'analisi per immunofluorescencia amb marcatge per EGFP (verd) i
neurofilament (Nf; vermell), va mostrar que I'expressio de constructes amb una certa activitat y-secretasa
(M146L i C410Y) eren capagos de revertir el creixement axonal en neurones PS17-. Per contra l'expressié
de constructes de PS1 amb la mutacido A9 no va ser suficient per recuperar el creixement axonal en
neurones PS1” | i va actuar com a dominant negatiu per a l'activitat y-secretasa en neurones PS1**
induint-hi una reduccié de la longitud axonal.

5. PS1 regula la formacié de sinapsis a través de I’activitat y-secretasa

Durant la diferenciacié i maduracié neuronal, és necessari un correcte creixement axonal per
a que les neurones projectin els axons per formar sinapsis funcionals. Com els resultats
anteriors van demostrar que l'activitat y-secretasa és necessaria per al creixement dels
axons, vam hipotetizar que l'activitat y-secretasa podia estar implicada en la formaci6é de

sinapsis.

Per tal d'estudiar la implicacié de l'activitat PS1/y-secretasa en la formacié de sinapsis, vam
cultivar neurones hipocampals durant 16DIV. Les neurones van ser tractades amb vehicle o
DAPT, els quals eren renovats cada 48 h. Per determinar el nombre de sinapsis es va
utilitzar un marcador presinaptic (sinaptofisina) i un marcador postsinaptic (PSD-95), la
localitzaci6 dels quals va ser analitzada utilitzant microscopia confocal. Es va considerar les
sinapsis funcionals quan una area amb marcatge per sinaptofisina es superposava en algun
punt amb una area amb marcatge per PSD-95. L'analisi de les imatges mitjangant el
programari ImageJ, mostra que en les neurones tractades amb DAPT no es produeix un
canvi significatiu en comparacié6 amb les neurones control en el grau de col-localitzacié
(PSD-95/sinaptofisina) d'ambdés marcadors (Figura 9). Aquest resultat suggereix que

ambdds marcadors sén valids com a marcadors sinaptics. Per contra, les diferéncies en el
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grau de col-localitzacié sinaptofisina/PSD-95 sén atribuibles al fet que la sinaptofisina
localitza habitualment en vesicules sinaptiques, les quals degut al seu transport poden
trobar-se en altres regions. De manera rellevant, el tractament amb DAPT produeix una
reduccid significativa (50%) en el nombre de sinapsis respecte les neurones control (Figura
9). En conjunt, aquests resultats demostren que la PS1/y-secretasa regula el creixement

axonal i la formacid/establiment de les sinapsis durant la maduracié neuronal.
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Figura 9 - La inhibicié de I'activitat PS/y-secretasa redueix la formacié de sinapsis en neurones
hipocampals. Analisi de col-localitzacié (a) entre el marcador postsinaptic PSD-95 (PSD95; verd) i el
marcador presinaptic sinaptofisina (Synaptophysin; vermell) en neurones hipocampals PS1** a 16DIV.
Les neurones van ser tractades amb DAPT (0-16DIV) o vehicle (DMSO). Es consideren sinapsis
funcionals aquelles regions on el marcatge de sinaptofisina es troba solapat en algun punt amb el
marcatge per PSD-95. (b) Les neurones tractades amb DAPT presenten una reduccio significativa del
nombre de sinapsis respecte les neurones tractades amb vehicle. Aquest resultat suggereix que I'activitat
PS/y-secretasa regula I'establiment de sinapsis en neurones hipocampals. (c) L'analisi de col-localitzacié
revela que el 75% de regions PSD-95 positives es troben solapades amb sinaptofisina en les neurones
tractades amb vehicle, i el 64% en les neurones tractades amb DAPT. Per contra, el 52% de les regions
sinaptofisina positives es troben solapades amb PSD-95 en les neurones tractades en vehicle, i el 29%
en neurones tractades amb DAPT.
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CAPITOL Il: PS1 REGULA EL CREIXEMENT AXONAL A TRAVES DEL RECEPTOR
EPHA3

La familia dels receptors (Eph) i lligands d'efrina regulen el creixement axonal durant la
morfogénesi neuronal a través d'interaccions entre neurones oposades (Murai and Pasquale,
2005). Aixi,

la uni6 del lligand de la neurona postsinaptica al receptor EphA3 presinaptic indueix
I'activacié per autofosforilacié d'aquest i la transduccié de la senyal intracel-lular. L'activacié
del receptor EphA3 inhibeix I'elongacié i la direccionalitat dels axons (Marquardt et al., 2005;
Nishikimi et al., 2011), mentre que la unié del lligand ephrinA5 inhibeix el creixement axonal
en neurones sensorials, corticals i hipocampals (Gao et al., 1999) (Himanen et al., 2010).
Actualment es desconeix si els receptors d'efrina regulen el creixement i/o la repulsié axonal
a través d'altres mecanismes independents de lligand. Alguns estudis pero, han mostrat que
el receptor EphB2, o els lligands ephrinB1 i ephrinB2 sén substrats del complex y-secretasa
(Arvanitis and Davy, 2008), malgrat que la funcié dels productes resultants d'aquesta
protedlisi és desconeguda. De manera interessant, EphA3 interacciona amb ADAM10, una
metaloproteasa de membrana (Janes et al., 2005). En aquest treball vam estudiar la
possibilitat que la PS1/y-secretasa regulés el creixement axonal a través del receptor EphA3,
el qual s'expressa durant el desenvolupament de I'hipocamp (Yue et al., 2002; Kudo et al.,
2005).

1. PS1i EphA3 col-localitzen i interaccionen en els axons de neurones en cultiu

Per tal d'estudiar la localitzacié6 de PS1 i EphA3 en I'hipocamp es va realitzar un estudi de
col-localitzacié en neurones hipocampals en cultiu. Les neurones es van sembrar a baixa
densitat, es van créixer durant 4DIV abans de realitzar marcatges amb anticossos contra
PS1 (APS11) i EphA3 (H80) a diferents dilucions (1:50, 1:100, 1:200 i 1:500). A més, es van
realitzar controls negatius només amb anticossos secundaris per descartar la possibilitat de
superposicié de canals. Tan PS1 com EphA3 s'expressen en neurones hipocampals en
cultius a 4DIV (Figura 10a). L'analisi de col-localitzacié en les imatges obtingudes mitjangant
el programari Imaged, va mostrar que PS1 i EphA3 col-localitzen de manera significativa al
llarg de I'axé i en menor mesura en regions concretes del con de creixement (Figura 10a). A
2DIV el 49.55% d'EphA3 col'localitza amb PS1 en I'ax6, mentre que només el 34.60% de
PS1 col-localitza amb EphA3 (Figura 10b). Als 4DIV, el 51.14% d'EphA3 col-localitza amb
PS1 mentre que el 35.55% de PS1 col'localitza amb EphA3 (Figura R8-b). L'alt grau de
col-localitzacié de PS1 i EphA3 al llarg de I'axd suggereix que PS1 pot estar mediant la
senyalitzacioé per creixement axonal a través d'EphA3. El fet que en el con de creixement la
col-localitzacié de PS1 i EphA3 sigui més discreta, sembla ldgica degut a que el dinamisme
en el con de creixement és molt alt i per tant els constants canvis estructurals possiblement

no permeten observar una relacié estable entre ambdues proteines.
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Figura 10 - PS1 i EphA3 col-localitzen en I'axé i el con de creixement de neurones hipocampals.
Analisi de col-localitzacié (a) entre presenilina-1 (PS1; verd) i el receptor EphA3 (EphA3; vermell) en
neurones hipocampals PS1""* a 2DIV i 4DIV. Per delimitar l'estructura de I'axé i el con de creixement
també es va realitzar un marcatge complementari amb faloidina (blanc). En el con de creixement PS1 i
EphAS3 col-localitzen de manera discreta en regions més extremes com les protusions de membrana
(puntes de fletxa), mentre que en segment axonal la col-localitzacio és significativa de forma continua. (b)
L'analisi dels pixels de col-localitzacié permet determinar que es produeix una col-localitzacié del 49.55%
d'EphA3 amb PS1, i un 34.60% del total de PS1 amb EphA3. A 4DIV els resultats sén similars, amb un
percentatge de col-localitzacio del 51.14% d'EphA3 amb PS1, mentre que només es produeix una
col-localitzacié del 35.55% del total de PS1 amb EphA3 a 4DIV.
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A continuacié, vam examinar la possible interaccié de PS1 i EphA3 mitjangant estudis
bioquimics de coimmunoprecipitacid. Per realitzar aquests estudis vam sobreexpressar PS1 i
EphA3 d'origen huma en cél-lules HEK293T i després de 48 h, les cel-lules van ser lisades i
es va realitzar una coimmunoprecipitacié amb anticos contra PS1 (D39D1). L'analisi dels
immunoprecipitats mitjangant Western blotting amb anticos anti-EphA3 (C-19) va demostrar
una interaccié entre PS1 i EphA3 en cél-lules que coexpressaven PS1 endogen o exdgen
(Figura 11). Per tal de discernir els dominis estructurals implicats en la interaccié entre
EphA3 i PS1, vam expressar transitoriament en cél-lules HEK293T amb EphA3 o dos
constructes d'EphA3, un amb la delecié del domini d'unié a lligand (ALBD) i l'altre amb la
deleci6 del motiu d'unié PDZ (APDZ). Els experiments de coimmunoprecipitacié mostren una
interaccié entre PS1 i EphA3-APDZ similar a EphA3. Pel contrari, EphA3-ALBD interacciona
feblement amb PS1 (Figura 11). Aquests resultats indiquen que el domini d'unié a lligand és
necessari per la correcta interaccio entre EphA3 i PS1.
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Figura 11 - El domini d'unié a lligand del receptor EphA3 és necessari per a la interaccié directa
amb PS1. Co-immunoprecipitacio de PS1 i el receptor EphA3 en cél-lules HEK293T. Les cél-lules en
cultiu van ser transfectades transitoriament durant 48h amb els vectors pcDNA3.1, PS1 humana, EphA3
humana, EphA3 amb la delecié del domini d'unié a lligand (ALBD), EphA3 amb la deleccié del domini
d'unié a motius PDZ (APDZ) o simultaniament amb PS1 i EphA3. L'analisi per Western Blotting va revelar
que PS1 interaccionava amb EphA3 i la forma mutada EphA3 (APDZ), perd que aquesta interaccio
disminuia degut a la pérdua del domini d'uni6 a lligand (EphA3 ALBD).

2. PS1 regula el processament d’EphA3

2.1 PS1l/y-secretasa regula el processament d’EphA3 per PS en neurones hipocampals,
HEK293T i fibroblasts

Els resultats anteriors indiquen que PS1 i EphA3 col-localitzen i interaccionen en ceél-lules en
cultiu, suggerint que EphA3 podia ser un substrat de PS1/y-secretasa. Per comprovar la
nostra hipotesi, vam cultivar neurones hipocampals amb DAPT per tal d'inhibir I'activitat y-
secretasa. Per activar el receptor EphA3 les neurones també van ser tractades amb lligand
ephrinA5-Fc en cluster durant 30 min. Immediatament després dels tractaments les neurones

van ser lisades i a continuacié es va realitzar una coimmunoprecipitaci6 amb anticos anti-
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Crkll, una proteina adaptadora que s'uneix a EphA3 un cop activat el receptor (Lawrenson et
al., 2002). Com s'ha descrit préviament, ephrinA5 indueix l'activacié del receptor EphA3
després de 30 min, mesurada com l'augment de la immunoprecipitacié entre Crkll i EphA3.
Curiosament, I'analisi dels lisats cel-lulars mitjangant Western blotting amb un anticos anti-
EphA3 C-terminal va revelar la preséncia d'una banda (47 kDa) que s'acumula en les
neurones tractades amb DAPT perd no en les neurones tractades amb vehicle. Aquest
fragment s'acumulava tan en preséncia o abséncia d'ephrinAS (Figura 12). Com a control, en
les cél-lules tractades amb DAPT és va observar un acumul del fragment C-terminal de N-
cadherina enddgena, un conegut substrat del complex proteolitic de PS/y-secretasa
(Marambaud et al., 2003). Aquests resultats suggereixen que I'abséncia de l'activitat PS/y-
secretasa en neurones produeix I'acimul d'un fragment C-terminal d'EphA3 (EphA3 CTF),

que probablement correspon al producte de la proteolisi per metaloproteases.
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Figura 12 - L'activitat PS/y-secretasa és responsable de la proteolisi constitutiva del receptor
EphA3 en ceél-lules HEK293T i en neurones hipocampals. (a) Co-immunoprecipitacio de la proteina
adaptadora Crkll i el receptor EphA3 en neurones hipocampals. Les cél-lules van ser tractades amb
vehicle (DMSO) o amb DAPT de 0-4DIV, i estimulades amb clusters de lligand ephrinA5-Fc durant 0 o 30
minuts préviament a la lisi. L'analisi per Western blotting de la co-immunoprecipitacié va mostrar que la
proteina adaptadora Crkll només s'uneix després de I'activacié del receptor EphA3 amb lligand. Els lisats
corresponents també mostren que la inhibici6 amb DAPT indueix l'acumulacié d'un fragment C-terminal
d'EphA3 que no es veu afectat per I'estimul amb ephrinA5, i un fragment de N-cadherina que tampoc es
veu afectat per I'unié del lligand. (b) La co-immunoprecipitacié de Crkll i EphA3 en cél-lules HEK293T
revela que la proteina Crkll s'uneix a EphA3 de forma més pronunciada als 30min d'estimul. Els lisats
analitzats per Western Blotting amb anticossos contra EphA3 i APP-CTF, revelen I'acumulacié de
fragments C-terminals en les cél-lules tractades amb DAPT en comparacié a les cél-lules tractades amb
vehicle.

