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La paraplejia espastica hereditaria agrupa un conjunto de desordenes
neurodegenerativos caracterizados por espasticidad y rigidez muscular. Todos ellos
estan relacionados clinica y patolégicamente con problemas en el desarrollo axonal

del tracto corticoespinal y las columnas dorsales de la médula espinal.

Hasta la fecha se han descrito 77 genes asociados a esta enfermedad. Sus
mutaciones afectan a diversas funciones celulares como el transporte intracelular,
la funcion mitocondrial o el metabolismo lipidico, entre otras. Entre estos genes se
encuentra CPT1C.

CPT1C es una carnitina palmitoil transferasa que se encuentra localizada en el
RE de neuronas. A diferencias del resto de CPTs, CPT1C no presenta actividad
catalitica pero mantiene la capacidad de unir malonil-CoA. El malonil-CoA es un
intermediario en la sintesis de acidos grasos, y sus niveles varian segun el estado
energético de la célula. Recientemente se ha sugerido que CPT1C podria ser un

sensor de malonil-CoA y regular la funcién de otras proteinas.

Entre las posibles proteinas interactoras de CPT1C se encuentra la protrudina.
Se ha descrito el papel de la protrudina en el transporte y desarrollo axonal, pero
no cual es su mecanismo regulador. En esta tesis proponemos que CPT1C podria
interaccionar con protrudina y, mediante la union a malonil-CoA, regular el
transporte y desarrollo axonal. Para ello se han realizado dos aproximaciones. En
primer lugar se ha estudiado la implicacion de CPT1C en el crecimiento axonal y
dendritico en neuronas corticales procedentes de embriones de ratones WT y KO
CPTL1C. En segundo lugar se ha estudiado la interaccion de CPT1C con protrudina
y su papel en la localizacion y transporte de endosomas tardios en células HelLa.
En ambas aproximaciones se ha estudiado la influencia de la union de malonil-
CoA a CPT1C.

Los resultados obtenidos demuestran que CPT1C es necesaria para el correcto
crecimiento axonal y ramificacion dendritica dependiendo de su unién a malonil-
CoA.



En este trabajo hemos podido demostrar ademas la interaccion de CPT1C con
protrudina, y describir su papel en la regulacion de la localizacion y transporte de

LEs, funcion que se encuentra regulada por la union de malonil-CoA.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral, se intenta avanzar en la comprension

del papel que juega CPT1C en la paraplejia espastica hereditaria.
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INTRODUCCION

1. SISTEMA CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA (CPT)

La B-oxidacion mitocondrial es la via principal para la degradacion de acidos
grasos Yy obtencion de energia. El paso principal en este proceso es el transporte de
los acidos grasos al interior de la mitocondria. Este transporte es mediado por un
grupo de enzimas con actividad carnitina aciltransferasa (CAT) y un transportador
localizado en el interior de la membrana mitocondrial. Existen diferentes tipos de
enzimas con actividad CAT segun el tipo de é&cido graso. La carnitina
acetiltransferasa (CrAT o CAT) utiliza acetil-CoA como sustrato. La carnitina
octanoiltransferasa (CrOT o COT) facilita el transporte de &cidos grasos entre 8 y
10 carbonos desde el peroxisoma a la mitocondria y las carnitinas
palmitoiltransferasas 1 y 2 (CPT1 y CPT2) facilitan el transporte de acidos grasos
de cadena larga (AGCL) (C16-C20) a la matriz mitocondrial para la B-oxidacién
(Figura 1).

La CPT1 es una proteina transmembrana situada en la membrana mitocondrial
externa que cataliza la transferencia del grupo acilo de los aciles-CoA, formados
por la actividad de la acil-CoA sintasa (ACS), a la carnitina del espacio
intermembrana. El producto, acilcarnitina, es transportado a la matriz mitocondrial
por una reaccion de intercambio facilitada por la carnitina-acilcarnitina translocasa
(CACT) situada en la membrana mitocondrial interna. Por Gltimo, una vez en la
matriz mitocondrial, la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) revierte la reaccion,
transfiriendo el grupo acilo de la acilcarnitina a una molécula de CoA-SH. De este
modo los AGCL-CoA entran en el ciclo de la B-oxidacion para producir acetil-
CoA (Figural).
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AGCL AGCL-CoA  CoA-SH

CITOSOL

Carnitina AGCL-Carnitina

MATRIZ MITOCONDRIAL

AGCL-CoA CoA-SH

Figura 1. Sistema CPT en el transporte de acidos grasos al interior de la mitocondria. La
activacion de AGCL (acidos grasos de cadena larga) a AGCL-CoA es producida por la enzima
ACS (Acil-CoA sintasa). El transporte al interior de la mitocondria se lleva a cabo por la CPT1
(carnitina palmitoiltransferasa 1), que cataliza la formacién de AGCL-carnitina. La CACT
(carnitina acilcarnitinatranslocasa) transporta los AGCL-carnitina a través de la membrana
mitocondrial y CPT2 convierte los AGCL-carnitina en el interior de la matriz mitocondrial.

Existen tres isoformas de CPT1 (Figura 2):

CPT1A: es la isoforma que presenta una expresion mas ubicua. Se encuentra en el

higado, pulmén, pancreas, intestino, ovario y cerebro (McGarry and Brown 1997).

CPT1B: se encuentra en musculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo Yy
testiculos (Esser et al. 1996; Yamazaki et al. 1995).

CPT1C: esta isoforma fue descubierta muy posteriormente a las anteriores (Price et
al. 2002). Se encuentra en el sitema nervioso central (SNC) y muestra una elevada
homologia en su secuencia de aminoacidos con las otras dos isoformas, aunque no
tiene actividad catalitica. Esta isoforma se encuentra localizada en el reticulo
endoplasmico (RE), mientras que CPT1A y B se encuentran localizadas en la

mitocondria.
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El estudio filogenético de los tres genes CPT1 indica que divergieron
aproximadamente al mismo tiempo. Sin embargo, CPT1C Unicamente se expresa

en mamiferos, mientras que CPT1A y CPT1B también se expresan en otros

vertebrados.
A)
1 pp 773
| Rn CPT1A \
M1 IMZ B)
1 772
Rn CPT1B \

Rn CPT1C

T™M1 TM2 T

C-=terminal tail

Figura 2. Comparacion de las tres isoformas CPT1. Representacion de las tres isoformas
(CPT1A, B y C) de rata, en la que se muestra la cola de CPT1C en el extremo C-terminal, los
dominios transmembrana (TM1 y TM2) y la posicidn de los aminoacidos al inicio y al final. B)
Muestra la identidad y la similitud entre las diferentes isoformas (modificado de Wolfgang et al.
2006).
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2. CPT1C: CARNITINA PALMITOILTRANSFERASA 1C

CPT1C se expresa principalmente en el cerebro de mamiferos. Un analisis mas
detallado de la expresidbn de esta proteina por hibridacion in situ e
inmunohistoguimica en cortes de cerebro de raton ayudo a esclarecer las zonas de
mayor expresion: el hipocampo (involucrado en aprendizaje y cognicién), el
nacleo hipotalamico (ingesta y gasto energético) y la amigdala (centro de
coordinacion de la respuesta autbnoma y endocrina en el control de los estados
emocionales). Recientemente, se ha demostrado que CPT1C también se expresa en
neuronas motoras y en ganglios de la raiz dorsal (DRG), situandola en el sistema
nervioso periférico (Dai et al. 2007; Price et al. 2002; Rinaldi et al. 2015).

En 2008, Sierra y colaboradores demostraron mediante el uso de marcadores
celulares especificos que CPT1C solo se expresa en neuronas, y no en células
endoteliales o gliales (Sierra et al. 2008). En este mismo estudio se demostré que
CPT1C se localiza en el reticulo endoplasmico (RE) y no esta presente en la
mitocondria ni en los peroxisomas, siendo la regién N-terminal de CPT1C la

responsable de la localizacion subcelular de esta proteina.
2.1 Actividad catalitica y regulacion

El analisis comparativo de aminoacidos entre las tres isoformas revela que
CPT1C conserva todos los residuos involucrados en la actividad carnitina

palmitoiltransferasa, asi como el lugar de union de malonil-CoA.

Malonil-CoA es sustrato de la acido graso sintasa (AGS) en la sintesis de novo
de &cidos grasos. Actla como inhibidor fisiologico de las enzimas CPT1. En
estado de alimentacion el malonil-CoA se encuentra unido a las enzimas CPT1 y
las inhibe, lo que conlleva el incremento de la concentracion de AGCL-CoA
intracelular. Sin embargo, cuando se produce una bajada de los niveles de malonil-
CoA durante el ayuno, se pierde la unién a CPT1 y se favorece la beta-oxidacion
mitocondrial y en consecuencia, la disminucion de los niveles AGCL-CoA (Lane
et al. 2005; Ruderman, Saha, and Kraegen 2010).

10
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Varios grupos de investigacion han intentado evaluar la actividad CAT de la
CPT1C bajo distintas condiciones. Price y colaboradores ensayaron la actividad
CAT en levaduras, en las que expresaron CPT1C recombinante, con varios aciles-
CoA conocidos como sustratos de las otras isoformas, sin lograr detectar actividad
catalitica. Sin embargo en este trabajo demostraron por primera vez que CPT1C

tiene la misma afinidad por malonil-CoA que CPT1A (Price et al. 2002).

El grupo de Daniel Lane llevo a cabo una serie de experimentos en los que
ensayd la actividad CAT de CPT1C en células HEK293T sobreexpresando
CPT1C, ampliando la cantidad y complejidad de los aciles CoA usados como
sustratos. A pesar de ello fueron incapaces de detectar actividad catalitica
(Wolfgang et al. 2006).

En 2008 Sierra y colaboradores, mediante cromatografia liquida en tandem con
un espectrofotometro de masas, demostraron en células PC-12 que CPT1C era
capaz de utilizar palmitoil-CoA como sustrato, aunque la eficiencia catalitica era

200 veces inferior a la observada para CPT1A (Sierra et al. 2008).

Posteriormente Ulmer y colaboradores, mediante experimentos de resonancia
magnética nuclear, observaron que segun las condiciones fisiologicas de la célula,
el dominio N-terminal de CPT1A (dominio regulador) podia adoptar dos
conformaciones: ‘“Na” (inactiva) o “NB” (activa). En cambio, CPT1C estaria
permanentemente en un estado “Na”, hecho que podria explicar la baja capacidad

catalitica (Samanta, Situ, and Ulmer 2014).

Ya que CPT1C no tiene actividad catalitica pero si mantiene la capacidad de
unién a malonil-CoA, se ha sugerido recientemente que CPT1C podria actuar
como un sensor de malonil-CoA, regulando la funcidén de otras proteinas que
interaccionan con CPT1C (Casals et al. 2016).
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2.2 Actividad motora y paraplejia espastica hereditaria

Un estudio reciente llevado a cabo por Rinaldi y colaboradores identific una
mutacion en CPT1C como la causa genética de una nueva forma de paraplejia
espastica hereditaria (PEH) autosomica dominante, denominada SPG73. Era la
primera vez que se describia una mutacién de CPT1C en humanos (Rinaldi et al.
2015).