De la mateixa manera, es va realitzar el mateix tipus d'experiment amb cél-lules HEK293T
transfectades transitériament amb EphA3 durant 48 h. Les cél-lules van ser tractades durant
I'expressio d'EphA3 amb vehicle o amb DAPT, i també estimulades durant 30 min o 1 h amb
el lligand ephrinA5 abans de ser lisades. De la mateixa manera que en les neurones,
ephrinA5 produeix una activaci6 maxima del receptor d'EphA3, mesurada com unié a Crkll,
als 30 min en comparacié amb les cel-lules control (Figura 12). L'analisi per Western blotting

mostra nivells d'EphA3 similars en els diferents tractaments, pero I'acumulacié d'un fragment
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C-terminal d'EphA3 especialment en les cél-lules tractades amb DAPT. En aquest cas,
'acumulacié d'un fragment APP C-terminal, derivat del tall per a-/y-secretasa, en les
neurones tractades amb DAPT independentment del lligand ephrinA5, va servir com a control
de la inhibicié de l'activitat y-secretasa. Aquests resultats demostren que la inhibicié de
l'activitat PS/y-secretasa bloqueja el processament d'EphA3 independentment del lligand,

produint I'acumulacié d'un fragment C-terminal.
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Figura 13 - L'activitat PS/y-secretasa és responsable de la proteolisi constitutiva del receptor
EphA3 en cél-lules MEF. Fibroblasts derivats d'embrions de ratoli (MEF) control PS1/PS2 (PS**) i
deficients per I'expressié de PS (PS™), van ser transfectats transitoriament amb EphA3 durant 48h i/o
estimulats amb clusters de lligand ephrinA5-Fc. L'analisi per Western blotting revela I'acumulacié d'un
fragment C-terminal d'EphA3 i d'APP en les cél-lules MEF PS” amb o sense estimul amb ephrinA5-Fc.

A continuacié, i per tal de corroborar els resultats anteriors, vam estudiar fibroblasts
d'embrions de ratolins (MEF) PS™ i PS™ (de Strooper et al., 1999), transfectats
transitoriament amb EphA3 i tractats en preséncia o abséncia de clusters d'ephrinA5 durant
30 min. En preséncia o abséncia d'ephrinA5, els fibroblasts PS” acumulen un fragment C-
terminal d'EphA3 en comparacié amb els fibroblasts PS+’+, aixi com un fragment C-terminal
d'APP (Figura 13). Aquest resultat replica les observacions anteriors en neurones
hipocampals i en cél-lules HEK293T tractades amb DAPT, indicant que EphA3 és un substrat
del complex PS/y-secretasa. A més, ephrinA5 no modifica significativament el processament
d'EphA3 per PS/y-secretasa, i per tant es pot deduir que el processament del receptor es

produeix tan en abséncia com en preséncia de lligand.
2.2 El complex PS1/y-secretasa genera un domini d’EphA3 intracel-lular

L'acumulacié del fragment EphA3 CTF en neurones hipocampals i cél-lules HEK293T
tractades amb DAPT, i en fibroblasts PS™ suggereix la possibilitat que EphA3 pugui ser un

substrat de PS1/y-secretasa. Per tal d'estudiar el producte intracel-lular de la protedlisi
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d'EphA3 (EphA3 ICD), vam realitzar un assaig d'activitat y-secretasa in vitro, una técnica
ampliament emprada per confirmar substrats de PS1/y-secretasa (MCLENDON et al., 2000;
Sastre, 2001). Aixi, es van purificar membranes de cél-lules HEK293T que sobreexpressaven
el receptor EphA3, i es van realitzar assajos d'activitat y-secretasa a diversos temps per a
posteriorment recollir els sobrenedants, on es poden observar els productes de protedlisi per
PS/y-secretasa. Després de 48 h d'expressié vam realitzar un fraccionament subcel-lular i
amb una fraccié crua de membranes vam realitzar assajos d'activitat y-secretasa a temps 0,
15, 60 i 120 min. Com a controls de l'activitat PS/y-secretasa les mostres van ser incubades
amb vehicle (DMSQO) o amb inhibidor DAPT.
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Figura 14 - La proteolisi del receptor EphA3 per PS/y-secretasa indueix [I'alliberament d'un
fragment C-terminal del receptor EphA3 ICD. (a) Assaig in vitro y-secretasa amb membranes
purificades obtingudes a partir de cél-lules HEK293T. Les ceél-lules van ser transfectades transitoriament
durant 48h amb EphA3. La fraccié P16 de membranes va ser incubada en preséncia de vehicle (DMSO)
o DAPT durant 0, 15, 60 o 120 min. L'analisi per Western blotting va revelar que en la fraccié insoluble
P100 apareixia un fragment C-terminal (EphA3 CTF) el qual no variava entre els diversos temps. La
fraccié soluble S100 presenta una banda en les mostres tractades amb vehicle que (b) incrementa
significativament a temps 60 i 120 min (EphA3 ICD; punta de fletxa), i que desapareix en les mostres
tractades amb DAPT. En la fraccié6 S100 també apareix una banda inespecifica invariable al llarg del
temps (asterisc). (¢) Assaig in vitro y-secretasa amb membranes purificades obtingudes a partir de
cel-lules HEK293T. L'analisi per Western blotting va revelar que en la fraccié S100 i P100 a temps 0
s'observava una banda de pes molecular similar (EphA3 CTF), mentre que en la fraccié S100 perd no en
la fraccio P100, a temps 120 min s'observava una banda de menor pes molecular (EphA3 ICD). Aquest
resultat suggereix que EphA3 CTF és el precursor del fragment EphA3 ICD.

Els assajos d'activitat van ser analitzats per Western blotting amb anticos contra la regié C-
terminal d'EphA3. En la fraccié no soluble (P100) corresponent a les membranes, s'observa

la preséncia del receptor EphA3 i del fragment C-terminal de 47 kDa d'aquest receptor, sense
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canvis significatius en els diferents temps (Figura 14). L'analisi bioquimic de la fraccié soluble
(S100) mostra la generaci6 depenent del temps d'un framgent d'EphA3 C-terminal
d'aproximadament 45 kDa (EphA3 ICD; Figura 14; punta de fletxa). La quantificacié de
diversos assajos independents mostra que aquest fragment esta significativament disminuit
en cel-lules tractades amb DAPT, suggerint la dependéncia de l'activitat y-secretasa. En
I'analisi amb I'anticds d'EphA3 també s'observa una banda de pes molecular inferior, present
en tots els temps d'incubacioé i independent de la inhibici6 amb DAPT (Figura 14, asterisc),
indicant que podria correspondre a un producte de proteodlisi d'EphA3 en altres posicions
diferents al lloc y-secretasa. L'analisi de la fraccid S100 mostra que el fragments d'EphA3
CTF esta disminuit en generar-se el fragment EphA3 ICD, de manera que la generacié
d'EphA3 ICD correlaciona amb la disminucié de I'acumulacié del fragment EphA3 CTF
(Figura 14). Aquests resultats demostren que la proteolisi d'EphA3 per una metaloproteasa
genera un producte intermedi (EphA3 CTF) que és reconegut i proteolitzat per PS/y-

secretasa, la qual genera un fragment soluble i intracel-lular EphA3 ICD.
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Figura 15 - L'abséncia del domini d'unié a lligand del receptor EphA3 inhibeix la proteolisi per
I'activitat PS/y-secretasa i I'alliberacié del fragment EphA3 ICD. Assaig in vitro y-secretasa amb
membranes purificades obtingudes a partir de cel-lules HEK293T. Les cél-lules van ser transfectades
transitoriament durant 48h amb EphA3, EphA3 ALBD o EphA3 APDZ. La fraccié P16 de membranes va
ser incubada durant 0, 15 0 120 min per cada constructe. L'analisi per Western blotting va revelar que en
la fraccié soluble S100 de les membranes amb EphA3 o EphA3 APDZ es generava, en quantitats
significatives, un fragment (EphA3 ICD; punta de fletxa) després d'incubar-les durant 120 min. Per contra,
les membranes amb EphA3 ALBD no generaven EphA3 ICD. En la fraccio S100 també apareix una
banda inespecifica invariable al llarg del temps (asterisc).
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Els resultats d'interaccié van mostrar que el domini d'unié al ligand d'EphA3 és necessari per
a una optima interaccié amb PS1 (Figura 11). Per tal de comprovar si la unié del lligand era
necessaria per al correcte processament d'EphA3, es van expressar els constructes d'EphA3
WT, ALBD i APDZ en cél-lules HEK293T. A continuacié vam realitzar assajos d'activitat y-
secretasa a temps 0, 15 i 120 min. L'analisi per Western blotting demostra que el EphA3
APDZ genera EphA3 ICD de manera similar al EphA3 WT (Figura 15). Per contra, les
cél-lules que expressen EphA3 ALBD no presenten en la fraccié soluble el fragment EphA3
ICD (Figura 15). En aquest cas, s'observa una banda d'un pes superior probablement
corresponent a fragments C-terminals del ALBD que contenen tres repeticions del domini de
reconeixement de I'hemaglutinina (HA), els quals provoquen el retard de la banda no
especifica en I'electroforesi. Aquests resultats permeten concloure que el domini d'unié a
lligand és necessari per a l'Optima interaccié i proteolisi del receptor EphA3 per PS1/y-

secretasa.
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Figura 16 - Els fragments C-terminals del receptor EphA3 sén presents en el nucli de neurones
hipocampals. (a) Imatges de microscopia confocal d'una seccié de neurones hipocampals en cultiu a
4DIV. Les neurones van ser marcades amb anticos contra el receptor EphA3 (verd), marcador dendritic
(MAP2, vermell) i marcatge de nuclis (Hoechst, blau). La combinacio dels tres marcatges mostra la
preséncia localitzada del receptor EphA3 en el nucli de les neurones hipocampals. (b) Cél-lules HEK293T
van ser transfectades transitdriament durant 48h amb un vector per EphA3 i posteriorment es va realitzar
un fraccionament subcel-lular. El resultat de I'analisi per Western blotting revela un fragment C-terminal
d'EphA3 en la fracci6 de membrana i nuclear de les cel-lules. Les puresa de les fraccions es va
comprovar utilitzant els marcadors Erb2 (fraccié de membrana) i LaminB1 (fraccié nuclear).

3. El domini C-terminal d’EphA3 es localitza en el nucli

Alguns fragments intracel-lulars derivats del processament per PS/y-secretasa es localitzen
en el nucli, on poden regular I'expressié génica, com és el cas del receptor Notch (Yoon and
Gaiano, 2005) o receptors tirosina quinasa (Song et al., 2013). Per tal d'examinar la possible

localitzacio del receptor EphA3 en el nucli vam realitzar analisis per immunofluorescéncia en
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neurones hipocampals mitjangant microscopia confocal. Sorprenentment, el receptor EphA3
es localitza en el citosol/membranes i en el nucli, tot i que degut a I'anticos emprat no es pot
saber si es tracta d'EphA3 o també d'algun dels seus productes processats (Figura 16). Per
tal d'esbrinar si el marcatge nuclear d'EphA3 trobat en les neurones hipocampals podria
correspondre a algun dels productes del processament per PS/y-secretasa, es va dur a
terme el fraccionament subcel-lular de cél-lules HEK293T expressant EphA3. L'analisi per
Western blotting mostra la preséncia d'EphA3 CTF tan en la fraccié de membrana com en la
nuclear. Malgrat aixd, no es va poder resoldre amb suficient resolucié per poder distingir la
preséncia del fragment EphA3 ICD. Tot i aixi, els fragments d'EphA3 semblen estar presents
en el nucli, el que suggereix una funcié d'EphA3 relacionada amb la regulacié de I'expressio

geénica.
4. EphA3 ICD regula el creixement axonal

EphA3 és un receptor transmembrana que té una especial rellevancia en la mediacié de
I'elongacio, repulsio i el direccionament axonal (Wilkinson, 2001). En base als resultats
anteriors, vam decidir estudiar la funcio del processament d'EphA3 per PS1/y-secretasa en la
regulacioé del creixement axonal. Per tal d'estudiar si la interaccié o proteolisi d'EphA3 per
PS1 afectava a la morfologia de I'ax6 vam examinar primer el paper d'EphA3 en el

creixement axonal en neurones hipocampals en cultiu.
4.1 La inactivaciéo d’EphA3 redueix el creixement axonal

En primer lloc vam dissenyar dues sequéncies diferents d'un RNA d'interferéncia d'EphA3
inserits en una estructura de tipus short-hairpin (shRNA), i una sequéncia control no-
interferent (scramble). La sequiéncia scramble es va utilitzar com a control d'infeccié lentiviral.
Aixi doncs, tan els constructes shRNA com els constructes scramble van ser empaquetats en
particules lentivirals per tal d'aconseguir una alta eficiencia d'infecci6 en les neurones
hipocampals. Un dels avantatges que també comportava aquest sistema era el fet que
I'expressié simultania de la proteina fluorescent verda (GFP) en un segon cassette
d'expressio ens permetia identificar les neurones on s'estava silenciant I'expressié d'EphA3.
Per determinar l'eficiencia del shRNA EphA3 es van infectar neurones a ODIV durant 4DIV.
Els resultats de Western blotting van mostrar que la sequéncia shRNA-1 redueix
significativament (60%) l'expressié d'EphA3 en comparacié amb les cél-lules control no
infectades (Figura 17). Per contra, la sequéncia shRNA-2 i el shRNA scramble no van ser
capaces de modificar I'expressié d'EphA3. A partir d'aquest moment es va fer servir el

lentivirus shRNA-1 EphA3 i scramble en els experiments posteriors.

101



Resultats: PS1 processa EphA3

contral  shRMA1  shRMAZ  scramble

I.Peall ! oE I 05 2 b5 2
115 M g s— A e  CohAO

49-

1 — ——— T ———— [ AT
37-

Figura 17 - La infeccié6 amb particules lentivirals amb expressié de EphA3 shRNA1 indueixen la
disminucioé de I'expressio del receptor EphA3. Regulacio de I'expressié del receptor EphA3 per short-
hairpin RNA. Neurones hipocampals van ser infectades a ODIV amb 0.5 o 2 particules lentivirals infectives
per ceél-lula. L'analisi per Western Blotting amb anticds contra EphA3 mostra una disminucié en
I'expressio del receptor EphA3 en les neurones infectades amb EphA3-shRNA1 (shRNA1), perd no
mostra canvis en les neurones infectades amb EphA3-shRNA2 (shRNA2) o la sequéncia control aleatoria
(scramble).

Es van infectar neurones hipocampals de ratolins (E15.5) a ODIV amb lentivirus d'EphA3
shRNA-1 o scramble (0.5 particules infectives/cel-lula), i simultaniament es van incubar amb
vehicle o DAPT, i posteriorment es van tractar amb o sense lligand ephrinA5 durant 48 h. Les
neurones es van analitzar mitjangant immunofluorescencia amb anticds anti-neurofilament
(SMI312; vermell), mentre les neurones infectades amb GFP (verd). La quantificacié de la
longitud de I'axd mostra que la inactivacié d'/EphA3 amb shRNA-1 redueix significativament la
llargada de I'axé (Figura R19). Aquest resultat és molt similar en neurones tractades amb
vehicle o amb DAPT. De fet, la disminucioé del creixement axonal a l'inactivar EphA3 és el
mateix que en les neurones tractades amb DAPT. Per contra, el creixement axonal no esta
afectat en les neurones infectades amb shRNA scramble, indicant que l'efecte sobre el

creixement axonal no és un artefacte causat per la infeccié amb particules lentivirals.

Com préviament s'havia descrit, I'activaciéo del receptor EphA3 per ephrinA5 disminueix
significativament la llargada de l'ax6é (Figura 18). En neurones infectades amb shRNA-1
EphA3, el lligand ephrinA5 no produeix un efecte sumatori. Aquest resultat esta d'acord amb
resultats previs, demostrant que l'activacié d'EphA3 per ephrinA5 inhibeix el creixement
axonal (Klein, 2001; O'Donnell et al., 2009), el que valida el model de creixement axonal
emprat en aquest estudi. Prenent tots aquests resultats en conjunt, podem dir que de la
mateixa manera que l'activitat y-secretasa, I'expressié d'EphA3 és necessaria per al correcte
creixement axonal, i que la seva activacié inhibeix aquest procés. A més, l'efecte de I'activitat
y-secretasa sobre el creixement axonal depén de I'expressié d'EphA3, ja que l'efecte de la

seva inhibicié Unicament s'observa en preséncia d'EphA3 (Figura 18).
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Figura 18 - La reducci6 de I'expressio del receptor EphA3 amb un shRNA indueix la disminuci6 del
creixement axonal en neurones hipocampals. Neurones primaries hipocampals provienents
d'embrions PS1"* a 4DIV. Les neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de
y-secretasa (DAPT), i infectades a ODIV amb particules lentivirals EphA3 shRNA o amb una sequéncia no
especifica (n.s. shRNA). Les neurones van ser tractades amb clusters de lligand ephrinA5-Fc durant 48h
abans de fixar les mostres. L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per GFP (GFP, verd) mostra
les neurones infectades amb les particules lentivirals. El marcatge per neurofilament (Nf; vermell) revela
una disminuci6 significativa de la longitud axonal en les neurones infectades amb EphA3 shRNA, fossin
tractades amb vehicle o DAPT, similiar a la disminucié produida pel tractament amb DAPT en les
neurones infectades amb n.s. shRNA. La reduccié del creixement axonal induida per EphA3 shRNA
també és similar a la retraccié de I'ax6 induida pels clusters d'ephrinA5-Fc, tan en neurones tractades
amb vehicle com amb DAPT.
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4.2 L'EphA3 ICD reverteix el creixement axonal en neurones deficients en PS/y-

secretasa

Els experiments anteriors demostren que l'expressid® d'EphA3 és necessaria per al
creixement axonal i que l'efecte de l'activitat y-secretasa sobre el creixement axonal depén
de l'expressid d'EphA3 en neurones hipocampals. Per tal d'estudiar si el fragment
intracel-lular EphA3 ICD generat pel processament per PS/y-secretasa d'EphA3 regula el
creixement axonal, vam generar per clonacié un fragment EphA3 ICD amb un tag amb tres
repeticions de la sequéncia Flag (3xFlag) utilitzant una aproximacié bioinformatica (veure
meétodes 3.4.1). Aquest fragment s'hauria d'expressar en el citosol mimetitzant la situacié
fisioldgica d'EphA3 ICD, ja que no es va incloure el péptid senyal de translocacié a la
membrana. L'expressio d'aquest constructe en un vector de mamifer pcDNA3.1 en ceél-lules
HEK293T mostra la preséncia d'un fragment d'EphA3 d'aproximadament 49 kDa (45 kDa
més el pes molecular de la sequéncia 3xFlag) (Figura 30). L'analisi per Western blotting
d'EphA3 ICD-3xFlag utilitzant un anticos anti-Flag, va verificar I'eficient expressié del
fragment d'EphA3 ICD clonat (Figura 30). A part dels constructes anteriors, també vam
sublclonar el fragment EphA3 ICD en un vector amb una proteina de fusi6 amb EGFP.
EphA3 ICD-EGFP no era funcional en assajos d'activitat RhoA (veure més endavant) per la

qual cosa es va descartar aquest constructe.
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Figura 19 - L'expressioé d'EphA3 ICD reverteix el creixement axonal en neurones deficients en
I'expressio de PS1. Neurones primaries hipocampals provinents d'embrions PS1"* i PS1” a 4DIV. Les
neurones van ser co-transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP i el constructe d’EphA3
ICD-3xFlag. L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per EGFP (GFP; verd) i neurofilament (Nf;
vermell) va mostrar que I'expressié d’EphA3 ICD-3xFlag era suficient per revertir el creixement axonal en
neurones PS17".

Per determinar el paper d'EphA3 ICD en el creixement axonal, neurones hipocampals control
PS1* i PS1™" (2DIV) cotransfectades amb EphA3 ICD i amb EGFP es van fixar als 4DIV
abans de marcar i quantificar els axons amb anticos anti-neurofilament. La quantificacié de la
llargada dels axons demostra que I'expressiéo d'EphA3 ICD no maodifica significativament la

morfologia axonal en neurones control (Figura 19). Per contra, l'expressié d'EphA3 ICD
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reverteix significativament el creixement axonal en neurones PS1” (Figura 19). Experiments
similars es van realitzar en neurones tractades amb DAPT. Neurones hipocampals tractades
amb DAPT o vehicle van ser cotransfectades (2DIV) amb EphA3 ICD i EGFP, i analitzades a
4DIV. Els resultats obtinguts mostren que I'expressié del fragment EphA3 ICD és capag de
recuperar el creixement axonal en neurones tractades amb DAPT (Figura 19). Aixi doncs, la
generacié d'EphA3 ICD sembla necessaria per al creixement axonal, i per tant, vam
hipotetitzar que I'expressié del receptor EphA3, en condicions d'inhibicié de I'activitat y-
secretasa, no seria capag¢ de revertir els déficits en el creixement axonal. Efectivament,
I'analisi demostra que l'expressié d'EphA3 no és suficient per revertir els déficits del
creixement axonal causats per la inhibici6 de PS1/y-secretasa (Figura 20). Per tant, en
conjunt aquests resultats suggereixen que el processament d'EphA3 per PS1/y-secretasa és

necessari pel correcte creixement axonal.
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Figura 20 - L'expressié d'EphA3 ICD reverteix el creixement axonal en neurones deficients en
activitat PS/y-secretasa. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1** a 4DIV. Les
neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa (DAPT), i co-
transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP, el constructe d’EphA3 ICD-3xFlag o el
receptor EphA3. L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per EGFP (GFP; verd) i neurofilament
(Nf; vermell) va mostrar que I'expressié d’EphA3 ICD-3xFlag era suficient per revertir el creixement axonal
en neurones tractades amb DAPT. Per contra, I'expressio del receptor EphA3 no va ser suficient per
recuperar el correcte creixement axonal en les neurones tractades amb DAPT.

4.3 EphA3 ICD reverteix I'efecte de I'inactivacio d’EphA3 sobre el creixement axonal

Els resultats anteriors van mostrar que el fragment EphA3 ICD era suficient per revertir el
creixement axonal en neurones deficients en PS1 o en activitat y-secretasa. Per tal de
comprovar si l'expressid d'EphA3 ICD reverteix el creixement axonal en neurones on
I'expressio d'EphA3 esta inhibida, vam infectar neurones hipocampals amb lentivirus EphA3
shRNA en preséncia de vehicle o DAPT (0 a 4DIV). A continuacié es van transfectar les
neurones amb vector control (pcDNA3.1-3xFlag) o amb EphA3 ICD a 2DIV. La quantificacié
dels axons demostra de nou que la inactivacié d'EphA3 inhibeix significativament el
creixement axonal a nivells similars del tractament amb DAPT (Figura 17 i 20). Curiosament,
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EphA3 ICD augmenta significativament la llargada de I'axd tan en neurones que expressen
EphA3 shRNA com en neurones tractades amb DAPT (Figura 21). A més, l'expressié
d'EphA3 ICD és suficient per revertir I'efecte inhibitori del creixement axonal induit
conjuntament per EphA3 shRNA i DAPT. Aquests resultats indiquen que el processament
d'EphA3 per PS/y-secretasa genera un fragment intracel-lular EphA3 ICD que regula el

creixement axonal durant la maduracié neuronal.
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Figura 21 - L'expressié d'EphA3 ICD reverteix el creixement axonal en neurones deficients en
I'expressio del receptor EphA3. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1**
4DIV. Les neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa (DAPT),
i infectades a ODIV amb particules lentivirals EphA3 shRNA o amb una sequéncia no especifica (n.s.
shRNA). Les neurones van ser co-transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP i el
constructe d’EphA3 ICD-3xFlag. L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per GFP (GFP, verd)
mostra les neurones infectades amb les particules lentivirals. EI marcatge per neurofilament (Nf; vermell)
revela una disminucio significativa de la longitud axonal en les neurones infectades amb EphA3 shRNA,
fossin tractades amb vehicle o DAPT. En les neurones infectades amb EphA3 shRNA, la reducci6 del
creixement axonal va poder ser rescatada amb I'expressio del constructe EphA3 ICD-3xFlag, tant en les
neurones tractades amb vehicle com en les neurones tractades amb DAPT. Aquest resultat suggereix
que I'expressio i el processament del receptor EphA3 és necessari per al creixement axonal.