Los investigadores encontraron tres generaciones de una misma familia del sur
de Italia en las que aparecia paraplejia espastica de causa genética desconocida, de
aparicion en adulto y mostrando un patron de herencia dominante. La
secuenciacion de todo el ADN genomico de los individuos afectados permitio la
identificacion de la sustitucion de un solo nucle6tido ¢.109> T (p.Arg37Cys) en el
exon 3 de CPT1C. Los autores sugieren que la mutacion Arg37Cys altera la
interaccion entre el N-terminal y el dominio catalitico C-terminal de CPT1C
(Figura3) (Rinaldi et al. 2015).
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Figura 3. Pedigri de la familia afectada por SPG73 y anlisis de la secuencia de CPT1C. A)
Pedigri familiar B) Diagrama esquematico de CPT1C. Los exones codificantes son representados
en barras negras, los no codificantes en barras blancas, los intrones se representan mediante las
lineas conectoras. C) Electroferograma que muestra la mutacion encontrada en CPT1C. D)
Secuencia de CPT1C en varias especies y en la familia afectada: “Query” (Rinaldi et al. 2015).
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Otro punto importante en este estudio es la interaccion descrita mediante
ensayos de inmunoprecipitacion entre CPT1C vy atlastina-1 (ATL-1), una proteina
que también ha sido relacionada previamente con la PEH (SPG3A) y que se
encuentra localizada en el RE. ATL-1 es una GTPasa que ha sido localiza en el
soma, los conos de crecimiento y las varicosidades de neuronas corticales. Las
mutaciones en esta proteina se han relacionado con alteraciones estructurales del
RE y un déficit en el crecimiento axonal. Se han descrito diferentes proteinas
asociadas a la PEH que interaccionan con ATL-1, como REEP1, espastina,
reticulon o protrudina. Todas estas proteinas se encuentran interaccionando entre
ellas formando una red tubular que le confiere la morfologia y estructura al RE
(Rismanchi et al. 2008; Park et al. 2010; Zhu et al. 2006). La protrudina, ademas,
ha sido identificada como una de las posibles proteinas que interaccionan con
CPT1C (Hashimoto et al. 2014).

La interaccion con ATL-1, y la posible interaccion con protrudina sitdan a

CPT1C como posible componente de la red tubular del RE.

CPT1C también ha sido relacionada con la formacién de compartimentos
intracelulares de reserva de lipidos, llamados cuerpos lipidicos (LD, del inglés
“lipid droplet”) (Rinaldi et al. 2015). En este trabajo encontraron una disminucion
del ndmero y del tamafio de LDs tanto en células COS-7 transfectadas con la
forma mutada de CPT1C (c109>T) como en neuronas corticales aisladas de
ratones deficientes de CPT1C comparadas con ratones salvajes. En trabajos
previos se habia observado el mismo efecto por mutaciones en otras proteinas
asociadas a PEH como ATL-1, espastina y REEP1 (Klemm et al. 2013;
Papadopoulos et al. 2015).

En el trabajo de Carrasco y colaboradores en 2013, ya se habia relacionado la
alteracion en el metabolismo lipidico con alteraciones motoras. Una bateria de
pruebas neuroldgicas en ratones deficientes de CPT1C evidencia que la deficiencia
de CPT1C causa alteraciones motoras. Estos ratones muestran un sistema sensorial
autonémico intacto, pero un estudio mas detallado revel6 una disminucién de la

coordinacion y la marcha, debilidad muscular severa y reduccion de la actividad
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locomotora diaria. El anélisis de la funcion motora en estos ratones, en edades de 6
a 24 semanas, mostraron que los trastornos motores ya estaban presentes en los
animales jovenes y que el deterioro aumenta progresivamente con la edad. Los
analisis de expresion de CPT1C en el cértex motor, muestran niveles bajos desde
el nacimiento hasta los 21 dias de edad, donde presenta un pico de expresion. Estas
observaciones sugieren que CPT1C juega un papel fundamental durante y después
del destete. Los trastornos motores por déficit de CPT1C se producen entre las 3 y

7 semanas de vida (Carrasco et al. 2013).
2.3 Otras funciones de CPT1C
Maduracion de espinas dendriticas y cognicion

Nuestro grupo de investigacion estudio la implicacion de CPT1C en la
consolidacion de la memoria y aprendizaje. Mediante el test del laberinto de agua
de Morris se evalud el aprendizaje espacial y se observo que los ratones deficientes
de CPTL1C presentaban dificultades en el aprendizaje (Carrasco et al. 2012; Price et
al. 2002).

Este déficit de aprendizaje fue asociado con una disminucion de la maduracién
de las espinas dendriticas. Un analisis morfolégico de las espinas en cultivos
primarios demostr6 que las neuronas de ratones deficientes de CPT1C tenian
incrementado el numero de filopodios inmaduros y reducido el porcentaje de

espinas maduras (Carrasco et al. 2012).

El requerimiento de CPT1C para la correcta maduracion de las espinas se ha
asociado con su capacidad de regular los niveles de ceramidas. En el mismo
estudio se demuestra que el tratamiento de las neuronas con un inhibidor de la
biosintesis de ceramidas da lugar a un fenotipo similar al observado en neuronas
deficientes de CPT1C.

En 2012 se demostro la interaccion de CPT1C con los receptores de glutamato
tipo AMPA (Schwenk et al. 2012). También se ha sugerido que el papel de CPT1C

en la maduracion de espinas dendriticas y en el aprendizaje espacial puede ser
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debido a su capacidad para regular la sintesis y el transporte de los receptores
AMPARSs (Carrasco et al. 2012; Fado et al. 2015).

Regulacion de la ingesta y balance energético

Las primeras investigaciones sobre CPT1C se centraron en su posible funcién
en el control de la ingesta, ya que esta proteina posee altos niveles de expresion en
los nucleos hipotaldmicos reguladores de la ingesta y puede unir malonil-CoA, un

indicador clave del estado energético en neuronas hipotalamicas (Dai et al. 2007).

Posteriormente, nuestro grupo estudio el papel de CPT1C en la via de
sefializacion orexigénica de la ghrelina y la implicacion de las ceramidas. Entre
otras aportaciones, se demostré que CPT1C produce un aumento de ceramidas en
el hipotalamo necesario para el efecto orexigénico de la ghrelina (Ramirez et al.
2013). También se demostro la participacion de CPT1C en la ruta de sefializacion
de la leptina. La leptina es un importante regulador fisiologico de la ingesta y el
balance energético, ejerciendo sus efectos anorexigénicos, en parte, por
incrementar los niveles de malonil-CoA en el hipotdlamo (Gao et al. 2007).
Recientemente se ha demostrado que CPT1C en el hipotdlamo juega un papel
clave en la oxidacion periférica de las grasas en respuesta al ayuno (Pozo et al.
2017).

Céancer

En 2011 se relacion6 por primera vez CPT1C con cancer. Zaugg Yy
colaboradores descubrieron que la CPT1C humana promovia la supervivencia de
las células cancerosas y el crecimiento tumoral en condiciones de estrés
metabdlico (Zaugg, K et al. 2011). Un afio mas tarde, Reilly y colaboradores
publicaron que CPT1C se expresaba en varios tipos de tumores, y dicha expresion
era considerablemente mas alta en los relacionados con el SNC (Reilly and Mak
2012b).

En el estudio de Zaugg se demuestra que la expresion de CPT1C se relaciona

de forma inversa con la activacion de la via de mTOR, contribuyendo a la
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resistencia a rapamicina en tumores primarios murinos. Ademas, se describe que la
expresion de CPT1C en lineas celulares tumorales aumenta la oxidacion de acidos
grasos, la produccion de ATP y confiere resistencia a la privacion de glucosa y
oxigeno. Por el contrario, las células cancerosas que carecen de CPT1C son mas
sensibles al estrés metabdlico inducido por hipoglucemia e hipoxia, a la vez que
presentan mayor sensibilidad a rapamicina. Asimismo, la expresion de CPT1C
puede ser inducida por hipoxia o privacion de glucosa. Estos resultados indican
que las células tumorales pueden utilizar un novedoso mecanismo que implica a

CPTL1C, que las protege en situaciones de estrés metabdlico (Zaugg, K et al. 2011).
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3. PARAPLEJIA ESPASTICA HEREDITARIA

La PEH, también conocida como paraparesia espastica hereditaria o sindrome
de Strumpell-Lorrain, fue descrita por primera vez en el siglo 19 por Strumpell y
Lorrain. Ambos describieron un grupo de familias que presentaban espasticidad y
debilidad en las extremidades inferiores, en ausencia de otras anormalidades

neuroldgicas.

Las PEH que han sido identificadas hasta la fecha representan un amplio y
diverso grupo de desordenes neuroldgicos con manifestaciones neuroldgicas y no
neurolégicas (Noreau, Dion, and Rouleau 2014). Actualmente, se define como un
grupo heterogeneo de desordenes neuroldgicos caracterizados por mutaciones
genéticas que causan axonopatia distal del tracto corticoespinal. Las fibras mas
afectadas suelen ser las de la via ascendente. Como resultado de la disfuncién
corticoespinal se produce un aumento del tono muscular y espasticidad. La
espasticidad implica hipertonia muscular, reflejos de estiramiento hiperactivos y
clonus (contracciones y relajaciones oscilatorias de los musculos en respuesta al
estiramiento muscular). Las lesiones extensas de las neuronas motoras superiores
también pueden acompaniarse por rigidez de los musculos extensores de las piernas
y flexores de los brazos (Lo Giudice et al. 2014; Finsterer et al. 2012 ;Blackstone
etal. 2011).

Los estudios epidemioldgicos sitian la prevalencia en 1,27-13,9 casos por
100.000 habitantes (Song 2014; Ruano et al. 2014), aunque varia con el origen
étnico y geogréafico. La PEH autosomica dominante es mas frecuente entre la
poblacion europea, 1,27-5,75/100.000 (Finsterer et al. 2012). Las tasas de
prevalencia varian ademas en regiones donde existe mayor tasa de consanguinidad,
por la elevada proporcion de portadores asintomaticos que no estan contabilizados

en la frecuencia real.

La PEH es una enfermedad heterogénea, tanto a nivel clinico como genético.
Los sintomas iniciales pueden aparecer a cualquier edad. En los casos de aparicién

mas temprana existe un retraso psicomotor en el inicio que dificulta el aprendizaje
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de la marcha o ponerse de pie. No obstante, los primeros sintomas suelen aparecer
maés tarde, y suele ser frecuente la rigidez de las piernas y torpeza al caminar. El

progreso de esta enfermedad es méas rapido cuanto mas tardio es su inicio.
El diagndstico de la PEH esta basado en:

1. Sintomas clinicos caracteristicos de la espasticidad bilateral y debilidad de las

extremidades inferiores, pudiendo ser progresiva o lentamente progresiva.

2. Examen neuroldgico con muestra de afectacion del tracto corticoespinal tales
como espasticidad, aumento de los reflejos, y respuesta de los extensores

plantares.

3. Estudio de los antecedentes familiares con herencia autosémica dominante,
autosdmica recesiva, o ligada al cromosoma X, incluyendo también los casos

esporadicos que pueden ocurrir.
4. Pruebas genéticas de secuenciacion para la busqueda de posibles mutaciones.

Actualmente no existe una terapia para la PEH mas alla del tratamiento
sintomatico, que normalmente estd basado en farmacos antiespasticos, y aquellos
que son importantes para prevenir complicaciones como contracturas, fracturas y

mejoran la calidad de vida de los pacientes (De Souza et al. 2016).
Clasificaciéon PEH

Se puede clasificar segun el fenotipo, el tipo de transmisién genética o las

funciones alteradas.
A. Fenotipo

Paraplejia espéstica hereditaria pura: se caracteriza por espasticidad progresiva,

debilidad de las extremidades inferiores, en ocasiones perturbaciones sensoriales o

disfuncion de la vejiga.
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Paraplejia espastica hereditaria compleja: se caracteriza por presentar
manifestaciones neuroldgicas y no neuroldgicas, que no siempre son detectables

mediante test neuropsicoldgicos o técnicas de imagen (Finsterer et al. 2012).
B. Tipo de transmision genética

Se han descrito casos de herencia autosomica dominante (PEH-AD),
autosémica recesiva (PEH-AR) y también ligada al cromosoma X (PEH-XL).