4.4 Efecte de mutacions en EphA3 sobre el processament i el creixement axonal

Els resultats anteriors indicaven que al contrari que el domini PDZ, el domini d'unié a lligand
(LBD) era necessari per I'dptima interaccioé i processament d'EphA3 per PS1/y-secretasa.
Aquests resultats suggereixen que la delecié del LBD probablement inhibiria el creixement
axonal degut a la falta de generacié del fragment EphA3 ICD. Per tal d'investigar I'efecte
d'aquests mutants d'EphA3 en el creixement axonal, vam infectar (ODIV) neurones
hipocampals amb lentivirus EphA3 shRNA i al cap de dos dies (2DIV) van ser
cotransfectades amb un vector d'EGFP i vectors amb EphA3 WT, ALBD o APDZ. D'aquesta
manera les neurones que expressen shRNA EphA3 poden ser identificades per l'expressio
de GFP, la qual en el cas de l'infeccié es veu limitada de manera lleu en el soma, mentre que
les neurones cotransfectades amb EGFP presenten un marcatge intens al soma i en les

neurites. S'ha de dir que el silenciament d'EphA3 muri pel shRNA és especific, ja que les
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sequencies dissenyades contra I'RNA missatger sén especifiques per RNA muri, mentre que
el receptor EphA3 sobreexpressat és d'origen huma. L'expressié d'EphA3 WT o APDZ, els
quals produeixen EphA3 ICD (Figura 15), reverteixen el creixement axonal en neurones
deficients en EphA3 (shRNA) (Figura 22). Per contra, I'expressioé d'EphA3 ALBD no és capag
de revertir el déficit en el creixement axonal causat per EphA3 shRNA. Aquest resultat indica
que el processament d'EphA3 i la generacio del fragment intracel-lular sén necessaris pel
creixement axonal.
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Figura 22 - Efecte en el creixement axonal dels dominis d'unié a lligand i d'unié a PDZ del receptor
EphA3. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1** a 4DIV. Les neurones van ser
infectades a ODIV amb particules lentivirals EphA3 shRNA, i a 2DIV transfectades amb constructes que
contenien el receptor EphA3 o les formes mutades EphA3 ALBD o EphA3 APDZ. L'analisi per
immunofluorescéncia amb marcatge per GFP (GFP, verd) mostra les neurones infectades amb les
particules lentivirals. EI marcatge per neurofilament (Nf; vermell) va mostrar que I'expressiéo d’EphA3
ALBD no és suficient per revertir la disminucié del creixement axonal induida per I'abséncia d’EphA3 wild-
type. Per contra, I'expressié de la forma mutada EphA3 APDZ si és capa¢ de revertir el creixement
axonal.
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CAPITOL lll: EPHA3 ICD REGULA EL CREIXEMENT AXONAL A TRAVES DE LA VIA DE
RHOA

La uni6 del lligand d'efrina amb el seu receptor Eph entre dues cél-lules properes activa de
manera simultania vies de senyalitzacié en ambdues cél-lules. En el context del creixement i
guia axonals, el con de creixement de I'axd en desenvolupament expressa el receptor d'Eph,
mentre que les cél-lules encarregades de guiar I'axd expressen el lligand. La unié del lligand
al receptor d'efrina EphA localitzat al con de creixement inicia una cascada de senyalitzacié
que condueix a l'activacié de la via de RhoA. Un cop activat RhoA s'indueix la contractibilitat
de les fibres d'estrés presents en el con de creixement, esdeveniment que acaba conduint a

la retraccio axonal (Wabhl et al., 2000) (Noren and Pasquale, 2004).
1. PSly-secretasa inhibeix I’activitat RhoA en neurones

Els experiments anteriors indiquen que el processament d'EphA3 per PS/y-secretasa genera
un fragment intracel-lular EphA3 ICD que actua promovent el creixement axonal. Degut a que
I'activacié del receptor EphA3 modula positivament la via de RhoA, induint la repulsié axonal,

a continuacioé vam estudiar el paper de PS1/y-secretasa en la regulacié d'aquesta via.
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Figura 23 — La inhibicié de I'activitat PS/y-secretasa indueix I'augment de I'activitat RhoA. Analisi
d'activitat RhoA. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1"* van ser tractades de 0-
4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa (DAPT), i estimulades amb clusters de lligand
ephrinA5-Fc durant 0, 2 o 5 minuts previament a la lisi. L’analisi de 'activitat RhoA va mostrar que les
neurones tractades només amb DAPT presenvaten un augment intrinsec de I'activitat en comparacié a
les neurones tractades amb vehicle. L’estimul amb lligand ephrinA5-Fc va confirmar que I'activacio de la
via Eph-ephrin en les neurones indueix I'augment de I'activitat RhoA a 2 i 5 minuts, tan en les neurones
tractades amb vehicle com en les neurones tractades amb DAPT.

Neurones hipocampals en cultiu van ser tractades amb vehicle o DAPT durant 4DIV i
l'activitat RhoA va ser determinada amb un métode d'ELISA. Com a control positiu vam
utilitzar ephrinA5, el qual haviem demostrat préviament que activava el receptor d'EphA3
(Figura 12) inhibint el creixement axonal (Figura 18). Degut a qué l'activaci6 de RhoA

mediada per lligand és molt rapida vam utilitzar temps molt curts d'estimul: 0, 2 i 5 min. Els
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resultats de la mesura de l'activitat RhoA demostra que la unié d'ephrinA5 al seu receptor
indueix una rapida activacié6 de RhoA als 2 i 5 min (Figura 23). El tractament amb DAPT
incrementa significativament I'activitat RhoA tan en condicions basals com als 5 min de
tractament amb ephrinA5 (Figura 23). Aquests resultats indiquen que la inhibicié de I'activitat

PS/y-secretasa activa la via de RhoA.

2. La inhibicié de ROCK-1, reverteix el creixement axonal en neurones hipocampals

deficients en PS/y-secretasa

Els nostres resultats suggereixen que la PS1 regulava positivament el creixement axonal a
l'inhibir la via de RhoA. Per tal de comprovar aquesta hipdtesi a continuacié vam examinar
I'efecte de la inhibicié de RhoA en el creixement axonal en el nostre model experimental, on
la inhibicié de PS/y-secretasa augmentava l'activitat d'aquesta via. Un efector de RhoA és la
quinasa ROCK-1, la qual desencadena una cascada de senyalitzaci6 que acaba en la
reorganitzacié del citoesquelet d’actina (Dickson, 2001; O'Donnell et al., 2009). Si ROCK-1 és
activa s’indueix la senyalitzacié per a la contraccié del citoesquelet, i en el cas de 'axd

indueix la retraccié d’aquest.
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Figura 24 - La inhibici6 de ROCK reverteix el creixement axonal en neurones hipocampals
deficients per I'expressié de PS1. Neurones primaries hipocampals provinents d'embrions PS1** i PS1°
" a 4DIV. Les neurones van ser tractades a 2DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de la quinasa ROCK
(Y27632). L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per neurofilament (Nf; verd) i actina (Actin;
vermell), revela una disminucio significativa de la longitud axonal en les neurones PS17 en comparacio a
les neurones control (PS1**), la qual es revertida en les neurones PS1” tractades amb Y27632. Aquest
resultat suggereix que l'activitat RhoA podria estar implicada en la regulacié del creixement axonal a
través de PS1.
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Aixi doncs, vam tractar cultius de neurones hipocampals control o PS17 a 2DIV i durant dos
dies amb vehicle o un inhibidor especific de ROCK-1, Y27632 (Ahmed et al., 2009). A
continuacié es van detectar els axons amb anticos anti-neurofilament, i les fibres d’actina
amb faloidina conjugada a un fluorofor (Alexa594). Les neurones control tractades amb
I'inhibidor Y27632 no presenten canvis significatius en la llargada de I'axd respecte les
neurones tractades amb vehicle. Per contra, la inhibici6 de ROCK amb Y27632 reverteix
significativament els déficits en el creixement axonal en les neurones PS1” (Figura 24). De
manera similar, l'inhibidor Y27632 reverteix el creixement axonal en neurones tractades amb
DAPT (Figura 25), provocant una llargada de I'axé indistingible de les neurones control. En
conjunt, aquests resultats suggereixen que l'activitat PS/y-secretasa esta mediant I'elongacio

de I'axo a través de la via de RhoA.
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Figura 25 - La inhibici6 de ROCK reverteix el creixement axonal en neurones hipocampals
deficients per I'activitat PS/y-secretasa. Neurones primaries hipocampals provinents d'embrions PS1**
a 4DIV. Les neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSQO) o inhibidor de y-secretasa
(DAPT), i a 2DIV amb vehicle (DMSOQO) o inhibidor de la quinasa ROCK (Y27632). L'analisi per
immunofluorescencia amb marcatge per neurofilament (Nf; verd) i actina (Actin; vermell), revela una
disminucié significativa de la longitud axonal en les neurones tractades amb DAPT en comparacid a les
neurones tractades amb vehicle, la qual es revertida en les neurones tractades amb Y27632. Aquest
resultat suggereix que l'activitat RhoA podria estar implicada en la regulacié del creixement axonal a
través de PS1/y-secretasa.
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3. La inhibici6 genética de RhoA reverteix el creixement axonal en neurones

hipocampals deficients en PS/y-secretasa

Degut a que la inhibicié de I'efector de RhoA, ROCK1, és una forma indirecta de comprovar
la implicacié de RhoA en el creixement axonal, vam decidir inhibir genéticament 'activitat de
RhoA. Per aquest proposit vam utilitzar cultius de neurones hipocampals, els quals van ser
co-transfectats amb un constructe que expressava un mutant dominant negatiu de RhoA
(RhoA T19N; RhoA DN) i un vector ’EGFP. L'expressié d’EGFP ens va permetre identificar
les neurones que expressaven el constructe RhoA DN, i el marcatge amb anticos anti-
neurofilament ens va permetre detectar els axons. L’expressi6 de RhoA DN en neurones
control no mostra diferencies en la longitud axonal respecte les neurones transfectades amb
vector control (Figura 26). En canvi, I'expressi6 de RhoA DN en neurones tractades amb
DAPT produeix la reversié del creixement axonal (Figura 26). En resum, aquests resultats
confirmen que l'activitat y-secretasa de PS1 regula el creixement axonal a través de la via de
RhoA.

Vehicle DAPT
| -
8
b
-
=
o
3
=
[

3 vehicle

- H DAPT &

=

= L

=

o

2 2001

£Z

E 100+

4

(14]

Vector Rinod, DM

Figura 26 - La inhibici6 de RhoA reverteix el creixement axonal en neurones hipocampals
deficients per l'activitat PS/y-secretasa. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions
PS1** a 4DIV. Les neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa
(DAPT), i co-transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP i un constructe dominant
negatiu de RhoA (RhoA DN) o un vector buit (Vector). L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge
per GFP (GFP, verd) mostra les neurones transfectades amb vector buit o RhoA DN. El marcatge per
neurofilament (Nf; vermell) va mostrar que I'expressié de RhoA DN és suficient per revertir la disminucié
del creixement axonal induida per DAPT. Aquest resultat suggereix que l'activitat de RhoA durant el
creixement axonal podria ser regulada per PS1/y-secretasa.
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4. Efecte de Rac1 i Cdc42 en el creixement axonal regulat per PS/y-secretasa

El creixement axonal esta determinat per un equilibri temporal i espacial en la regulacié de
les Rho GTPases. Per cada via de senyalitzacié activada existeixen diferents proteines
encarregades de regular I'activitat Rho GTPasa. En general, és acceptat que el creixement
de I'ax6 esta promogut per I'activacié de Cdc42 i Rac1, mentre que és requereix de forma
simultania la inactivacié de RhoA (Govek et al.,, 2005). Per tal de comprovar el paper de les
altres Rho GTPases, Rac1 i Cdc42, en la regulacié del creixement axonal per les PS, vam
coexpressar mutants dominants negatius per Rac1 (Rac1 DN) i Cdc42 (Cdc42 DN) amb
EGFP en les mateixes condicions anteriors. Els resultats obtinguts demostren que I'expressié
de Rac1 DN o Cdc42 DN redueix significativament la longitud de I'axé respecte les neurones
control (Figura 27). De fet, I'efecte dels constructes de Rac1 i Cdc42 DN és el mateix tan en
les neurones tractades amb vehicle o DAPT. Per tant, aquests resultats indiquen que la
disminucié de Il'activitat Rac1 o Cdc42 no és capag de revertir I'efecte del creixement axonal

induit per la inhibici6 de y-secretasa.
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Figura 27 — La inhibicié de I'activitat Rac1 o Cdc42 no és suficient per revertir el creixement axonal
en neurones hipocampals. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1** a 4DIV. Les
neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa (DAPT), i co-
transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP i un constructe dominant negatiu de Rac1
(Rac1 DN), un dominant negatiu de Cdc42 (Cdc42 DN) o un vector buit (Vector). L'analisi per
immunofluorescencia amb marcatge per GFP (GFP, verd) mostra les neurones transfectades amb vector
buit, Rac1 DN o Cdc42 DN. EI marcatge per neurofilament (Nf; vermell) va mostrar que I'expressi6 de
Rac1 DN o Cdc42 DN no so6n capagos de revertir la disminucié del creixement axonal induida per DAPT.
L’expressié de Rac1 i Cdc42 DN també indueixen una baixada en la longitud axonal en les neurones
tractades amb vehicle.
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Aquests resultats ens van portar a hipotetizar que potser Rac1 i Cdc42 estaven exercint una
funcié oposada a RhoA en el context de creixement axonal. Aixi doncs, un augment de
I'activitat Rac1 o Cdc42 podria reertir I'efecte de la inhibicioé de I'activitat y-secretasa sobre el
creixement axonal. Per confirmar la nostra hipotesi vam transfectar transitoriament neurones
hipocampals amb vector i/lo EGFP i Rac1 (Rac1 WT), Rac1 constitutivament actiu (Rac1 CA)
0 Cdc42 constitutivament actiu (Cdc42 CA). Els resultats mostren que I'expressié de Rac1
WT indueix una disminucié del creixement axonal tan en les neurones tractades amb vehicle

com les tractades amb DAPT (Figura 28).
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Figura 28 — La inducci6 de I'activitat Rac1 o Cdc42 no és suficient per revertir el creixement axonal
en neurones hipocampals. Neurones primaries hipocampals provienents d'embrions PS1** a 4DIV. Les
neurones van ser tractades de 0-4DIV amb vehicle (DMSO) o inhibidor de y-secretasa (DAPT), i co-
transfectades transitoriament a 2DIV amb un vector d'EGFP i un vector amb Rac1 wild-type (Rac1), un
constructe de Rac1 constitutivament activa (Rac1 CA), un constructe de Cdc42 constitutivament activa
(Cdc42 CA), o un vector buit (Vector). L'analisi per immunofluorescéncia amb marcatge per GFP (GFP,
verd) mostra les neurones transfectades amb vector buit, Rac1 CA o Cdc42 CA. El marcatge per
neurofilament (Nf; vermell) va mostrar que I'expressié de Rac, o de forma més pronunciada en el cas de
Rac1 CA, no son capagos de revertir la disminucio del creixement axonal induida per DAPT, i indueixen
una reduccio del creixement axonal en les neurones tractades amb vehicle. L’expressié de Cdc42 DN en
neurones tractades amb DAPT només indueix una recuperacié parcial del creixement axonal.
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En el mateix sentit, 'expressié de Rac1 CA produeix un efecte encara més drastic sobre el
creixement axonal, reduint la longitud d'una manera encara més pronunciada que Rac1 WT o
DAPT. Per contra, I'expressié de Cdc42 constitutivament actiu no indueix cap efecte en les
neurones tractades amb vehicle, mentre que reverteix parcialment el creixement axonal en
les neurones tractades amb DAPT. En conjunt, aquests resultats indiquen que Rac1 no és
capag de revertir la disminucié del creixement axonal induit per la inhibicié de PS/y-

secretasa, mentre que Cdc42 reverteix aquest efecte.
5. EphA3 ICD inhibeix I’activitat RhoA

Per tal de demostrar si la PS1 regula la via de senyalitzaci6 de Rho GTPases a través
d'EphA3, vam dissenyar un experiment en la linia cel-lular SK-N-AS derivada d'un
neuroblastoma muri. Les cél-lules es van transfectar amb vector o EphA3 ICD-3xFlag durant
48h abans de tractar-les amb vehicle o acid oleoil-L-a-lisofosfatidic (LPA) durant 5 min per tal
d'activar RhoA, tal com s'ha observat préviament (Kranenburg et al., 1999). L'expressio
d'EphA3 ICD en cél-lules SK-N-AS disminueix significativament I'activitat RhoA respecte de
les cél-lules control (Figura 29). Com a control, el LPA indueix l'activacié de RhoA, tal com
esperavem, mentre que EphA3 ICD no afecta aquest augment. Aquests resultats demostren
que el processament d'EphA3 per PS/y-secretasa genera un fragment intracel-lular que

regula negativament l'activitat RhoA, promovent el creixement axonal.

3 vector
M EphA3 ICD
2.0+ *

RhoA activity
(fold change)

0.0

Vehicle LPA

Figura 29 - L'expressioé del fragment EphA3 ICD indueix la disminucié de I'activitat RhoA. Analisi
d’activitat RhoA. Cel-lules SK-N-AS derivades de neuroblastoma huma van ser transfectades amb vector
control pcDNA3.1 (vector) o amb el constructe EphA3 ICD-3xFlag (EphA3 ICD) durant 48h. Les cél-lules
van ser tractades amb acid lisofosfatidic (LPA) o vehicle (DMSQO) durant 5 min préviament a la lisi
cel-lular. L’analisi de I'activitat RhoA va mostrar que I'expressi6 d’EphA3 ICD-3xFlag induia una
disminucié de l'activitat RhoA en les cél-lules SK-N-AS. Aquest resultat suggereix que la regulacié
positiva del creixement axonal pel fragment intracel-lular EphA3 ICD podria ser regulat a través de RhoA.
L’activacié de RhoA a través de I'estimul per LPA, la qual regula creixement neuritic en neurones, ens va
confirmar que és una via també activa en les cel-lules SK-N-AS.
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6. El fragment EphA3 ICD interacciona amb les miosines

Per estudiar la funcié fisiologica desenvolupada pel fragment EphA3 ICD, a continuacié vam
investigar possibles interaccions d'aquest fragment mitjangant coimmunoprecipitacid i
identificacié per espectrometria de masses. La nostra aproximacidé va consistir en identificar
quines proteines podrien interaccionar amb EphA3 ICD per regular el creixement axonal, i

d'aquesta manera entendre quina era la seva funcié.
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Figura 30 - (a) Cél-lules HEK293T van ser transfectades transitoriament amb el constructe d'EphA3 ICD-
3xHA durant 48h amb 0, 1 o 2 ug de vector. L'analisi per Western Blotting amb anticos pel receptor
EphA3 va mostrar la preséncia d'una banda de pes molecular corresponent al constructe EphA3 ICD-
3xFLAG en les cél-lules transfectades. (b) Cél-lules HEK293T van ser transfectades transitoriament amb
diversos clons del constructe d'EphA3 ICD-3xFlag durant 48h. L'analisi per Western Blotting utilitzant
anticos contra EphA3 va mostrar una banda C-terminal en tots els clons d'EphA3 ICD-3xFlag. La
utilitzacié d'anticos contra I'epitop Flag també va mostrar que aquest fragment corresponia en tots els
clons al constructe EphA3 ICD-3xFlag. (¢) Cél-lules HEK293T van ser transfectades transitoriament amb
el receptor EphA3 o el constructe EphA3 ICD-3xFlag (ICD-Flag) i tractades amb vehicle (DMSO) o DAPT.
L'analisi per Western Blotting amb anticos contra EphA3 va mostrar un augment del pes molecular del
fragment corresponent al constructe EphA3 ICD-3xFlag respecte el fragment C-terminal en les ceél-lules
que expressaven el receptor EphA3, degut a la sequéncia pels tres epitops Flag. (d) Electroforesi en gel

Per tal de dur a terme el nostre objectiu, vam cultivar cél-lules HEK293T que expressaven
transitoriament EphA3 ICD-3xFlag (descrit a métodes 3.4.1; Figura 30) o cél-lules control que
expressaven el vector buit pcDNA-3xFlag (N-terminal). Vam deixar expressar els constructes
durant 48 h i tot seguit vam lisar les cél-lules i vam co-immunoprecipitar el fragment EphA3
ICD amb anticos anti-Flag. El precipitat obtingut es va resoldre per electroforesi en gel
d'acrilamida i posteriorment es van marcar les proteines purificades amb una tincié de

coomassie col-loidal (Instant Blue), per tal d'identificar les proteines que interaccionaven amb
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EphA3 ICD. Les proteines seleccionades per identificar es van escollir quan aquestes eren
presents en les purificacions a partir de lisats cel-lulars que expressaven EphA3 ICD, pero no
es trobaven presents en els lisats cel-lulars que expressaven el vector buit (Figura 30). A
continuacio, les mostres van ser extretes dels gels d'acrilamida i identificades per MALDI-
TOF (Servei de Proteomica UAB). Els resultats van permetre identificar dues proteines
candidates que s'unien a EphA3 ICD, la miosina-llA i la miosina-IB (Figura 31). El més
interessant va ser el cas de la Miosina-1b, la qual es troba expressada de forma significativa
durant el desenvolupament axonal (Sherr et al., 1993), a la vegada que s'ha descrit que la
seva funcié és més significativa en el manteniment de la tensié de les membranes que no

pas la de transport (Lewis and Bridgman, 1996).

Figura 31 - EphA3 ICD interacciona amb la miosina-lb i la miosina-lla. Grafic representatiu de I'analisi
per MALDI-TOF dels fragments ICD1 i ICD2 (Figura 30), corresponents a miosina-lb i miosina-IXb
respectivament. La taula inferior mostra el reconeixement dels péptids obtinguts per la tripsinitzacio de les
mostres en la base de dades MASCOT (Matrix Science).
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Les PS (PS1 i PS2), sén el component catalitic del complex y-secretasa, un enzim que
proteolitza proteines transmembrana de tipus | com APP, i per tant son les responsables de
la generaci6 del péptid B-amiloide, el qual s'acumula en els cervells de malalts d'Alzheimer
juntament amb la proteina tau (Querfurth and LaFerla, 2010). Per altra banda el complex
PS1/y-secretasa participa en processos biologics durant el desenvolupament embrionari i en
estadis adults. Aixi, la protedlisi del receptor Notch-1 per PS/y-secretasa en el domini
transmembrana genera el fragment intracel-lular NICD, el qual és capag de translocar al nucli,
on s'associa amb la proteina d'unié a DNA Csl per regular I'activacié transcripcional (Kopan
and llagan, 2009). A través de la regulacié de la transcripcid, NICD regula I'especificacio
cel-lular, la diferenciacio6, la proliferacié i la supervivéncia neuronal (Selkoe and Kopan, 2003).
La senyalitzaci6 de Notch també esta implicada en el manteniment dels progenitors
neuronals, la diferenciacié entre els llinatges neuronals o glials, la morfogénesi cerebral i la
migracié neuronal (Louvi and Artavanis-Tsakonas, 2006). Per altra banda, la protedlisi
d’altres substrats com I'APP i el receptor ErbB4, generen els dominis intracel-lulars AICD i
E4ICD respectivament, implicats en regulacié transcripcional (Koo and Kopan, 2004), o en
transcripcidé génica, apoptosi i astrogenesi (Naresh, 2006) (Taula I1). Malgrat que hi ha prop
de 100 substrats coneguts de PS/y-secretasa, la funcié fisiologica dels dominis intracel-lulars

generats per aquest complex enzimatic és desconeguda en la majoria dels casos
PS1 regula el creixement axonal durant el desenvolupament embrionari

La delecié de PS1 durant el desenvolupament causa la mort prematura dels ratolins PS1™"
durant la fase perinatal (Shen et al., 1997). Aquesta letalitat deguda a la deficiéncia de PS1
esta associada a la disminucié de la mida corporal, defectes en l'ossificacio de la columna
vertebral i les costelles i hemorragies cerebrals. Els embrions deficients per PS1 presenten
una desorganitzacié de I'escorga cerebral i I'eixamplament dels ventricles (Shen et al., 1997).
Aquesta pérdua de capes cel-lulars es produeix per un déficit en el nombre de progenitors
neuronals per una sortida del cicle cel-lular en etapes inicials del desenvolupament (E10.5)
(Handler et al., 2000). Tot i la pérdua de cél-lules en la zona ventricular del cervell (Figura 2),
el nombre i la distribucié de progenitors neuronals (nestina) a E15.5 en embrions PS17, és

+/+

similar als embrions PS1"". Aquesta aparent contradiccié podria ser deguda als diferents
estadis (E10.5 vs E15.5) analitzats en aquests dos estudis. A més, el marcatge amb NeuN,
un marcador de neurones madures, tampoc presenta diferéncies signficatives entre el ratoli
PS17 i els ratolins control en la zona ventricular (Figura 2). Aquest resultats coincideixen amb
un estudi previ, que demostra que no hi ha canvis en el nombre de cél-lules postmitdtiques ni
es produeix una disminucié del nombre de cel-lules nestina positives en embrions deficients
en PS a E13.5 (Wen et al., 2004). Per altra banda, el marcatge amb doblecortina demostra
una disminucié de neurones immadures en la zona intermédia entre la zona ventricular i la
placa cortical, i una disminucié6 més severa en la zona ventricular en els embrions PS17-

(Figura 2). Aquests resultats doncs, sén coherents amb la disminucié de la neurogénesi en
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els embrions PS1" (Handler et al., 2000) o en ratolins condicionals knockout per PS1 en

etapes postnatals (Feng et al., 2001).