(Ver anexo 1)
C. Funcion

Las proteinas implicadas en la PEH son de naturaleza muy heterogénea y estan
relacionadas con una gran variedad de vias moleculares o funciones en el
organismo. En la figura 4 puede verse un resumen de las principales funciones
celulares alteradas en PEH. A los genes cuyas mutaciones causan PEH se les
denomina como “SPG” (spastic paraplegia gen) seguido de un nimero asociado a

cada gen (de Souza et al. 2016).
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Figura 4. Funciones alteradas en PEH (Paraplejia Espéstica Hereditaria). Se muestran las
funciones que se pueden ver alteradas en PEH, y alguna de las proteinas implicadas.
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El mecanismo por el cual CPT1C podria estar implicada en la PEH adn es
desconocido. Todo apunta a que podria estar interaccionando con otras proteinas
del RE como ATL-1 o protrudina, y participando en el trafico intracelular,
mantenimiento de la morfologia del RE o en la formacion de cuerpos lipidicos. En
el presente trabajo de Tesis Doctoral, se intenta avanzar en la comprension del

papel que juega CPT1C en la PEH.
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4. DESARROLLO AXONAL

Las neuronas son las células con mayor complejidad morfolégica y funcional.
Su desarrollo comienza con la especializacion de una neurita como axon, para
adquirir la polaridad. EI proceso de polarizacion conlleva una extensa biosintesis
de proteinas y lipidos, transporte activo para llevar los elementos necesarios hasta
los conos de crecimiento, y una compleja organizacion del citoesqueleto. Estos

procesos moleculares requieren un alto consumo de ATP.

La principal ruta de sefializacion implicada en el inicio de la formacion del
axon es PI3K-Akt-GSK3. GSK3 se encuentra de forma constitutiva activa, y es
necesaria para que una neurita se convierta en axon. La posterior inhibicion de

GSK3 permite la elongacion del axén. (Laurino et al. 2005).

También se ha descrito el papel de AMPK en el desarrollo axonal y su

implicacion en la ruta PI3K (Williams and Brenman 2008; Valerio et al. 2006).

AMPK es un componente de sefializacion energética, que es activado cuando
hay una alta proporcién de AMP/ATP. La activacién de AMPK suele desembocar
en la inhibicion de procesos anabdlicos que consumen ATP (sintesis de acidos
grasos, proteinas o colesterol) y la induccion de procesos catabolicos que generan
ATP (captacion de &cidos grasos y glucosa) para mantener las reservas de energia
(Hardie 2004). Se ha descrito que la fosforilacion de AMPK bloquea la
polarizacion inicial del axon. La explicacion reside en que AMPK regula el
transporte de PI3K a los conos de crecimiento (Simo and Jose 2007). Para que
PI13K sea transportado a los conos de crecimiento tiene que estar unido a la cadena
ligera de la de la kinesina-5 (KIF-5). Cuando AMPK es fosforilada, el sitio de
union de PI3K a la KIF-5 queda fosforilado y desplaza la union de PI3K,
inhibiendo su transporte hacia los conos, e inhibiendo el crecimiento axonal (S
Amato and Man 2011) (Figura 5).
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Niveles normales de ATP Niveles bajos de ATP

Figura 5. Inhibicion del crecimiento axonal mediado por la fosforilacion de AMPK. A) En
condiciones normales AMPK permanece inactiva permitiendo el transporte de PI3K hacia los
conos de crecimiento mediante la kinesina-5 (KIF5), promoviendo el crecimiento axonal. B)
Cuando los niveles de ATP son bajos, AMPK se activa (p-AMPK) y causa la fosforilacion de
KIF5 desplazando la union de PI3K, inhibiendo el desarrollo axonal.

El axén una vez formado, debe elongar y alcanzar dianas especificas para
generar contactos sinapticos con otras neuronas o con células especializadas en
diferentes tejidos. Las sefiales para regular la elongacion pueden ser positivas o
negativas con el objetivo de guiar al axén hasta su diana. Este proceso esta
regulado por el comportamiento de los conos, que dispone de mecanismos
reguladores del citoesqueleto, permitiéndole marcar la direccién del crecimiento
segun los estimulos. El remodelaje del citoesqueleto necesario para la formacién
de los conos de crecimiento es posible gracias a proteinas que rompen los
microtubulos en fragmentos mas pequefios y moviles, como la katanina o la
espastina, siendo esta Ultima una proteina que ha sido relacionada con la PEH
(Wood et al. 2006; Yu et al. 2008).
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5. ENDOSOMAS
5.1 Endocitosis.

La endocitosis supone la puesta en marcha de una compleja maquinaria celular
para la internalizacién de material extracelular. Puede estar mediada o no por
receptor. En el primer caso se incorporan moléculas reconocidas por receptores de
la membrana plasmatica (Doherty and Mcmahon 2009). En el segundo no existe
ese reconocimiento y la seleccion del material ocurre mediante la asociacion del
mismo con microdominios de la membrana plasmatica ricos en colesterol y

esfingolipidos o lipid rafts (Mayor and Pagano 2007).

La endocitosis comienza con la invaginacion de la membrana plasmatica que
finalmente se cierra formando una vesicula citosélica o endosoma temprano
inicial. Atendiendo al tipo de proteinas que recubren la invaginacion de la
membrana, y en consecuencia al endosoma temprano inicial, la endocitosis puede
ser dependiente o independiente de clatrina (Figura 6) (Doherty and Mcmahon
2009). Entre los procesos de endocitosis independientes de clatrina se han descrito
los mediados por caveolina, los que forman invaginaciones de membranas

tubulares o polimorfas, la macropinocitosis y la fagocitosis.

Posteriormente, se forman los endosomas tardios, cuyo interior es mas acido,
para finalmente fusionarse con lisosomas, donde el material endocitado es
degradado por los enzimas hidroliticos. Alternativamente, los endosomas
tempranos pueden fusionarse con la membrana basolateral dando lugar a la
exocitosis del material. En este caso las moléculas endocitadas atraviesan la célula
intacta mediante transcitosis. Los receptores que han sido endocitados vuelven a la
membrana de origen mediante vesiculas de reciclaje. Por otro lado los endosomas
tardios, ademas de la fusion con el lisosoma pueden fusionarse con la membrana y
liberar exosomas o ser transportados hacia el reticulo dependiendo de las sefiales

intracelulares (Scott, Vacca, and Gruenberg 2014).
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5.2 Endosomas tempranos (EE; Early Endosomes)

El endosoma temprano es el primer compartimento de la via endocitica. El
proceso exacto por el que se forman no esta claro pero se sabe que la membrana va
creciendo a partir de las vesiculas endociticas que se van fusionando unas con

otras.

El EE recibe la carga endocitada a través de los mediadores endociticos, como
pueden ser clatrina, caveolinas 0 ARF6. Un EE acepta vesiculas durante 10 min de
tiempo en el cual una parte de los componentes pasa a la via de reciclaje mientras
que otra parte de la carga se acumula para ser incluida en los endosomas tardios
(LE).

Uno de los componentes claves en los EE es Rab5, una proteina perteneciente a
la familia de Rab GTPasas que ayuda a mantener la identidad del organulo. Rab5
se mantiene activo hasta que se forma el LE donde pasa a intercambiarse por Rab7.
Durante la conversion de Rab5 a Rab7, una parte del contenido internalizado es

reciclado volviendo a fusionarse con la membrana plasmatica. (Figura 6).

Los EE mantienen una comunicacion bidireccional y continua de vesiculas con
la red trans-Golgi (TGN). Esta comunicacion es responsable de la liberacion de
componentes para la formacién de los lisosomas y para la eliminacion de ciertos
componentes de los endosomas durante la maduracion (Huotari and Helenius
2011).

5.3 Endosomas tardios (LE; Late endosomes)

La formacion del LE va precedida por la conversion de Rab5 a Rab7. Rab7 es
una GTPasa que controla la maduracion y el transporte de LE y lisosomas, y tiene
un papel en algunos procesos fisioldgicos como apoptosis, crecimiento de neuritas,
fagocitosis y autofagia (Guerra and Bucci 2016). Estos cambios dan lugar a la
formacion de un endosoma intermedio que posee caracteristicas y marcadores,
tanto de EE como de LE, denominado ECV/MVB (vesicula portadora de

endosoma o cuerpo multivesicular).
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El cambio de proteinas Rab hace que se produzca una redefinicion de las
propiedades de los endosomas (Figura 6) (Huotari and Helenius 2011). Durante la
maduracion de los LE se producen cambios en los componentes de la membrana;
un desplazamiento hacia la zona perinuclear, formacion de ILVs adicionales, un
cambio de la morfologia y una bajada de pH. La bajada del pH es producida por la
bomba de protones localizada en la membrana del endosoma para favorecer la
accion de las hidrolasas acidas, que son incorporada al LE mediante fusion, y son

transportadas en vesiculas desde el aparato de Golgi.

Figura 6. Organizacion de la via endocitica y maduracion de los endosomas. La endocitosis
puede ser dependiente o independiente de clatrina (CCV o CLICs). Las vesiculas se van
fusionando dando lugar a la formacion del EE (endosoma temprano). Los EE van madurando
mediante fusion de vesiculas procedentes del TGN (trans-Golgi) hasta formar el LE (endosoma
tardio). Entre el EE y el LE hay un paso previo que es la formacién de ECV/MVB (vesicula
portadora de endosoma/cuerpos multivesiculares), que contiene componentes de EE y LE. LYS:
lisosoma, AP: autofagosoma, ER: reticulo endoplasmico. Modificado de Scott, Vacca, and
Gruenbera 2014.
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La Formacion de ILVs es uno de los procesos mas importantes en la biogénesis
de los LE. Son cruciales para la seleccién de la carga que sera posteriormente
degradada en los lisosomas, y para la maduracion y destino de los LE (Colombo
2014).

Otra caracteristica de los LEs, es que presentan en su membrana glicoproteinas
lisosomales como LAMPs que protegen a la membrana de la accion de las
hidrolasas. Todos estos cambios son necesarios para cerrar la via de reciclaje de
los EE, y preparar a los LE para la fusion con el lisosoma. Una maduracion similar
ocurre en el autofagosoma y fagosoma, antes de fusionarse con el LE o lisosoma
(Scott, Vacca, and Gruenberg 2014; Colombo 2014).

Cuando el LE se fusiona con el lisosoma es muy dificil poder distinguir entre
ambos a nivel molecular, ya que no existen proteinas lisosomicas que no estén en
el LE. Los constituyentes principales de ambos organulos son LAMP1 y LAMP2.
La forma de diferenciarlos reside en sus caracteristicas fisicas y morfologicas. Los
lisosomas son mas esféricos y presentan una alta densidad (Huotari and Helenius
2011).

Una proporcion elevada de LE se encuentran formando contactos con el RE,
que es el encargado de determinar el destino de los LE segln las necesidades

celulares.
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6. TRANSPORTE AXONAL DE LE.

El transporte axonal es esencial para la funcion neuronal. Muchas
enfermedades neurodegenerativas tienen alterada la maquinaria responsable de
este transporte. Existen dos tipos de transporte en neuronas: el transporte
anterégrado, que se encarga de transportar desde el soma a los conos de
crecimiento proteinas y lipidos sintetizados, necesarios para mantener la actividad
sinaptica; y el retrogrado, que es necesario para mantener la homeostasis celular
transportando la carga desde los conos de crecimiento hacia el soma. El transporte
retrogrado es importante para la degradacion de organulos y proteinas, y para el
transporte de factores neurotréficos (Gibbs, Greensmith, and Schiavo 2015; Maday
et al. 2014). Ambos tipos de transporte estan mediados por distintas proteinas
motoras: la kinesina, en el caso del transporte anterdgrado y la dineina, que media

el transporte retrogrado (Schmieg et al. 2014; Namba et al. 2015).

Otros componentes importantes para el transporte son los microtibulos, que
proporcionan a las neuronas una polaridad intrinseca. Esta polaridad es la que
permite el transporte axonal direccional. Es importante destacar que la
organizacién de los microtibulos es diferente entre el axén y las dendritas. En el
axon los microtubulos siempre se organizan de modo que el extremo denominado
“menos” (minus-end) se encuentra en el soma y el denominado “extremo mas”
(plus-end) se encuentra en el cono axénico, mientras que en las dendritas presentan
una organizacion mixta. Esta organizacion es importante para el tipo de transporte

y por tanto para el tipo de proteinas motoras que intervienen.

Para llevar a cabo el transporte de LE, también son necesarios los contactos
entre membranas de diferentes organulos, sobre todo los formados con el RE.
Estos contactos incrementan durante la maduracién de los endosomas y juegan un
papel importante en la transferencia de colesterol y transporte y fision de los

endosomas (Friedman et al. 2013; Raiborg, Wenzel, and Stenmark 2015).