En I'nipocamp, tampoc no s'observen canvis en el marcatge per nestina en els ratolins PS1”
a E15.5, indicant que no hi ha canvis significatius en els progenitors neuronals respecte els
ratolins control (Figura 3). Malgrat aixo, la longitud de les neurites dels progenitors neuronals
(nestina positius) és menor. Aixd, podria indicar que PS1 esta implicada en la maduracié
neuronal. Degut a que la nestina és un filament intermedi precursor del neurofilament
(Zimmerman et al., 1994), aquest resultat suggereix que el desenvolupament de I'axé al llarg
de la maduracié neuronal esta alterat en abséncia de PS1. En realitat, la reduccié del
marcatge per doblecortina en I'hipocamp dels ratolins PS17, sobretot en la zona on es
produeix el major marcatge de cel-lules positives per nestina, indica que tot i que es
produeixen progenitors neuronals, hi ha una disminuci6 en la neurogénesi durant el
desenvolupament en abséncia de PS1 (Figura 3). De fet, I'abséncia de PS1 en neurones
immadures i per tant de neurogénesi, disminueix el nombre de neurones postimitotiques
positives per MAP2 i NeuN en I'hipocamp. En conjunt, aquests resultats suggereixen que la
PS1 regula la neurogénesi i morfologia aneuronal durant el desenvolupament embrionari en

I'hipocamp.

La disminucié de les neurites nestina positives en els ratolins PS1” suggereix que la
morfologia dels axons esta afectada. Per comprovar-ho, vam realitzar analisis
immunohistoquimics que ens van permetre I'observacioé dels axons en les regions ventricular
i hipocampal d’embrions E15.5. Els resultats obtinguts amb el marcatge per neurofilament
demostren una reduccié en el nombre i la longitud dels axons en les neurones de la zona
ventricular i I'hipocamp (Figures 2 i 4). De fet, en I'hipocamp dels embrions PS1™” el marcatge
per neurofilament es limita al soma i a protrusions de mida molt reduida. El marcatge per tau,
una proteina localitzada en els axons (Roth et al., 2012; Oliva et al.), demostra que
efectivament es produeix una reduccié del marcatge de tau en I'hipocamp dels embrions
PS17 (Figura 3). En la zona ventricular el marcatge per tau és gairebé inexistent, i només es
present en la regié compresa entre la zona intermedia i la placa cortical. Tot i que el paper de
PS1 en el creixement axonal és desconegut, existeixen treballs previs que impliquen PS en
la regulacio del creixement neuritic. En la linia cel-lular derivada de neuroblastoma N2a s'ha
observat un augment del nombre i la longitud de protrusions neuritiques al sobreexpressar
PS1 (Dowjat et al., 1999). De fet, la sobreexpressié de PS1 amb mutacions associades a
Alzheimer familiar disminueix la longitud neuritica. Per contra, la sobreexpressié de PS1
produeix una reduccié del creixement de les neurites en neurones hipocampals en cultiu, un
efecte relacionat amb un augment de la translocacié nuclear del fragment NICD de Notch1
(Pigino et al., 2001). Tot i aixi, en aquests treballs previs no discuteixen si I'efecte de les PS
és en les dendrites o en els axons. Aixi, els nostres resultats demostren que la PS1 es

necessaria per al creixement axonal in vivo durant el desenvolupament neuronal.
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L'activitat PS/y-secretasa és necessaria pel creixement axonal

Per tal de poder estudiar els mecanismes moleculars regulats per la PS1 durant el
creixement axonal vam utilitzar un model in vitro de neurones hipocampals en cultiu. Les
neurones hipocampals d'embrions PS1-/- presenten una disminucié de la longitud dels axons
a 4DIV confirmant que PS1 és necessaria pel creixement axonal (Figura 5). Degut a que PS1
és capagc de regular diverses vies de senyalitzacio de forma independent a la seva activitat y-
secretasa, com és el la via Wnt/B-catenina (Soriano et al., 2001); i del receptor dEGF
(Rocher-Ros et al.,, 2010), vam estudiar si l'activitat y-secretasa estava implicada en el
creixement axonal. La inhibicié farmacologica de I'activitat y-secretasa amb DAPT causa la
reduccié de la longitud dels axons de manera similar a la deleci6 de PS1 en neurones
hipocampals (Figura 6), el que indica que l'activitat y-secretasa és necessaria pel correcte
creixement axonal. D'acord amb aquests resultats, treballs recents mostren que l'activitat y-
secretasa és necessaria per a la correcta senyalitzacié dels receptors DCC a través de les
netrines, els seus lligands, en motoneurones. Quan DCC és processat per metal-loproteases
en absencia de PS/y-secretasa, es produeix l'acumulacié d'un fragment C-terminal que
indueix a una senyalitzacié induida per netrines erronia (Bai et al., 2011). Per altra banda, un
mutant associat a FAD (PS1A9) el qual perd I'activitat y-secretasa, no és capag de revertir
l'efecte en el creixement axonal en neurones PS1™ (Figura 8). En canvi, les mutacions
M146L i C410Y, associades a FAD, tot i presentar una pérdua de funcié parcial de v-
secretasa en el tall € en Notch1 i APP, van ser suficients per recuperar el creixement axonal
en les neurones PS1" (Song, 1999; Schroeter, 2003; Wiley et al., 2005). Tot i aix0, la pérdua
de funci6 parcial d’aquestes mutacions pot ser dependent del substrat. La mutacié M146L no
afecta el processament d’ephrinB2 o B-neurexina, perd en canvi disminueix la proteolisi de N-
cadherina (Marambaud et al., 2003; Litterst et al., 2007; Saura et al., 2011). Per tant, els
nostres resultats indiqguen que una activitat y-secretasa basal, és necessaria pel correcte
creixement axonal. La inhibicié farmacologica de I'activitat de les metal-loproteases, indueix
una reduccié significativa de la longitud axonal en neurones hipocampals, el que indica que
el processament seqliencial per metal-loproteases i posteriorment PS/y-secretasa d'una
proteina clau en creixement o guia axonal, esta implicat en aquest procés. De fet, I'activitat
de la metal-loproteasa Kuzbanian, un ortdleg de la metal-loproteasa ADAM10 en mamifers,
és necessaria per a l'extensié neuritica en Drosophila (Fambrough et al., 1996). A més, en
cél-lules ganglionars de retina I'activitat metal-loproteasa és necessaria per I'extensid i per la

guia axonal en resposta a estimuls extracel-lulars (Webber et al., 2002).

La regulacio del creixement axonal per I'activitat y-secretasa sembla que és especifica i no
pas un efecte generalitzat sobre la morfologia neuronal en general. Aixi, resultats realitzats
en el laboratori préviament (Dra. Labrada), mostren que la inhibicié de I'activitat y-secretasa
induia un augment de la llargada de les dendrites (Figura 7). Aixd demostra que la PS/y-
secretasa regula la maduracié dendritica i axonal a través de diferents mecanismes

moleculars.
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PS1 localitza i interacciona amb el receptor d'efrina EphA3

El processament de diferents molécules de la matriu extracel-lular per diferents
metal-loproteases regula la dinamica del con de creixement durant el creixement axonal.
L'expressié6 de MMP-2, una metal-loproteasa present en els cons de creixement, permet la
degradacio de diversos elements de la matriu que inhibeixen I'elongacié de I'axé (Zuo et al.).
A més, el processament per les metal-loproteases d'elements de la propia neurona és
necessari durant la maduracié axonal. De fet, el processament de lligands ephrinB2 a través
de metal-loproteases, també s'ha associat a un segon tall seqiiencial per PS/y-secretasa
(Georgakopoulos et al., 2006). La funcié d'aquest processament per PS/y-secretasa permet
la generacioé d'un fragment intracel-lular d'ephrinB2, que s'ha demostrat que té capacitat per
regular el citoesquelet d'actina a través de la interacci6 amb quinases com Src i Csk.
EphrinB1 és un altre lligand de la familia Eph que també és processat per activitat y-
secretasa després d'unir-se al seu receptor (Tomita et al., 2006). La proteolitzacié del lligand
ephrinB1 permet la inhibicié de la resposta sobre el citoesquelet d'actina induida per la unié a

receptor Eph.

Aixi, 'associacié de la familia de metal-loproteases i desintegrines (ADAM) amb els receptors
EphA3 i el lligand ephrinA2, i el processament posterior d'ephrinA2, és necessaria per induir
una resposta de repulsié en el con de creixement en neurones hipocampals (Hattori et al.,
2000). Per primera vegada demostrem que EphA3 co-localitza in interacciona amb PS1 en
els axons i de manera més restringida en el con de creixement en neurones hipocampals en
cultiu (Figura 10a). Durant l'inici de I'elongacié axonal en neurones en cultiu (2-4DIV) es
produeix una col-localitzacié d'aproximadament el 50% del receptor EphA3 amb PS1, el que
indica que aquestes dues proteines s'expressen simultaniament en el mateix compartiment
axonal. De fet, la ratio de col-localitzacié del receptor EphA3 és superior a la ratio de
col-localitzacié de PS1 amb EphA3, el que és coherent amb les diferents funcions regulades
per ambdues proteines. Aixi, la via de senyalitzacié Eph-ephrin regula el citoesquelet més
proxim a la membrana citoplasmatica en resposta al contacte cél-lula-cél-lula. Per contra,
PS1 esta implicada en la regulaci6 de multiples processos neuronals, ja sigui de forma
dependent o independent de I'activitat y-secretasa, i per tant és ldgic que es trobi associada a
multiples proteines amb funcions diverses (Zhang et al., 2010; Kallhoff-Munoz et al.; Xia et
al.). A més, els experiments de coimmunoprecipitacié van demostrar que es produeix una
interaccié entre PS1 i EphA3, i que aquesta es dependent del domini d'unio a lligand d'EphA3
(Figura 11). Aquests resultats soén coherents amb treballs previs que demostren que la
interaccié entre EphA3 i les metal-loproteases ADAM requereix el domini d'unié a lligand
(Janes et al., 2005). De fet, PS1 interacciona amb la forma madura d'EphA3, el que
suggereix que la interaccid es produeix abans del processament de I'ectodomini d'EphA3.
Aquest resultat és coherent amb treballs previs en que s'observa la interaccié6 de PS1 i
formes madures del receptor Notch1 o E-cadherina (Georgakopoulos et al., 1999; Ray et al.,
1999) i PS1. Per altra banda, la interaccié de PS1 amb EphA3 és independent del domini
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PDZ en la cua citosolica. Aquest resultat sembla logic, ja que el domini PDZ s'ha associat a
la formacié de clusters de proteines sinaptiques (Dalva et al., 2000) o a l'associacié de
complexes de senyalitzacié després de l'activacio del receptor induida per la unié a lligand
(Hock et al., 1998; TORRES, 1998).