28



INTRODUCCION

Una proteina clave en el transporte de LE es Rab7 que se localiza en la
membrana de los LE vy facilita el transporte a lo largo de los microtubulos, asi
como la fusion con los lisosomas y autofagosomas. Para poder transportar los LE
hacia la zona perinuclear, Rab7 interacciona con RILP (Rab Interacting Lysosomal
Protein), un efector que se une a la dineina, favoreciendo el transporte retrégrado
(Guerra and Bucci 2016; Rocha et al. 2009). Por el contrario, para transportar el
LE hacia la periferia celular, el efector de Rab7 que se activa es FYCO-1(FYVE
And Coiled-Coil Domain Containing 1), presente en la membrana de los LEs, que
se une a la cadena ligera de la KIF-5, favoreciendo el transporte anterégrado
(Guerra and Bucci 2016; Raiborg et al. 2015).

Transporte regulado por ORP1L (colesterol)

El primer regulador negativo del transporte de LE es ORP1L (proteina de unién
a colesterol en los LE). ORP1L se puede asociar al complejo Rab7-RILP, presente
en los LE, y bloquear la union de RILP a la dineina en respuesta a cambios en los
niveles de colesterol. El colesterol puede ser endocitado desde el espacio
extracelular en forma LDL (low density lipoprotein) o sintetizado de novo en el RE
e internalizado a los endosomas. Cuando ORP1L reconoce las moléculas de
colesterol, adquiere una conformacion cerrada, que permite la unién del complejo
Rab7-RILP a la dineina favoreciendo el transporte retrogrado. Sin embargo cuando
los niveles de colesterol en la célula son bajos, queda libre el dominio de ORP1L
de unidn al colesterol, favoreciendo su interaccion con VAP-A y bloqueando la
union del complejo Rab7-RILP a la dineina, lo que resulta en la inhibicion del
transporte retrogrado (Figura 7). La interaccién de ORP1L con VAP-A permite la
transferencia de colesterol tanto del RE al LE como del LE al RE. Por lo tanto, los
factores que influyen en los niveles de colesterol influyen también en el transporte
de LE (Wijdeven et al. 2016; Rocha et al. 2009; Wijdeven et al. 2015).
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Figura 7. Transporte regulado por ORP1L. Cuando los niveles de colesterol son altos, ORP1L
(proteina de unidn a colesterol) se mantienen en una conformacion cerrada unido a colesterol, y
RILP se une a la dineina permitiendo el transporte retrogrado de los LEs. Cuando los niveles de
colesterol son bajos ORP1L queda libre y se une a VAP-A, anclando el LE al RE (reticulo
endoplasmico). Esta unién permite que el colesterol en forma LDL quede libre y sea transportado
al RE mediante ORP5.

Transporte regulado por protrudina.

Raiborg y colaboradores en 2015, demostraron la implicacion de protrudina en
el transporte anterogrado mediado por Rab7. La protrudina se encuentra situada en
la membrana del RE y forma parte de los contactos RE-LE mediante la interaccion
con Rab7 y con PI3P, presente en los LE. Demostraron que la protrudina
interacciona con KIF-5 y facilitaba la interaccion de esta proteina motora con
FYCO-1. FYCO-1 se encuentra localizada en la membrana de los LEs, y puede
interaccionar con Rab7, PI3P y con LC3 en los autofagosomas (Pankiv et al.
2010). Ademas, durante el transporte anterogrado, observaron que las vesiculas

FYCO-1 positivas paraban en el RE, coincidentes con la protrudina, y despues
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continuaban el movimiento anterogrado. Los autores describen que la protrudina
dirige la unién de KIF-5 con FYCO-1 mediante Rab7, pero no se conoce el
mecanismo regulador para la sefializacion del transporte (Figura 8) (Raiborg et al.
2015; Wijdeven et al. 2015). Algunos autores sugieren la posibilidad de un sensor
lipidico que pueda regular la funcion de la protrudina, pero hasta el momento se

desconoce la regulacién (Kraul3 and Haucke 2015).

Figura 8. Transporte regulado por protrudina. La protrudina interacciona con los LE
mediante su union a Rab7 y a PI3P, favoreciendo la interaccion de KIF-5 con FYCO-1, presente
en la membrana de los LEs. La interaccion entre FYCO-1 y KIF-5 permite el transporte
anterogrado a través de los microtubulos.
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7. PROTRUDINA

La protrudina también puede ser nombrada como ZFYVE 27. Esta proteina se
expresa sobre todo en cerebro y cerebelo, pero también se ha detectado en corazon,

timo, bazo, estbmago y musculo esquelético (Shirane and Nakayama, 2006).

A nivel subcelular ha sido identificada en dendritas, axon y conos de
crecimiento de neuronas, formando parte de la membrana del RE y membrana
plasmatica. Recientemente ha sido descrita su participacion en los contactos RE-

LE, mediante la interaccion con Rab7 (Raiborg et al. 2015) .
7.1 Estructura

La protrudina presenta diferentes dominios importantes para la interaccion con
otras proteinas. Contiene un dominio RBD (dominio de unién a las proteinas
Rab), una region LCR (Low Complexity Region) de unién especifica a Rab7, y un
dominio FYVE por el que se une al PI3P presente en los LE necesario para
promover la formacion de neuritas a traves de la activacion del trafico vesicular. A
diferencia de lo que ocurre generalmente con los dominios FYVE en otras
proteinas, que suelen interaccionar s6lo con el PI3P, el dominio FYVE de la
protrudina puede interaccionar con otros fosfolipidos que regulan las interacciones
de la protrudina con los endosomas, o con la membrana plasmaética. También
presenta una secuencia FFAT (difenilalanina en el tramo acidico), que media la
interaccion con VAP, y un dominio CC (coiled-coil) de uniéon a KIF-5 (SPG10)
(Saita et al. 2009; Hashimoto et al. 2014; Chang, Lee, and Blackstone 2013)
(Figura 9).
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Figura 9. Dominios de interaccion de protrudina con otras proteinas. RBD (Dominio de union
a Rab), LCR (low Complexity Region), FFAT (difenilalanina en tracto acidico), CC (Coiled Coil),
FYVE (Fabl, YOTB, Vacl y EEAL). La protrudina presenta diferentes puntos de interaccion
durante el transporte de LEs. Por el dominio LCR interacciona con Rab7 y por FYVE con PI3P,
ambos presentes en la membrana de los LEs. Con el FFAT interacciona con VAP (proteina
presente en la membrana del RE). La interaccion con la proteina motora KIF5 se produce mediante
el dominio CC. ER: endosoma de reciclaje.

En 2013 se identificO una nueva isoforma de protrudina (protrudina-L) que
contenia siete aminoacidos adicionales entre el dominio FFAT y el CC, comparado
con la isoforma convencional (protrudina-S) como resultado del procesamiento
alternativo de un microexon (exon L) (Figura 10A). A diferencia de la isoforma S,
el mRNA de la isoforma L sélo fue encontrado en el SNC. Ademas, la isoforma L
se expresa sobre todo en neuronas y astrocitos, y se ha asociado con la elongacion
y polarizacion neuronal (Figura 10C) (Ohnishi et al. 2014; Ohnishi, Shirane, and
Keiichi 2017).
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Figura 10. Expresion de protrudina-Sy L. A) Representacion de los dominios de la protrudina,
los sitios de interaccion con KIF-5y con VAP, y el procesamiento del exén L. B) Expresion de
protrudina-S y L en diferentes tejidos. C) Expresion de protrudina-S y L en neuronas corticales

de raton, en la linea celular Neuro2A y en la linea celular NIH3T3 (fibroblastos). Figura obtenida
de Ohnishi et al. 2014.

7.2 Funcion

Morfologia de reticulo: la protrudina interacciona con otras proteinas que se
encuentran localizadas en la membrana del RE y que han sido asociadas a PEH,
como ATL-1 (SPG3A), REEP1 y REEP5 (SPG31), reticulon 1,3 y 4 (SPG12) o
espastina (SPG4). En un ensayo de protedmica publicado por Hashimoto y
colaboradores, aparece como posible interactor de protrudina la CPT1C. Muchas
de estas proteinas contribuyen a la regulacion de la morfologia y estructura del RE,
generando una curvatura de la membrana mediante sus uniones. Para mantener
estable la estructura del RE estas proteinas se encuentran interaccionando entre
ellas formando una red tubular. Se ha descrito que la mutacion G191V de la
protrudina, la cual ha sido asociada a algunos casos de PEH, produce un cambio

conformacional en la proteina que podria estar alterando la estabilidad estructural
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del RE, sus funciones y los contactos con otros organulos, dando lugar a algunas
de las alteraciones responsables de la enfermedad (Chang, Lee, and Blackstone
2013; Hashimoto et al. 2014).

Extension de neuritas: la extension de neuritas es un evento crucial en la
formacién del axén y las dendritas. La elongacién de neuritas durante el desarrollo
axonal en una direccion determinada es decisiva para la diferenciacion neuronal y
conectividad. Se ha descrito la participacion de protrudina en la formacién de
neuritas asociada a la direccionalidad del trafico de endosomas (Shirane and
Nakayama, 2006). La sobreexpresion de protrudina en cultivos primarios de
neuronas hipocampales y células PC12 produce un incremento de la longitud
axonal y desarrollo dendritico, mientras que el silenciamiento mediante ARN de
interferencia tiene como resultado la inhibicion del crecimiento axonal (Pantakani
etal. 2011; Saita et al. 2009).

Trafico de endosomas: se han descrito dos implicaciones diferentes de la
protrudina en el transporte de endosomas. Una relacionada con la via endocitica de
los EE mediante su interaccién con la proteina Rab11, favoreciendo el transporte
durante el desarrollo neuronal (Welz, Wellbourne-wood, and Kerkhoff 2014;
Shirane and Nakayama, 2006); y otra, descrita mas recientemente, relacionada con

las uniones de RE-LE, mediante la interaccion con Rab7 y con PI3P.
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HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo es que CPT1C podria estar regulando el crecimiento
axonal y dendritico a través de la interaccién directa con la protrudina y de su
participacion en el transporte de los endosomas tardios en las neuronas.
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OBJETIVOS

. Estudiar el papel de CPT1C en el desarrollo axonal y dendritico.
. Estudiar la interaccion de CPT1C con protrudina.

. Estudiar el papel de CPT1C en la localizacion y en el tréfico de los

endosomas tardios.
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1. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS
1.1 Vectores plasmidicos

En este trabajo se han desarrollado una serie de construcciones plasmidicas,
necesarias para los estudios de FRET (transferencia de energia por resonancia
fluorescente). Los vectores plasmidicos que se emplearon fueron pmTurquoise y
SYFP. Ambos vectores presentan la misma estructura bésica (Figura 11).
Contienen las proteinas fluorescente cian (CFP) y amarilla (YFP) respectivamente,
que proceden de diferentes mutaciones en el gen de la proteina verde fluorescente
(GFP).

Bgll (609)
Xhol (613)
Asel (7) Soc”n wl (‘620)
CAG_enhancer EcoRl Egg;
Ndel (234) Psti (638)
CrtV_immearly_promess (639)
imer KPN (6‘9)
p Sacll (652)
Xmal (656)
Apal (657)
Smal (658)
A BamH (650)
Agel (bb5)

)/o EGFP_N_primer
” .y

ECFP (variant)
M1S3T V1634 S175G (Venus)

Apall (4351)
pBR322_origin

TK_PA _terminator

pmTurquoise-N1
4733 bp

NeoRManR EGFP_C_primer

Notl (1401)
Xbal (1411)

( Hpal (1520)
EBY_rev_primer
’— AN (1639)

Fspl (2859)
Mscl (2839) L] ¥ f1_origin

Narl (2757) AmpR_promoter

Clal (2597) pBABE_3_primer
Stul (2578)
0 mer

Figura 11. Estructura del plasmido pmTurquoise-N1 usado en las construcciones
empleadas en el estudio mediante FRET. Se marca en un recuadro naranja la diana de
restriccion de BamH1 donde se han insertado los diferentes genes. Imagen obtenida de
Addgene.org
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En todos los casos se han empleado construcciones fusionadas a CFP o YFP, y

han sido insertadas en los plasmidos por la diana de restriccion de BamH1.

Las construcciones empleadas fueron:

pmTurquoise- Calnexina (Addgene plasmid #55539, cedido a Addgene por el

laboratorio de Michael Davidson).

- pmTurquoise-ER (Addgene plasmid #55550, cedido a Addgene por el
laboratorio de Michael Davidson). Esta construccion se caracteriza porque
tiene una secuencia KDEL fusionada a CFP. KDEL es un péptido sefial (K=
Lisina, D=acido aspartico, E=acido glutamico, L=Leucina) que queda

retenido en el RE, permitiendo su identificacion.

- pmTurquoise-CPT1C y SYFP-CPT1C. Ambos fueron cedidos por el

laboratorio de la Dra. Dolors Serra (Universidad de Barcelona, UB).

- pmTurquoise-ATL-1, SYFP-Protrudin, SYFP-Glual. Estas construcciones
fueron desarrolladas en nuestro laboratorio, para este trabajo, tal y como se

describe a continuacion.

1.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 a partir de la linea celular SH-S5Y5
(neuroblastoma humano). Estas células se sembraron en placas de 60mm a una

concentracion de 2,5 x 10° cél/mL.

Las células se recogieron y se homogenizaron en presencia de TRIzol®
(15596-026 Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante para la

extraccion del ARN.

La concentracion final de ARN obtenida se cuantificd por espectrofotometria

utilizando el lector de placas micro-placas Synergy HT de Biotek®.
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Para el andlisis de la expresion génica de las muestras, en todos los casos, se
obtuvo el ADNc a partir de 1pg de ARN mediante la transcriptasa inversa Mu-
MLV (# 3022-1 Lucigen).

1.3 Amplificacion por PCR

Para las amplificaciones llevadas a cabo en este trabajo se empled la enzima
Q5 Polimerasa (Ref. M0491L, New England Biolabs). Para la mezcla de reaccion
se emplearon dNTPs a 250uM, oligos directo y reverso a una concentracion de
2uM y 1ug de ADNC. La cantidad de enzima empleada fue 0,5uL.

Las condiciones de PCR fueron:

Proceso Temperatura Tiempo
°C

Desnaturalizacion inicial 98 2 min
Desnaturalizacién 98 30s

x30 | Anillamiento 50-72 30s
Extension 72 1 min
Extension final 72 7 min
Hold 10 o

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos usados para la PCR. F: Directo, R: Reverso

NOMEBRE SECUENCIA 5 - 3

Atlastina-1 F CGCGGGCCCGGGATCCATGGCCAAGAACCGCAGGGACAG
Atlastina-1 R GCGACCGGTGGATCCAACATTTTTTTCTTTTCTGATTGTTCAG
Protrudina F CGCGGGCCCGGGATCCATGCAGACATCAGAACGTGAGGGGA
Protrudina R GCGACCGGTGGATCCAACTTGCTCAAGGTCTGGTTACACGAG
GLUA1F GCGACCGGTGGATCCAACAATCCTGTGGCTCCCAAGGGCATCC

GLUA 1R CGCGGGCCCGGGATCCATGCCGTACATCTTTGCCTTTTTCTGC
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1.4 Purificacion de fragmentos amplificados por PCR

Para separar los diferentes fragmentos de ADN por tamarios y purificar el de
interés, las muestras de ADN se corrieron en un gel de agarosa al 0,8% vy las

bandas se separaron por electroforesis.

La visualizacion de las bandas se llevo a cabo en un transluminador con luz
UV. Tras la localizacion de la banda de interés, se recortd con un bisturi y se paso

a un tubo de 1,5mL para su posterior purificacion.

Para la purificacion del ADN contenido en el gel de agarosa se empleo el kit
Nucleo Spin Gel and PCR clean up (Machery Nagel Ref: 740609.250) siguiendo

las indicaciones del fabricante.

1.5 Clonacion por recombinacién

Los insertos fueron introducidos en los plasmidos por el método de
recombinacion. Para ello previamente los plasmidos fueron digeridos con la
enzima de restriccion BamH1. Para llevar a cabo la reaccion de restriccion, se
incubd durante 1h 30min a 37°C.

Componentes Volumen
cDNA Cs.plug
H.O 25 pL
Buffer 3uL
Enzima 1 puL

Una vez concluida la restriccion, el producto de reaccion fue separado en un
gel de agarosa y la banda correspondiente al ADN digerido fue purificado

mediante el kit indicado anteriormente.

Tras obtener los insertos y los plasmidos, se empled una relacion 1:2

plasmido/inserto para llevar a cabo la reaccion de recombinacion. En este caso se
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emplearon 50ng de plasmido y 100ng de inserto, en un volumen final de 10puL (en

agua).

1.6 Comprobacion de clones positivos y secuenciacion

En este trabajo la transformacion se realiz6 mediante un choque térmico en

c¢lulas DH5a competentes producidas en el laboratorio.

Tras la transformacion con los plasmidos, se inoculo una colonia aislada en 3
mL de medio LB liquido (pre-cultivo) con el antibidtico adecuado y se mantuvo
durante 8 horas a 37 °C en agitacion. Posteriormente se inocularon 1,5 mL de este

precultivo en 500 mL de medio LB durante 16 h.

Para el aislamiento y purificacion del ADN se empled el kit Nucleo Spin
Plasmid EasyPure (Ref. 740727.250, Macherey nagel) para obtencion de
cantidades pequefias de ADN, o Nucleo Bon Xtra Maxi (Ref.740414.50, Macherey

nagel) para cantidades mayores.

Para la comprobacion de clones positivos, las muestras fueron secuenciadas en

el servicio de Unidad Gendmica de la Universidad de Barcelona (CCiT).
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2. LINEAS CELULARES
En este trabajo se han utilizado diferentes lineas celulares:

HEK?293T: derivan de rifibn humano embrionario. Han sido empleadas para la
fabricacién de lentivirus, y estudios de FRET. Obtenidas del servicio de la

Universidad Auténoma de Barcelona.

Hela: derivan de cancer cervicouterino humano. Han sido empleadas para
estudios de estructuras celulares y transporte intracelular. Fueron cedidas por el Dr.
Harald Stenmark (Centro de Investigacion del Cancer, Facultad de Medicina,
Universidad de Oslo)

SH-S5Y5: derivan de neuroblastoma humano. Han sido empleadas para obtener
ARN vy obtener los genes para las construcciones de FRET. Obtenidas de ATCC
(www.ATCC.org).

En todos los casos las células han sido mantenidas a 37°C y con un 5% de CO,
y cultivadas en medio de crecimiento completo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, E15-009 PAA) con alto contenido de glucosa (4,5 g/L), 10% de
suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina y 2 mM de glutaMAX™ (#35050 Life Technologies).

2.1 Transfeccion

En este trabajo se han empleado diferentes métodos de transfeccion, segun el

tipo celular y la eficiencia requerida.

FUGENE® HD (Ref. E2311 Promega): este método fue empleado para transfectar

con dos plasmidos simultaneamente las celulas HeLa con el objetivo de
incrementar la eficiencia de transfeccion. Se siguid el protocolo facilitado por el

fabricante para esta linea celular.
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Fosfato célcico: fue empleado para la transfeccion de células HEK293T, tanto para

la produccién de lentivirus como para la técnica de FRET (ambas técnicas se

detallan en el capitulo siguiente).

2.2 Obtencioén de lentivirus

El objetivo de fabricar virus para la sobreexpresion de CPT1C fue mejorar la

eficiencia de la transfeccidn en neuronas corticales en cultivo.

En esta aproximacion se han empleado dos plasmidos: el vector pWpi y pWpi-
CPT1C (Figura 12). Los lentivirus son virus de la familia Retroviridae, cuyo
genoma se basa en ARN, replicandose a través de la formacion de un ADN
provisional mediante retrotranscripcion. Los retrovirus dependen de transcriptasas
inversas para llevar a cabo esta retrotranscripcion y de integrasas para que su ADN
sea insertado en el genoma de las células huésped. De esta manera el material
genético introducido es integrado y heredado por las células hijas, aunque los
lentivirus ofrecen la ventaja de ser altamente eficientes no solo en células que se
dividen, sino también en células que no estan destinadas a dividirse como las
neuronas. Sin embargo los lentivirus no tienen la capacidad de autorreplicarse por

lo que una célula infectada no es capaz de generar méas virones.
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Figura 12. Mapa del plasmido pWpi. CPT1C fue introducida en el vector en el lugar de
restriccion para Pmel.
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A. Produccion

Para la generacion de lentivirus, ademas del vector lentiviral (pWpi) también
son necesarios un vector de empaquetamiento virico (capside) y otro de envoltura
virica que permite la fusion con la membrana de la célula huésped para introducir
la capside que contiene el genoma. Los vectores de empaquetamineto virico
utilizados fueron psPAX2 (#12260 Addgene) y pMD2.G (#12259 Addgene). El

protocolo seguido fue el siguiente:

Preparacion de las células HEK293T para la transfeccion. El dia anterior a la

transfeccion se sembraron 4 x 10°celulas/pocillo en placas de cultivo de 100mm (3
placas por cada plasmido), con el fin de alcanzar el 80% de confluencia en el

momento de la transfeccion.

Transfeccidn con fosfato calcico. 2 h antes de la transfeccion se eliminé el medio y

se afladieron 10 mL de medio fresco por placa. Para transfectar 3 placas, se

prepard la mezcla en el siguiente orden:

Componentes Cantidades

pWpV/CPTIC (1 mg/mL) 45 pg

pMD2.G (1 mg/mL) 15.9 pg
psPAX (1mg/ml) 29.1 ug
ITE0,1 X 1.3 mL
H>O tamponada 727 pL
CaCh 2,5M 223 pL
2HeBS 2X 2,25 mL

Es importante que el HeBS se afiada gota a gota y con la placa en agitacion
con vortex (asegurando la formacién de un precipitado O6ptimo para la
transfeccion), y dejar el precipitado a temperatura ambiente 20 minutos. A

continuacién se afiadio gota a gota 1,5 mL de la mezcla por placa.
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A la mafana siguiente se aspir0 el medio y se afiadio lentamente 5 ml de medio

fresco y se dejo incubar durante 8 horas a 37°C.

Recogida de medios de cultivo. Se recogio el medio de cultivo en un tubo de 50

mL y se almacenaron a 4°C. Seguidamente se afiadieron 5 ml de medio fresco y se
incubd entre 8-12 horas. Los sobrenadantes pueden ser recuperados 2 0 3 veces,
cada 8-12 horas en un mismo tubo que es mantenido a 4°C hasta que finalice el

periodo de recogida.

Concentracion de sobrenadantes. Para la concentracion se usaron tubos

concentradores de Sartorius (Ref. VS2042). Se siguid las recomendaciones del

fabricante hasta conseguir reducirlo a un volumen final de 200uL.
B. Infeccion de células para la titulacion virica

La titulacién virica se realiza con el objetivo de conocer la concentracion de
virus en un volumen. Para ello se emplean una serie de diluciones para obtener la
informacion cuantitativa. El titulo se corresponde con el factor de dilucion mas alto

que es capaz de producir virus. El protocolo seguido fue el siguiente:
Dia 1: sembrar 4x10* cél/pocillo en placas P24.

Dia 2:

1. Contar las células de dos pocillos y hacer la media, para conocer el valor

real de células que seran infectadas.

2. Transducir las células con 8 diluciones seriadas 1:2.

3. Dejar un pocillo sin virus como control negativo de la transduccion.
Dia 3: afiadir 1mL de medio de cultivo a cada pocillo.

Dia 5: recoger las células para analizarlas por citometria de flujo.
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C. Titulacioén viral

La citometria de flujo es una técnica que nos permite la identificacion de
distintos tipos celulares en funcién de su tamafio y complejidad. La técnica de
FACS (del inglés fluorescent- activated cell sorting) es un tipo especializado de
citometria que nos permite ademas la deteccién de aquellas células que emiten
fluorescencia. Las células recogidas fueron analizadas en un citémetro de flujo de
nuestro laboratorio (BD FACSalibur™) obteniendo el ndmero de células
infectadas (aquellas que emiten fluorescencia debido a la introduccion de GFP)

presentes en la mezcla.