El receptor d'efrina EphA3 és un substrat de PS/y-secretasa

Un resultat clau d'aquesta tesi doctoral és que PS1/y-secretasa proteolitza el receptor EphA3.
Aixi, l'inhibicié farmacologica i genética de PS1 indueix I'acumulacioé d'un fragment C-terminal
d'EphA3 en neurones hipocampals (EphA3 CTF; Figura 12). En les neurones tractades amb
DAPT i estimul per lligand ephrinA5 no s'observa una acumulaci6 major de CTF que la
produida en les neurones no estimulades amb lligand. De manera similar, en diversos
substrats de PS1/y-secretasa com EphB2, CD44, neurexin o N-cadherina, s'acumula un
fragment C-terminal quan s'inhibeix farmacoldgicament o geneticament I'activitat y-secretasa
(Litterst et al., 2007; Saura et al., 2011; Lammich et al.; Restituito et al.). Els nostres resultats
van ser corroborats en cél-lules HEK293T tractades amb DAPT (Figura 12) i fibroblasts
d'embrions de ratoli (MEF) knockout per PS1 i PS2, un model utilitzat extensament en l'estudi
de substrats de y-secretasa (Herreman et al., 2000; Saura et al., 2011). De fet, en aquests
experiments tampoc es va observar un efecte sinérgic en I'acumulacié d'EphA3 CTF després
de la unié d'ephrinA5. Aixd ens permet concloure que el processament del receptor EphA3 es
produeix de forma constitutiva, i independent del lligand. Aquests resultats difereixen d'altres
processaments com la proteolisi del receptor EphB2 a través del complex PS/y-secretasa, ja
que aquest processament requereix la unié del receptor amb el lligand ephrinB2, o un estimul

induit per I'entrada de Ca®* a través de receptors NMDA (Litterst et al., 2007).

La confirmacié del processament d'EphA3 per PS1/y-secretasa va ser verificada en
experiments d'activitat y-secretasa in vitro (MCLENDON et al., 2000; Sastre, 2001). Aixi,
I'acumulacié d'un fragment C-terminal de pes molecular inferior a EphA3 CTF depenent de y-
secretasa en la fraccid soluble, sembla correspondre a EphA3 ICD (Figura 14). Com bé
haviem comentat anteriorment, el domini d'unié a lligand del receptor EphA3, perd no el PDZ,
és necessari per la formacié d'un complex PS1/EphA3 que finalitza en el processament
d'EphA3. A més, la disminucié de la interaccié PS1 i 'EphA3 deficient pel domini d'unié a
lligand, causa la disminucié del processament d'EphA3 (Figura 15). Aixi doncs, els nostres
resultats semblen indicar que el receptor d'EphA3 s'associa amb PS1/y-secretasa a través
del domini d'unié a lligand o bé aquest és necessari per la unid, per ser posteriorment

processat i generar un fragment intracel-lular.

El processament d'EphA3 per PS/y-secretasa regula el creixement axonal

El receptor EphA3 esta ampliament expressat en el cervell durant el desenvolupament, en

estadis inicials en les fibres neuronals de regions com el talam i la zona la zona intermédia
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cortical, o en estadis posteriors en la placa cortical, el cos callés i I'hipocamp (Kudo et al.,
2005). De fet, estudis previs demostren que el silenciament d'EphA3 indueix una disminucio
del nombre d'axons que creuen el cos callos i arriben al cortex contralateral, suggerint que
EphA3 és necessari per a I'elongacié axonal (Nishikimi et al., 2011). Malgrat tot, aquests
estudis no deixaven clar si el receptor EphA3 regula el creixement axonal a través d'altres
mecanismes diferents a la senyalitzacié classica per activitat tirosina quinasa. Aixo és
important ja que en realitat els receptors tirosina quinasa senyalitzen a través d'altres
mecanismes que impliquen la protedlisi del domini intracel-lular i la seva senyalitzacié

nuclear (Song et al., 2013).

D'acord amb el treball de Nishikimi et al., la inactivacié génica d'EphA3 causa una disminucié
del creixement axonal, un efecte que no es potencia amb DAPT (Figura 18). A més, ephrinAS,
el lligand amb més afinitat pel receptor EphA3 (Pasquale, 1997; Lawrenson et al., 2002), no
produeix un efecte sinérgic el creixement axonal en aquestes condicions. Per tant, aquests
resultats suggereixen que EphA3 és necessari durant el procés de creixement axonal. Més
enlla, la sobreexpressio del receptor EphA3 en neurones tractades amb DAPT no reverteix el
creixement axonal (Figura 20). En el mateix sentit, el mutant defectiu pel domini d'unié a
lligand EphA3 ALBD que no es processa per PS1, no va ser capag de revertir I'efecte sobre
el creixement axonal induit per EphA3 shRNA (Figura 22). Pel contrari, la sobreexpressio
d'EphA3 o EphA3 APDZ, els quals son processats per PS/y-secretasa, reverteixen el
creixement axonal causat per la inactivacio d'EphA3. Aquests resultats demostren que el

processament proteolitic d'EphA3 per PS1/y-secretasa és necessari per al creixement axonal.

El lloc de tall de PS1/y-secretasa i per tant, la seqiiéncia d'EphA3 ICD va ser determinada
bioinformaticament mitjancant l'alineament amb altres substrats de PS1 (Figura M6), un
meétode utilitzat anteriorment en la determinacié del lloc de tall de diversos substrats de y-
secretasa (Hemming et al., 2008). L'expressié d'EphA3 ICD va revertir eficientment el
creixement axonal en neurones deficients per PS1 o EphA3 (Figura 19-21). A més, el fet que
EphA3 ICD, pero no EphA3, sigui suficient per revertir els déficits del creixement axonal en
neurones on l'activitat y-secretasa esta inhibida, indica que el processament d'EphA3 per y-
secretasa és critic en aquest proces. Per tant, aquests resultats sén coherents amb un model
en que PS/y-secretasa processa EphA3 de forma constitutiva per generar el domini
intracel-lular EphA3 ICD, independentment de la senyalitzacié del receptor, induint aixi el
creixement de l'axé. Aixi doncs, aquest és un nou mecanisme de senyalitzacié alternatiu als
receptors tirosina quinasa (Song et al., 2013), pel qual la protedlisi de EphA3 regula una

funcio biologica, el creixement axonal, independement del lligand i la senyalitzacio classica.
PS1/y-secretasa afavoreix el creixement axonal a través de RhoA

La continua remodelacié del citoesquelet és un procés fonamental durant el creixement
axonal. El transport i assemblatge d'estructures de neurofilaments i microtibuls permeten

I'estabilitzacié de I'axé (Hirokawa et al., 1984; He et al.; Yamada et al.) fins al con de
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creixement, la zona dinamica que actua com a sensor de les senyals extracel-lulars que
indueixen o inhibeixen el creixement. La zona central del con de creixement esta formada per
microtubuls, mentre que la zona periférica esta formada per filaments d'actina organitzats en
estructures en forma de fibres d'estres, filopodies, o lamelipodies (Mueller, 1999). Les
respostes als estimuls externs a través de receptors de membrana, com per exemple els
receptors Eph, permeten transduir les senyals a l'interior de la cél-lula per tal de regular el
creixement axonal. Entre les molécules de senyalitzacié que actuen reorganitzant el
citoesquelet d'actina i que son activades pels receptors Eph hi trobem la familia de les Rho
GTPases. Aixi, l'activacié dels receptors Eph per les efrines indueix el reclutament de
diverses proteines adaptadores i senyalitzadores que finalment activen o les Rho GTPases
(Murai and Pasquale, 2005). Una de les principals Rho GTPases implicades en el col-lapse
del con de creixement és RhoA, la qual s'activa per la unié de la proteina RhoGEF ephexin-1
a receptors Eph actius, a la vegada que Rac1 i Cdc42 s'inhibeixen (Shamah et al., 2001;
Sahin et al., 2005). RhoA regula el creixement axonal, a l'activar la seva quinasa efectora
ROCK. L'activacio de ROCK indueix l'activacio de la quinasa LIMK la qual inactiva la cofilina,
un factor despolimeritzant d'actina (Hall and Lalli, 2010), o fosforila la cadena lleugera de la
miosina (MLC), induint en ambdds casos al col-lapse del con de creixement (Govek et al.,
2005).

Degut a que la famila de les Rho GTPases és fonamental durant la regulacié del creixement
axonal, vam estudiar si la PS/y-secretasa regulava aquest procés a través de RhoA. La
inhibicié farmacoldgica de y-secretasa indueix un augment significatiu de l'activitat RhoA
(Figura 23), un resultat coherent amb I'observacié de que els axons de les neurones
deficients per PS1 o tractades amb DAPT sé6n més curts que els axons control. Aquest
increment en l'activitat RhoA és similar a l'obtinguda amb ephrinA5, el qual té un efecte
similar en la inhibicié del creixement axonal (Figura 23 i 18). De fet, el processament dels
receptors Eph per metal-loproteases i PS/y-secretasa finalitza la senyalitzacié induida per
ligand (Bai and Pfaff, 2011; Klein, 2012). Aixi, aquest resultat suggereix que a diferéncia de
la repulsié axonal durant la guia axonal, que requereix la unié Eph-ephrin de cél-lules
oposades, el processament d'EphA3 per PS/y-secretasa indueix el creixement axonal
independement de lligand. En suport del paper de PS en la regulacié del creixement axonal,
vam observar que la inhibicié génica i farmacologica de RhoA i ROCK respectivament,
revertia les alteracions en I'axé causades per la inhibicié de PS1/y-secretasa (Figura 24 i 25).
Aquests resultats sén coherents amb treballs previs on es demostra que la inhibicid de
ROCK indueix un augment de la longitud neuritica en diversos tipus neuronals (Wahl et al.,
2000; Borisoff et al., 2003; Fournier et al., 2003). En resum, els nostres resultats indiquen

que l'activitat y-secretasa afavoreix el creixement axonal a l'inhibir la senyalitzacié de RhoA.

Per altra banda, no esta clar com PS1 regula altres proteines de la familia de les Rho
GTPases com Rac1 i Cdc42. Els nostres resultats demostren que Rac1 i dominants negatius

o constitutivament actius de Rac1, tenen un efecte negatiu sobre el creixement axonal, i no
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permeten recuperar la morfologia axonal en neurones tractades amb DAPT (Figura 27 i 28).
De fet, treballs previs ja demostren la dificultat de regular el creixement axonal tan sols amb
constructes amb Rac1 activa o inactiva, ja que la resposta de Rac és molt dependent de la
via de senyalitzacié activada upstream, fent que Rac s’associi a uns o altres efectors i per
tant, generant respostes oposades (Lundquist et al., 2001; Hakeda-Suzuki et al., 2002; Ng et
al., 2002). Per altra banda, un mutant constitutivament actiu de Cdc42 reverteix parcialment
els déficits en el creixement axonal causats per la inhibicid de y-secretasa (Figura 28).
Aquest resultat és coherent amb estudis previs que demostren que Cdc42 és necessaria des
de l'inici durant el creixement axonal (Garvalov et al., 2007). De fet, les proteines efectores
de Cdc42, N-WASP i IQGAP3, sén necessaries per reorganitzar el citoesquelet d'actina i de
microtubuls, durant el creixement axonal en neurones hipocampals (Banzai et al., 2000;
Wang et al.,, 2007). Tot i aix0, els nostres resultats suggereixen que PS1/y-secretasa

afavoreix el creixement axonal a través de RhoA i independentment de Cdc42.

A B

ligand =the p EphA3 signabing ligamd sdindependent EphAl signaling

wphrinAS ’ ,
T

181 cloavago

=

-
! S L

w ]

mlalloproloas
PE-secrelnsn ind cleavage 4

4- y

* 4

\

Rhof
maciiee
alive y :
§ dxon #ongation
axon retraction i
— = = —p

—

e ol

.

SR - |
m
=
=4
R
m
=
B
1
(%]
|

m
=
B
=

0-

Figura D1 - Esquema representatiu de la regulacié del creixement axonal regulat per PS1 a través
d'EphA3. (a) La via classica de senyalitzacio dels receptors Eph quan uneixen lligands d'efrina consisteix
en l'activacié de la via de RhoA GTPasa induint la retraccié axonal. (b) En abséncia de lligand, el
processament constitutiu del receptor EphA3 per PS/y-secretasa allibera al citosol el domini intracel-lular
EphA3 ICD el qual inhibeix 'activitat de RhoA GTPasa regulant positivament el creixement axonal.

En base als resultats obtinguts podem dir que PS/y-secretasa regula el creixement axonal a
través de RhoA i EphA3. En realitat, I'expressié d'EphA3 ICD inhibeix I'activitat RhoA de
forma basal en cél-lules d'origen neuronal (Figura 29), el que suggereix que el fragment

EphA3 ICD regula el creixement axonal a través de la inhibicié de I'activitat RhoA (Figura 20,
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21 i 29). De fet, s'ha descrit que el fragment generat per PS/y-secretasa corresponent al
domini intracel-lular d'EphA4 (EphA4 ICD), activa la Rho GTPasa Rac de forma independent
de lligand (Inoue et al., 2009). Aquesta activacié de Rac, permet a EphA4 ICD potenciar la
maduracié de les espines dendritiques, una funcid inversa a la del receptor sense processar,
el qual indueix la retraccié de les espines (Inoue et al., 2009). En resum, PS/y-secretasa
processa el receptor EphA3 alliberant el domini intracel-lular EphA3 ICD al citosdl, el qual
inhibeix RhoA induint el creixement axonal independentment de la senyalitzacié Eph-ephrin
(Figura D1).