Los datos proporcionados por el citometro fueron analizados con el programa
WinMDI de modo que para cada muestra se pudo calcular el porcentaje de células
GFP positivas y negativas. A partir de estos valores se gener6 la curva de
diluciones y se calcul6 la concentracion de virus en unidades de transduccion por

mililitro (TU/mL) mediante la siguiente férmula:

% Células GFP positivas x numero de células (contadas a los 2 dias)
TU/mL =

pL de virus

Reactivos:
Tampon TE 1X pH 8: 10mM Tris-HCI pH8, 1mM EDTA pH 8.
2Agua tamponada: agua MQ suplementada con 2,5mM HEPES pH 7,3.

32X HeBS (HEPES Buffered Saline): Para 1L de H,O se afiadié: 280mM NacCl,
50mM HEPES, 1,5mM Na,HPO :2H,0. Se ajusté el pH a 7 con 5M NaOH.

57



MATERIALES Y METODOS

3. CUANTIFICACION Y DETECCION DE PROTEINAS
3.1 Extraccién y cuantificacion de proteinas

Para la extraccion de proteinas a partir de células en cultivo, se retir6 el medio
de cultivo y se lavo dos veces con PBS 1X. Las células se recogieron con ‘tampén
de lisis suplementado con Zinhibidores de proteasas y de *fosfatasas en caso
necesario. Las células recogidas se mantuvieron en agitacion durante 30 min a
4°C. Posteriormente se centrifugaron a 12.000 rpm a 4°C para eliminar los restos

celulares, y los extractos se almacenaron a -20°C.

La cuantificacion de la concentracion proteica de las muestras se realizo
siguiendo las instrucciones del kit BCA Protein-Assay (Pierce BCA Protein Assay
Kit. Ref 23227 Thermo Fisher).

Reactivos:
Tampon de lisis: Tris 20mM pH 7,4, EDTA 5mM, Np-40 1%, NaCl 150mM.

’Inhibidores de proteasas: Pierce™ Proteasa Inhibitor Tablets #8826 Thermo

Scientific

*Inhibidores de fosfatasas: Pierce ™ Phosphatase Inhibitor Mini Tablets #88667

Thermo Scientific.

3.2 Western Blot

Para la separacion electroforética se emplearon geles de acrilamida
comerciales al 10% (Ref. 5671034 Bio-Rad). La electrotransferencia se realizo a
400 mA durante 1h 30 min a 4°C. Se emplearon membranas de PVDF,
previamente activadas con metanol. Posteriormente el blogueo se realizo en leche
desgrasada al 5% disuelta en TBS con 0,1% de Tween 20. Todos los anticuerpos
primarios (Tabla 2) empleados en este trabajo fueron incubados durante la noche a

4°C en agitacion. La incubacion con los anticuerpos secundarios (Tabla 2) se
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realizd durante una hora a temperatura ambiente a una dilucion 1:10.000. La
deteccion de los anticuerpos secundarios unidos a HRP (del inglés Horseradish
Peroxidase) se realizd6 mediante quimioluminiscencia, usando el sustrato Luminata
Forte WBLUFO0500 Millipore. En algunos casos en los que la sefial era mas débil,

se usé SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate, 34095 Sigma).

3.3 Inmunofluorescencia

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se
incubaron en solucién de bloqueo con suero de cabra al 10% vy triton al 0.1% en
PBS durante 1h a temperatura ambiente. En todos los casos la incubacion con los
anticuerpos primarios (Tabla 2) se realiz6 durante toda la noche a 4 °C. Para los
anticuerpos secundarios se emple6 una diluciéon 1:1000 en solucién de blogueo, y
fueron incubados durante 1h a temperatura ambiente en condiciones de humedad y
oscuridad. Tras la incubacion con el anticuerpo secundario (Tabla 2) se incubd
durante 5 min con Hoechst 33342 diluido 1:1000 en PBS. Posteriormente las
preparaciones fueron montadas en portaobjetos utilizando como medio de montaje
Fluoromount-G® (#0100-01 Southern Biotech).
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Tabla 2. Anticuerpos empleados para western blot e IF.

Anticuerpos Primarios Referencia Dilucion
WB

Anti- CPT1C Sintetizado contra los ultimos 14aa de CPT1C deraton.  1:5000
Anti- AMPK 2603 Cell Siganling. 1:1.000
Anti- fosfo AMPK 25358 Cell Signaling. 1:1.000
Anti- p Tubulina T2200 Sigma. 1:5.000
Anti- GAPDH AMA4300 Applied Biosystems. 1:25.000

Anticuerpos Primarios Referencia Dilucién

IF

Anti- LAMP-1 11418 Sigma. 1:200
Anti- Calreticulina Ab2907 Abcam. 1:200
Anti-Neurofilamento Smi312r Covance. 1:1.000
Anticuerpos Secundarios Referencia Dilucién
Anti- Conejo 9340 Amersham Bioscience. 1:10.000
Anti- Ratén 515-035-003 Jackson Inmunoresearch. 1:10.000
Anti Raton (Alexa Fluor488)  A11001 Invitrogen. 1:1.000
Anti Raton (Alexa Fluor 594)  A11005 Invitrogen. 1:1.000
Anti Conejo (Alexa Fluor 488)  A11008 Invitrogen. 1:1.000
Anti Congjo (Alexa Fluor 594)  A11012 Invitrogen. 1:1.000
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4. INTERACCION DE PROTEINAS
Técnica de FRET (Transferencia de Energia por Resonancia Fluorescente)

Para el estudio de la interaccion de proteinas se emple6 la técnica de
transferencia de energia por resonancia fluorescente (FRET). Esta técnica esta
basada en la transferencia de energia no radiante, sin absorcion ni emision de
fotones, desde un fluor6foro en estado de excitacién (donador) a otro cercano
(aceptor). La transferencia de energia se relaciona directamente con la distancia (r)

de separacion entre el donador y el aceptor.

FRETer=1/ [1+(r/Ro} ]

La resolucion de FRET viene definida por “R0” que normalmente es menor a
10-70A. RO depende de la extension del solapamiento entre el espectro de emision
del donador y el de excitacion del aceptor, el rendimiento cuantico del donador, y
la orientacion relativa entre el donador y el aceptor. Para que se produzca el
fenomeno de FRET la distancia entre el donador y el aceptor debe ser entre 1y 10
nm, y los espectros de emision del donador y el de excitacion del aceptor han de

solaparse (Figura 13).
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Figura 13. Condiciones para que se
produzca FRET. A) Si la distancia es
superior a 10nm entre el donador y
aceptor, no se producira FRET. B) Si la
distancia entre donador y aceptor esta por
debajo de 10 nm se produce FRET,
indicando interaccion entre  ambas
moléculas. C) El solapamiento de los
espectros, el de emision del donador y el
de excitacion del aceptor, es necesario
para que se produzca el fendbmeno de
FRET.

Existen diferentes tipos de medidas de FRET. En este trabajo la medida de

FRET empleada ha sido por photobleaching del aceptor, es decir, fotodestruccion

del fluordforo aceptor. En este tipo de medida se evalUa el cambio de intensidad de

sefial de la molécula donadora (Figura 14). Si la aproximacion de las dos

moléculas es inferior a 10 nm se observa un incremento de la intensidad de sefal

en el donador tras la fotodestruccién del aceptor.
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Pre- bleaching Post- bleaching

<10nm <10nm

o 00000C Bleachin ¢

N () ‘ﬂ”‘

I YT

Apre / x

T Dpost
Dpre : Intensidad inicial del Donador
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Apre: Intensidad inicial del Aceptor Dpost

Figura 14. Medida de FRET por el método de fotodestruccién del aceptor. Se mide
inicialmente la intensidad emitida por el donador y el aceptor. Se lleva a cabo la
fotodestruccion (bleaching) del aceptor, y se vuelve a medir la intensidad de la sefial emitida
por el donador. Si hay FRET positivo la intensidad final tiene que ser mayor a la inicial.

Protocolo

La linea celular empleada en esta técnica fue HEK293T. Se sembraron 30.000
cél/pocillo en placas P24, sobre cubreobjetos tratados previamente 1 h a 37°C con

poli-L-Lisina.

A las 24 horas se llevé a cabo la transfeccidn con CaCl,, (tal y como se describe

en el apartado 2.3.A) ajustando los volumenes para placas de 24 pocillos.

Las células se fijaron a las 24 h de la transfeccion con PFA al 4%. Para el
montaje de las preparaciones en portaobjetos se empleé Prolong Diamond
Antifade (Ref: P36970).

Los estudios de FRET se llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia de la
UB.
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5. CULTIVOS PRIMARIOS DE NEURONAS CORTICALES

Se emplearon cultivos primarios de neuronas corticales de embriones de 16

dias de gestacion de ratones C57BL/6J salvajes y deficientes de CPT1C.
El protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

1. Tratamiento de cubreobjetos y placas. Los cubreobjetos fueron tratados con

poly-D-Lisina para asegurar la adherencia de las células a la superficie. La
concentracion utilizada fue de 100 pg/mL para cubreobjetos y 50 pg/mL para
placas multipocillos P6. Se incubaron durante 1h a 37 °C y después se lavaron con
PBS 1X.

2. Procesamiento del tejido.

- Las cortezas cerebrales se recogieron en la solucién 1 y se centrifugé 30s a 1500

rpm.

- Se aspir6 el sobrenadante y se afiadié la *solucién 2 sobre el precipitado. Se

mantuvo durante 10 min a 37°C.

- Se afiadi6 sobre la solucién 2 la *solucién 4 para inactivar la tripsina y se

centrifug6 30 s a 1500rpm.
- El precipitado se resuspendid con pipeta pasteur en la *solucién 3.

- Las células se pasaron por un filtro de nailon (Tela Sefar NITEX #3A03-0041-
108-00) y se pasaron al tubo con la ®solucién 5. Se centrifugaron 5 min a 1000

rpm.
- Se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 en 15 mL de ‘medio completo.

3. Siembra de células. El nimero de células sembradas fue 5x10° cel/pocillo para

placas p6 multipocillos y 5x10* cél/pocillo para multipocillos P24. La siembra se

realizé en medio completo.
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4. Aislamiento de neuronas. Para favorecer el crecimiento de neuronas y eliminar

otros tipos celulares se empled medio ®neurobasal suplementado, a las 4 horas

después de sembrar. Se cambi6 el medio cada 3 dias.
Reactivos:

KBR 10X (Krebs-Ringer Buffer 10x): para 500 mL de H,O Millig: 17,7 g NaCl,
0,9 g KCl, 0,415 g KH,PO,4 5,35 g NaHCO3 y 6,43 g Glucosa.

'PBS 1X suplementado con glucosa 30% y 100U/mL Penicilina y 100pg/mL

Estreptomicina.
2Solucion 1: 50 mL KBR 1X, 0,15 g BSA, 400 uL. MgSO,4+ 7H,0 3,8%.
3Solucién 2: 10 mL de solucién 1y 2,5 mg de tripsina (Sigma).

*Solucién 3: 10 mL de solucién 1, 0,8mg DNAsa (Sigma), 5,2 mg Inhibidor de
tripsina (Sigma) y 100 pL MgSO,* 7H,0 3,8%.

*Solucion 4: 8,4 mL solucion 1 y 1,6 mL solucion 3.
%Solucion 5: 5 mL solucién 1,40 pL MgSOy4+ 7H,0 3,8% y 6 uL CaCl,*2H,0.

"Medio completo: DMEM, 10% FBS inactivado por calor, 100U/mL Penicilina y
100ug/mL Estreptomicina, 4 mM de glutaMAX™,

®Medio Neurobasal suplementado: Neurobasal (Ref. 21103-049 Gibco), B27 1X
(Ref. 17504-044 Gibco), 100U/mL Penicilina y 100ug/mL Estreptomicina.

5.1 Genotipado

Para los cultivos primarios de neuronas corticales empleados en este trabajo se
utilizaron animales salvajes y deficientes de CPT1C. Para verificar el genotipo de
los animales, se analizO el ADN obtenido de las colas por PCR, utilizando

simultaneamente 3 cebadores especificos que permiten la identificacion tanto de
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los homocigotos como de los heterocigotos. La secuencia de los oligonucleétidos
empleados fueron:
Directo: KOF9: 5’- GAGTCAGCCATGACCCGACTGTTG- 3’

Reverso: KORI1: 5’- CCGGTAGAATTGACCTGCAGGGGC-3’
Reverso: KOR9: 5°- CGCTAAAGCCCAGACAGAACACAC-3’

6. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prism5. Los
resultados obtenidos se expresan como el promedio +SEM. El analisis comparativo
de los resultados obtenidos se realizé utilizando el test estadistico ANOVA. Con p-
valor menor a 0,05 se considera que existen diferencias significativas entre las

muestras.
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1. PAPEL DE CPT1C EN EL CRECIMIENTO AXONAL Y DESARROLLO
DENDRITICO

Rinaldi y colaboradores en 2015 publicaron un articulo en el que se describia
una familia italiana que presentaba PEH debido a una mutacion en CPT1C. Esta
enfermedad, como se ha descrito anteriormente, se produce por una alteracion en
el tracto corticoespinal, afectando principalmente al crecimiento y desarrollo de
neuronas corticales. Estudios previos en nuestro laboratorio habian demostrado

que los ratones deficientes de CPT1C presentaban alteraciones motoras.

Con estos datos previos, se decidi6 estudiar el papel de CPT1C en el crecimiento
axonal y desarrollo dendritico. Para ello se emplearon cultivos primarios de
neuronas corticales de ratones salvajes (WT) y ratones deficientes de CPT1C (KO
CPT1C). También se estudié si la sobreexpresion de CPTL1C en neuronas de
ratones WT presentaba algun efecto, y para ello se emplearon construcciones
viricas con CPT1C o EV (vector vacio, empty vector). Para algunos estudios
también se empled la sobreexpresion de CPT1CM**% una versién mutada de
CPT1C desarrollada en nuestro laboratorio, en la cual la metionina en la posicion
589 se cambi6 por una serina. Como resultado de esta mutacion la proteina pierde
la capacidad de unir malonil-CoA. Esta mutacion fue desarrollada previamente por
Morillas y colaboradores para CPT1A, isoforma en la que se comprobé que perdia
la capacidad de union a malonil-CoA pero seguia manteniendo la actividad (Go et
al. 2003) .

1.1 Papel de CPT1C en el crecimiento axonal.

El estudio del crecimiento axonal se llevo a cabo por inmunofluorescencia con
un marcador axonal, anti-neurofilamento (anti-SMI1312), en neuronas corticales
procedente de ratones WT y KO CPT1C a los 4 dias de cultivo. Se decidio fijar las

células a los 4 dias, cuando las neuronas ya presentan un axon desarrollado.

La Figura 15B muestra como las neuronas KO CPT1C presentan una
disminucion en el crecimiento axonal respecto a las WT. Esta disminucion también

se observa en las neuronas en las que se sobreexpresa CPT1CM*%%° (WT+
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CPT1CM*%%) en comparacion con las que contienen el EV (WT+EV). En cambio
cuando sobreexpresamos la forma salvaje de CPT1C (WT+CPT1C) no se observan

cambios.

En la representacion de la distribucion de los axones por tamario (Figura 15C-
D) se observa que en neuronas KO CPT1C hay un desplazamiento hacia la
izquierda, indicando que hay mayor nimero de neuronas con axones mas cortos
que en las neuronas WT. La sobreexpresion de CPT1C apenas tiene efecto
respecto al EV, mientras que la CPT1CM"8%

CPT1C.

presenta un patron similar al KO

Estos resultados indican que CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento
axonal, y ademas tiene que mantener intacto el lugar de union a malonil-CoA, ya

M589S
C

que en el caso de CPT1 , que no une malonil-CoA, se observa un efecto

similar al producido en neuronas KO CPT1C.
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Figura 15. CPTL1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal. A) Iméagenes
representativas de inmunofluorescencia de neuronas corticales de animales salvajes (WT) vy
deficientes de CPT1C (KO), y neuronas WT infectadas con lentivirus conteniendo el vector vacio

(WT+EV) o en las que se ha sobreexpresado CPT1C (WT+CPTIC) o CPT1CM®%
(WT+CPT1CM**%), B) Cuantificacién de la longitud axonal. Se analizaron 100 células por

condicion, con el programa NisElement (NIKON). C) Cuantificacion de la longitud axonal por
intervalos de tamafios. Los resultados se muestran como promedio £ SEM. ***p<0,001, **p<0,01
n.s: no significativo. La barra de escala equivale a 50 pum. Se utiliz6 un microscopio NIKON
Eclipse Ti con una cdmara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X.
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1.2 Papel de CPT1C en la ramificacion dendritica.

Para completar los resultados obtenidos en el punto anterior se decidio estudiar
si CPT1C, ademas de estar involucrada en el desarrollo axonal, también podia

tener un efecto sobre la ramificacién dendritica.

Este estudio se llevo a cabo en neuronas fijadas tras 4 dias de cultivo mediante
inmunofluorescencia con anti-calreticulina como marcador de dendritas. Para la
cuantificacion de estos experimentos se empled el sistema de radios concéntricos.
Se establecieron radios consecutivos separados 10 um, y se cuantificd el namero

de cruces para cada uno de los radios.

En la figura 16 se observa que las neuronas KO CPT1C presentan una
disminucion del arbol dendritico respecto a las WT. Al sobreexpresar CPT1C en
neuronas WT (WT+CPT1C) no se observan cambios con respecto a las que
contienen el EV (WT+EV).

Estos resultados muestran que CPT1C es necesaria para el correcto desarrollo

del arbol dendritico.
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Figura 16. CPT1C es necesaria para la correcta formacion del arbol dendritico. A) La
ramificacion dendritica fue calculada por el sistema de radios. Se cuantificé el niUmero de cruces
por radios separados 10um. B) Imégenes representativas de inmunofluorescencia con anti-
calreticulina. Bajo ellas se muestra el dibujo del esqueleto de una neurona representativo para
cada condicién. C-D) Cuantificacién del nimero de cruces por radios. Se analizaron 100 células
por condicion, con el programa NIS-Elements (NIKON). Los resultados se muestran como
promedio £+ SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Las diferencias entre WT+EV vy
WT+CPT1C no fueron significativas. Las imagenes se realizaron con un microscopio NIKON
Eclipse Ti con una camara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X.
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1.3 Implicacion de CPT1C en la polarizacion celular.

El crecimiento del axdn desde el soma en neuronas se conoce con el nombre de
polarizacion. Es el primer paso en la formacién y funcién de la red neuronal. Este
proceso comienza con una extension rapida de una neurita simple para producir

posteriormente el axon.

Los resultados obtenidos en los puntos anteriores muestran la importancia de
CPT1C en el crecimiento axonal, por ello nos planteamos si esta disminucion de la
longitud es en realidad un reflejo de una disminucion o déficit en el proceso de
polarizacion. Para ello, en las mismas condiciones de los experimentos anteriores,
se cuantifico el porcentaje de células polarizadas (con axon) y el de células sin

ramificar (sin axon ni dendritas), a los 4 dias de cultivo.

Como se muestra en la Figura 17A el porcentaje de células WT en cultivo
polarizadas es significativamente superior al de las células KO CPT1C. Cuando se
cuantificé el porcentaje de células sin ramificar (Figura 17B) se observé un
incremento en las células KO CPT1C. Los datos obtenidos nos muestran que
CPT1C es importante para la previa polarizaciéon celular y posterior longitud y

ramificacion axonal.
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Figura 17. CPT1C es necesaria para la correcta polarizacion y ramificacion neuronal. A)
Cuantificacién del porcentaje de células polarizadas (con axén) en cultivo de WT y KO CPT1C.
B) Cuantificacion del porcentaje de células sin ramificar (sin axén ni dendritas) en WT y KO
CPT1C. Se analizaron 100 células por condicion, con el programa NISElements (NIKON). Los
resultados se muestran como promedio + SEM. ***p<0,001, *p<0,05. Las imagenes se
realizaron con un microscopio NIKON Eclipse Ti con una cdmara Andor CCD clara. El objetivo
empleado fue 60X.
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1.4 Reversion del crecimiento axonal en neuronas KO CPT1C.

Para completar estos resultados y esclarecer si estos cambios en el desarrollo
axonal y dendritico eran directamente dependientes de CPT1C y de su capacidad
CM5898 y
estudiar si este déficit era revertido. Para ello se sobreexpresé la forma salvaje de
CPT1C (KO+CPT1C) o la CPT1CM®* (KO+CPT1CM8%) a los 2 dias de cultivo

en neuronas deficientes de CPT1C. Las celulas fueron fijadas a los 4 dias de

de unién a malonil-CoA se decidid sobreexpresar CPT1C y CPT1

cultivo, como en los experimentos anteriores.
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Figura 18. Reversion del crecimiento axonal en neuronas KO CPT1C. A) Imagenes
representativas de inmunofluorescencia en neuronas corticales KO CPT1C en las que se ha
sobreexpresado CPT1C mediante infeccion con lentivirus que co-expresan GFP o bien con el
vector vacio (EV) como control. En verde se muestra la sefial de GFP procedente de las células
transducidas, y en rojo el marcaje por neurofilamento (anti-SMI1312). B) Cuantificacion de la
longitud axonal en neuronas WT sin infectar o WT con el vector vacio (WT+EV), y en neuronas
deficientes de CPT1C con el vector vacio o sobreexpresando la forma salvaje o mutada de CPT1C
(KO+CPT1C y KO+CPT1C"**®respectivamente). Se analizaron 120 células por condicion, con el
programa NISElements (NIKON). Los resultados son representados como promedio = SEM.
***n<0,001 respecto al WT. # p<0,05 y n.s: no significativo, respecto a KO+EV. C) Longitud
axonal por intervalos. La barra de escala equivale a 50 um. NIKON Eclipse Ti con una cdmara
Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X.
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Cuando se sobreexpresa CPT1C en neuronas KO, hay un aumento significativo
del crecimiento axonal. Este efecto no es observado cuando se sobreexpresa
CPT1CM*®3 (Figura 18B). Ademas, en la Figura 18C en la que se representan los
axones por intervalos de tamafo, al sobreexpresar CPT1C se observa la gréfica

desplazada hacia la derecha, es decir hacia los axones mas largos.

Estos resultados confirman que CPT1C es necesaria para el correcto
crecimiento axonal, y este crecimiento es dependiente de la capacidad de union de
malonil-CoA a CPT1C, puesto que la sobreexpresién de CPT1CM*®** en neuronas

KO CPTL1C no es capaz de recuperar el crecimiento axonal.

1.5 Papel de CPTL1C en el crecimiento axonal en relacién con el estado

energético.

La biosintesis de las estructuras celulares necesarias para la polarizacion y
posterior crecimiento axonal necesita de una coordinacion con el estado energeético
de la célula. Se ha descrito que AMPK (Proteina Kinasa Activada por AMP) es un
sensor energético responsable del mantenimiento de la homeostasis energética en
células eucariotas, y juega un papel importante en la iniciacién del crecimiento

axonal.

En los apartados anteriores hemos descrito la importancia de CPT1C y la unién
de malonil-CoA en el crecimiento axonal y polarizacion. Teniendo en cuenta que
la concentracion de malonil-CoA disminuye en respuesta a la activacion de AMPK
(Jiang et al. 2016), decidimos estudiar si las neuronas KO CPT1C, que presentan
alteraciones en la polaridad neuronal, presentaban una respuesta alterada a la

sefializacién de AMPK en relacién al crecimiento axonal.

Para ello se trataron las células con AICAR (5- aminoimidazol 4- carboxamida)
un agonista de AMPK y se analiz0 la longitud axonal. AICAR activa directamente

a AMPK produciendo su fosforilacion e inhibiendo de este modo a la ACC

76



RESULTADOS

(acetil-CoA carboxilasa) y dando lugar a una disminucion de los niveles de
malonil-CoA (Jiang et al. 2016).