EphA3 ICD interacciona amb la miosina-llA i la miosina-IB

La formaci6 de diferents estructures d'actina en el con de creixement és un esdeveniment
claus durant el creixement o retraccié de I'axd (Bradke, 1999; Gallo and Letourneau, 2003).
La formacié d'estructures en forma de lamelipodies en la zona periférica del con de
creixement permet el manteniment i la formacié de filaments paral-lels en forma de filopodies,
encarregats de formar protrusions per fer avancar el con de creixement (Dent et al.). Entre la
regié periférica formada per filaments d'actina, i la regié central del con de creixement
formada per microtibuls, s'ha proposat I'existéncia d'una zona de transicié composta per arcs
d'actina paral-lels al llindar del con de creixement. Els canvis que permeten la polimeritzacio
o despolimeritzacié dels filaments d'actina, i per tant els canvis en l'estructura dels cons de
creixement estan regulats per receptors de membrana que activen les Rho GTPases que
acaben amb la regulacié de les cadenes de miosina responsables de la contractilitat de la

xarxa d'actina (Luo, 2002).

Amb l'objectiu d'investigar els possibles mecanismes cel-lulars regulats per EphA3 ICD
durant la morfogénesi neuronal vam realitzar estudis de protedmica. Els analisis per
espectrometria de masses van identificar que EphA3 ICD s'uneix a la cadena pesada de les
miosines MYH9, també coneguda com miosina-llA; i la miosina-IB (Figura 30 i 31). Aquests
resultats sén en principi sorprenents ja que EphA3-ICD era capag¢ de regula negativament
I'activitat RhoA, i per tant podiem esperar la interaccié d'EphA3 ICD amb proteines de tipus
RhoGAP. De fet, les miosines son proteines efectores reguladores del citoesquelet d'actina
downstream de RhoA. Tot i aixi, les miosines soén elements centrals en la regulacié del
creixement axonal en el con de creixement. De fet, els arcs formats per fibres d'actina
empaquetades en la zona de transicié es troben enriquits principalment per diverses
isoformes de miosina, i actuen com a barreres per evitar la polimeritzacié i invasié dels
microtubuls en la regié periférica del con de creixement (Vallee et al., 2009). Concretament,
I'activitat motora de la isoforma miosina-IlA exerceix forces de tensio, i per tant, s'encarrega
d'afavorir la retraccié neuritica (Wylie, 2003). De forma oposada, I'activitat de la miosina-1IB
s'encarrega de la formacié de filopodies, les quals generen forces de traccio, i per tant
potencia I'extensioé del con de creixement i I'elongacié de I'axé (Bridgman et al.). Aixi doncs,

I'associacid de EphA3 ICD amb la miosina-llA, encarregada de la retraccié neuritica
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suggereix que l'alliberament d'EphA3 ICD al citosol produiria una inhibicié de la miosina-lIA,
el que podria afavorir I'activitat de la miosina-11B, que com s'ha descrit, induiria la formacié de
protrusions en el con de creixement i I'extensié de I'axé. De fet, seria interessant estudiar si
EphA3 ICD regula Il'activitat de la miosina-lIA durant el creixement axonal. Alternativament,
és possible que tan l'alteracid de la localitzacié de la miosina-IIA en la zona de transici6 del
con de creixement, com el bloqueig de l'associacié a diverses proteines senyalitzadores,

fossin responsables de I'efecte d'EphA3 ICD sobre el creixement axonal (Figura D2).

Per altra banda, és desconegut el paper que pot jugar 'associacié del fragment EphA3 ICD
amb la miosina-IB. De fet, el paper de la miosina-IB en els cons de creixement és encara
ampliament desconegut, la qual es troba distribuida de forma puntuada adjacent a la
membrana plasmatica dorsal i ventral, i en punts d'alta concentracié d'actina en la periféria
(Lewis and Bridgman, 1996). Altres treballs, en cél-lules no neuronals la descriuen com una
proteina d'unié al citoesquelet d'actina en estructures compostes de lamelipodies en
membranes amb plecs, complint funcions relacionades essencialment amb la contraccié de
I'actina en processos d'adhesié (Tang and Ostap, 2001). Aixi doncs, I'aprofundiment entre la
interaccié de miosina-IB i EphA3 ICD permetra en un futur conéixer el paper de la miosina-IB

en el creixement axonal durant el desenvolupament neuronal.
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Figura D2 - Esquema representatiu de la regulacio del citoesquelet d'actina a través d'EphA3 ICD en el
con de creixement.
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Possible interrelacié de PS1 i EphA3 en neurodegeneracié i cancer

La majoria de mutacions de PS en casos de FAD, estan associades a una reduccié de
I'activitat catalitica del complex y-secretasa (de Strooper, 2007; Shen and Kelleher, 2007), i
per tant també és possible que es trobin afectades altres vies de senyalitzacié a part del
processament d'APP. Dos exemples de vies de senyalitzacié regulades per PS sén Notch i
Whnt/B-catenina, les quals sén imprescindibles durant el desenvolupament embrionari. Estudis
previs van ser capagos de revertir la letalitat i defectes embrionaris dels ratolins PS1” a
I'expressar PS1 contenint la mutacio lligada a Alzheimer (A246E) (Davis et al., 1998). De fet,
els ratolins que expressen la mutacido PS1 A246E presenten déficits congitius com
I'aprenentatge espacial, I'exploracio i ansietat (Lalonde et al., 2003). En el mateix sentit, en
ratolins knockin PS1 M146V s'ha observat I'aparicié de déficits cognitius en edats molt inicials
(Wang et al., 2004). Per altra banda, la inactivacié de PS1 i PS2 en cervells adults, causa
déficits cognitius, alteracions en la plasticitat sinaptica, una disminucié del nombre de
sinapsis i neurodegeneracié (Saura et al., 2004). En realitat, s'ha postulat que els déficits
cognitius en I'AD es poden associar a la disminucié del nombre de sinapsis, situaciéo que
condueix a la pérdua de funcionalitat dels circuits neuronals (Selkoe, 2002). Per tal de
determinar quina és la rellevancia de l'alteracié del creixement axonal en Il'establiment de
sinapsis vam inhibir de forma cronica l'activitat y-secretasa en neurones hipocampals en
cultiu. Els nostres resultats demostren que la inhibicid PS/y-secretasa redueix el nombre de
sinapsis funcionals en neurones hipocampals en cultiu (Figura 9). Aixd suggereix que els
déficits en el creixement axonal podrien resultar en una disminucié de la capacitat per formar
sinapsis en les neurones. El fet que les mutacions associades a Alzheimer familiar inhibeixin
parcialment PS/y-secretasa, permet pensar que la disminucié en el creixement axonal podria
afectar a la formacié o establiment de sinapsis tan en el desenvolupament com en neurones
de nova generacié en adults. Aquest fet podria suggerir una implicacié de PS/y-secretasa en

la neurodegeneracio sinaptica en AD.

Per altra banda, els lligands efrina i els receptors Eph tenen una amplia funcié com a
molécules senyalitzadores implicades en adhesio, motilitat, creixement i morfologia cel-lular.
Aquesta diversitat de funcions en diferents teixits ha fet que s’hagi descrit extensament la
participacié dels receptors Eph en processos oncogenics com en cancer de pit (EphA2,
EphB4, EphA5, EphB6), colorectal (EphB2, EphB3, EphB4, EphA1, EphA2, EphA3, EphA7,
EphA8), i pulmé (EphA2, EphA3, EphB3) (Brantley-Sieders, 2012). Més concretament,
l'alteracio en I'expressié d'EphA3 s'ha observat en diversos tumors com és el glioblastoma
multiforme (Day et al., 2013), diferents tipus de leucémia (Guan et al., 2011), en la majoria de
cancers de pulmé (Zhuang et al., 2012), gastrics (Xi et al., 2012) i cancers colorectals
(Hinoue et al., 2009), o presentant mutacions en melanomes, cancers pancreatics i
carcinomes de cél-lules escamoses de cap i coll (Lisabeth et al., 2012); en tots ells ja sigui
com oncogen o gen supressor de tumors. De la mateixa manera, les PS no només estan

relacionades amb neurodegeneracio, sind que la seva funcio ha estat implicada en diversos
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tumors. La deficiencia en PS1 en pell causa I'hiperplasia epidérmica, hiperqueratosi i
carcinomes escamosos (Xia et al., 2001) (Rocher-Ros et al., 2010), els quals estan associats
a alteracions en la senyalitzacié per Notch i B-catenina. Per ultim, degut a la seva capacitat
per regular el citoesquelet, les diferents isoformes de miosina-ll han estat implicades en
multiples tipus de tumors. Aixi, la miosina-llA esta implicada en carcinomes de pit
(Dulyaninova et al., 2007) (Betapudi, 2006), la invasié de gliomes cerebrals (Beadle et al.,
2008), la migraci6 de ceél-lules tumorals limfocitaries (Bastian et al., 2005), o s’ha utitilzat com

a marcador metastatic en carcinomes de pulmé (Maeda et al., 2008).

Un estudi recent classifica les principals mutacions en el receptor EphA3 segons la regi6 i
tipus de tumor. Una regi6 del receptor EphA3 on es localitzen moltes mutacions és el domini
extracel-lular. Aixi, la mutacié D219V en la regi6 d'unié a lligand, i la mutacié G518L, proxima
al domini transmembrana, presenten un augment de la localitzacié del receptor en la
superficie cel-lular (Lisabeth et al., 2012). Els nostres resultats demostren que el domini
extracel-lular és necessari per a la interaccio i processament mediat per y-secretasa, i per
tant un déficit en aquesta interaccio, per exemple degut a la preséncia de mutacions, podria
ser clau per l'acumulacié del receptor EphA3 en membrana. No obstant aix0, algunes
mutacions indueixen una pérdua de localitzacié en membrana (Lisabeth et al., 2012). Seria
interessant estudiar en el futur I'efecte d’aquestes mutacions en el processament d’EphA3 en
cél-lules tumorals. Es interessant assenyalar que tan I'alteracié de I'expressié com mutacions
en EphA3 estan associades amb glioblastoma multiforme (Day et al., 2013), un tipus molt
estés de glioma. En realitat, molts gliomes presenten alteracions en la localitzacié de la
miosina-llA, el que pot donar lloc a alteracions en la migracié d’aquest tipus de tumors
(Beadle et al., 2008). En comparacié a la miosina-11B, la supressio de I'activitat de la miosina-
[IA indueix una péerdua de la capacitat migratoria de les cél-lules tumorals (Betapudi, 2006;
Beadle et al., 2008; Vicente-Manzanares et al., 2009), suggerint que una desregulacié de
I'activitat miosina-IIA podria ser responsable de I'augment de la capacitat invasiva en aquests
tumors. Per tant, seria interessant conéixer el paper de PS/y-secretasa en la regulacié

d'EphA3 i miosina-IIA en aquests tipus de tumors.

En resum, el nostre treball descriu per primera vegada una interrelacié entre PS1 (enzim),
EphA3 (substrat) i miosina-llA (proteina efectora) sobre el citoesquelet cel-lular. Aquesta
interrelacié observada en els axons durant el desenvolupament i maduracié neuronal obre un

nou camp de recerca en malalties neurodegeneratives i en cancer.
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Conclusions

Durant el desenvolupament d'aquesta tesi doctoral s'ha arribat a les segiients

conclusions:

= La presenilina-1 és necessaria per al creixement axonal in vivo durant el

desenvolupament del sistema nerviés

= La presenilina-1 i 'activitat y-secretasa son essencials pel creixement axonal en

neurones hipocampals en cultiu

= Elreceptor EphA3 és proteolitzat pel complex PS1/y-secretasa

= El procesament d'EphA3 mediat per PS/y-secretasa genera un fragment intracel-lular

EphA3 ICD necessari per al creixement axonal en neurones hipocampals

= La presenilina-1/y-secretasa inhibeix |'activitat RhoA GTPasa mediant el creixement
axonal en neurones hipocampals. Per contra, la inhibicié de RhoA i la seva proteina
efectora ROCK reverteixen els defectes del creixement axonal causats per la

deficiencia de PS/y-secretasa

= El fragment EphA3 ICD regula el creixement axonal a través de la reorganitzacio del

citoesquelet a I'inhibir I'activitat RhoA GTPasa i interaccionar amb miosines.
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