Mediante western blot se analizd el nivel de fosforilacion de AMPK tras el
tratamiento con AICAR tanto en neuronas procedentes de animales WT como de
animales KO de CTP1C. En la figura 19B se observa una activacién de AMPK en
neuronas WT en respuesta al tratamiento con AICAR. En el caso de las neuronas
KO de CPTL1C esta activacion no fue estadisticamente significativa aunque tal y
como se muestra en la figura se observo una clara tendencia. Observamos que las
neuronas WT tratadas con AICAR presentan una disminucion en la longitud
axonal en comparacién con las no tratadas. Sin embargo, en el caso de las
neuronas KO CPT1C no se producen cambios tras el tratamiento, lo que nos indica

que no responden a la activacion de AMPK (figura 19C).

Con los datos obtenidos se puede afirmar que CPT1C participa en el

crecimiento axonal y esta actividad es dependiente de la union a malonil-CoA.

77



RESULTADOS

A
WT KO
PAMPK e Gl D S ] o i s e
avpk DN SR TDTE TR m—
AICAR 2,5 mM . + . +
B C
250+ Hokok
© 2.0+ —
S E 20
% % 154 “T'u’
[ =
° £ ' T 100
(%] E e}
Q2 = 2
g o 0.54 .ED 50
2 0
0.0 = 0
WT KO
AICAR 2,5 mM N ) + ) N _ +

Figura 19. Las neuronas KO CPT1C no responden a un déficit energético. A) Western Blot
de muestras de proteinas procedentes de neuronas WT y KO tratadas con AICAR 2,5 mM a las 72
h de ser sembradas y recogidas 24 h después. Las membranas se incubaron con anti- fosfoAMPK
(PAMPK) y con AMPK total. B) Cuantificacion de los niveles de pAMPK normalizados con
AMPK total. C) Cuantificacion de la longitud axonal. Los resultados son representados como
promedio £ SEM. **p<0,01 *** p<0,001 ns: no significativo.
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1.6 Implicacién de CPT1C en el desarrollo y morfologia de los conos de

crecimiento.

CPT1 interacciona con atlastina-1 (Rinaldi et al. 2015), una proteina que se
encuentra localizada en el soma, el axdn y los conos de crecimiento (Zhu et al.
2006) y que es importante para el dinamismo del citoesqueleto durante el
desarrollo del axén. Nos preguntamos por tanto si CPT1C puede tener algun papel
en esta funcioén de la atlastina-1 y estar controlando de algun modo el crecimiento

de los conos.

En segundo lugar, se ha descrito que los ratones KO CPT1C tienen alterada la
respuesta anorexigénica a la leptina en el hipotalamo (Gao et al. 2011). Aunque la
funcién mejor conocida de la leptina es su participacion en la sefializacion de
saciedad en los nucleos hipotalamicos para regular la homeostasis energética, se ha
descrito ademas la presencia de receptores de leptina en areas extrahipotalamicas
del cerebro, como hipocampo o neocortex y se ha demostrado su participacion en
la modulacion del crecimiento axonal y plasticidad sinaptica, ya que es capaz de
modular la expansion y morfologia de los conos de crecimiento, induciendo la
fosforilacion de GAP-43, una proteina asociada a crecimiento neuronal (Valerio et
al. 2006). Nos planteamos por tanto, si en las neuronas deficientes de CPT1C
podria encontrase alterada otras funciones relacionadas con la leptina, como es la

morfologia de los conos de crecimiento.

Para llevar a cabo este estudio se usaron neuronas corticales tanto de animales
WT como de animales deficientes de CPT1C que fueron tratadas con leptina 100
ng/mL durante 72h. Se realiz6 una doble inmunofluorescencia con anti-
neurofilamento (SMI312) y anti-GAP-43, un marcador de conos de crecimiento.

Se midid el area de los conos y la longitud axonal.

En la figura 20A puede observarse imégenes al microscopio de los conos de
crecimiento de neuronas WT y KO CPT1C. En la figura 20B se representa la
cuantificacion del area de estos conos donde puede observarse que tras el

tratamiento con leptina tanto las neuronas WT como las KO CPT1C presentan un
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incremento en el area de los conos de crecimiento. Sin embargo, no se observaron
diferencias en las neuronas KO CPT1C respecto a las neuronas WT en condiciones
basales, ni tampoco después del tratamiento con leptina indicando que CPT1C no
parece estar implicada en la morfologia de los conos de crecimiento ni tampoco en
el crecimiento de los mismos en respuesta a la leptina. Estos resultados se
confirman al estudiar el area de los conos por intervalos de tamafio (figura 20D).
En esta figura puede observarse como tras el tratamiento con leptina resulta una
gréfica desplazada hacia la derecha tanto en animales WT como en CPT1C KO,
pero no se observa ningln desplazamiento cuando comparamos WT respecto a
CPT1C KO.

Adicionalmente quisimos estudiar si la leptina podia tener algiun papel en el
crecimiento axonal y si CPT1C era necesario para el mismo. Como se muestra en
la figura 20C, el crecimiento axonal se encontraba disminuido en las neuronas
deficientes de CPT1C, tal y como ya habiamos demostrado previamente, pero
dicho crecimiento no se vio afectado por el tratamiento con leptina en ninguno de

los dos genotipos.
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Figura 20. La deficiencia de CPT1C no tiene efecto sobre la morfologia de los conos de
crecimiento ni altera la respuesta a la leptina. A) imagenes representativas de conos de
crecimiento marcados por inmunofluorescencia con anti-GAP-43 (marcador de conos de
crecimiento) de neuronas corticales WT y KO tratadas con leptina 100 ng/mL. B) Cuantificacion
del area de los conos de crecimiento. C) Longitud axonal de neuronas WT y KO tratadas con
leptina. D) Cuantificacion por intervalos del area de los conos de crecimiento, en las diferentes
condiciones. Los resultados son representados como promedio + SEM. **p<0,01, n.s: no
significativo.
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1.7 Efecto del acido oleico sobre el desarrollo axonal en neuronas corticales
KO CPTI1C.

Se ha descrito que el acido oleico es sintetizado por los astrocitos para ser
usado después por las neuronas en la sintesis de fosfolipidos, principalmente en los
conos de crecimiento, necesarios para la diferenciacion y elongacion axonal. Este
proceso se lleva a cabo mediante la activacion de la expresion de GAP-43 por

activacion de la via PKC (proteina kinasa C) (Medina and Tabernero 2002).

En el estudio llevado a cabo por Rinaldi y colaboradores se observa que las
neuronas corticales de ratones KO CPT1C en cultivo presentan una disminucion en
el numero de cuerpos lipidicos, y que la sobreexpresion de CPT1C en células

COS7 produce un incremento en el almacenaje de los mismos (Rinaldi et al. 2015).

Nos planteamos si esa capacidad de producir cuerpos lipidicos en la célula,
podria estar relacionada con el crecimiento axonal. Para ello se trataron neuronas
corticales con dos concentraciones diferentes de oleato (150 y 300 uM) durante
48h.

En la figura 21 se muestra la influencia del oleato en el crecimiento axonal. Se
observa como en las neuronas WT no hay cambios en la longitud axonal, mientras
que en neuronas KO el oleato es capaz de revertir el déficit en el crecimiento
axonal. Ello sugiere que en ausencia de CPT1C se produce un déficit de &cidos

grasos necesarios para el correcto crecimiento axonal.
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Figura 21. El tratamiento con oleato incrementa la longitud axonal en neuronas KO
CPT1C. Se trataron neuronas corticales con oleato a diferentes concentraciones (150 o 300 pM)
durante 48 h. Las barras negras representan las neuronas KO CPT1C vy las blancas las WT. Los
resultados son representados como el promedio + SEM. ***p<0,001 respecto a WT, ##p<0,01
respecto a KO CPTL1C sin tratar.
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2 INTERACCION DE CPT1C CON PROTRUDINA

Dado que CPT1C se encuentra localizada en el RE y que se ha descrito la
interaccion con ATL-1, decidimos estudiar si CPT1C interaccionaba con
protrudina, otra proteina del RE que interacciona con ATL-1, y cuya posible
interaccion con CPT1C ya ha sido sugerida en un estudio previo (Hashimoto et al.
2014).

Para el estudio de esta interaccion se utilizd la técnica de FRET, mediante
photobleaching de la molécula aceptora. Un incremento de fluorescencia de la
molécula donadora es indicativo de que las dos proteinas estan a una distancia

menor a 10 nm.

En primer lugar se establecieron unos controles negativos de FRET. Para ello
se transfectaron células HEK293T con las construcciones de interés por separado,
con el objetivo de conocer la intensidad de sefial del donador en condiciones
aisladas, es decir, sin presencia de aceptor. Se midi6 el cambio de intensidad de
sefial antes y después del proceso de photobleaching. En la figura 22 se muestra
que existen unos valores basales que fueron tomados como negativos en los

experimentos.

% FRET CONTROLES
T

Figura 22. Controles negativos de FRET. Las celulas fueron transfectadas con un solo
plasmido: CPT1C-YFP, protrudina-YFP, CPT1C-CFP o ATL-1-CFP. Se indica el porcentaje de
FRET tras el photobleaching.
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Como control de la técnica se utilizaron tres interacciones conocidas negativas
y dos positivas. Como negativos se emplearon las interacciones CPT1C - KDEL
(secuencia de 4 aminoacidos fusionada a la proteina fluorescente CFP, que la
direcciona al RE), CPT1C — Calnexina (una proteina de RE cuya interaccion con
CPT1C ha sido previamente descartada en nuestro laboratorio mediante ensayos de
inmunoprecipitacion) y CPT1C - Tubulina (una proteina de microtabulos que no se
expresa en RE). Como controles positivos se emplearon las interacciones entre
CPT1C - ATL-1 (Rinaldi et al. 2015), y ATL-1- protrudina (Hashimoto et al.
2014).

Tal y como se muestra en la figura 23, las células transfectadas con la
combinacién CPT1C-ALT-1 y ATL-1-protrudina (controles positivos) resultaron
en un % de FRET significativamente superior al obtenido en los controles
negativos (CPT1C — KDEL, CPT1C — Calnexinay CPT1C — Tubulina). El % de
FRET obtenido en las células transfectadas con CPT1C y protrudina fue muy
similar a los tres controles positivos utilizados para el estudio. Estos resultados

indican, por primera vez, que existe una interaccion entre CPT1C y protrudina.
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Figura 23. Interaccion de CPT1C con protrudina mediante FRET. Se emplearon células
HEK293T transfectadas con las diferentes proteinas fusionadas a CFP o YFP. A) Imagenes
representativas del donador (CFP), que se muestran en rojo, y del aceptor (YFP) que se muestran
en verde, antes y después del photobleaching del aceptor. B) Cuantificacion del porcentaje de
FRET. Los resultados son representados como promedio de 3 experimentos £ SEM.
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Papel de malonil-CoA en las interacciones entre CPT1C y otras proteinas de
RE.

Ya que se ha propuesto a CPT1C como un posible sensor de malonil-CoA nos
planteamos si su interaccion con otras proteinas del RE podia depender de los

niveles energéticos de la célula.

Para conocer si la interaccion de CPT1C tanto con ATL-1 como con
protrudina eran o no dependiente del estado energético de la célula, se realizo de
nuevo un estudio de FRET en dos situaciones en las que los niveles de malonil
CoA se encuentran disminuidos; una es en presencia de TOFA (acido 5-
(tetradeciloxi)-2furoico), un inhibidor de Acetil CoA-carboxilasa (ACC) (Li et al.
2001) y la otra es en ausencia de glucosa (Herrero et al. 2005) (Figura 24).
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Figura 24. Condiciones experimentales para ensayos de FRET. A) Condiciones normales de
cultivo. B) La deprivacion de glucosa o el tratamiento con TOFA, disminuyen los niveles de
malonil-CoA AGCL.: acido graso de cadena larga, ACC: Acetil-CoA carboxilasa, TOFA: (&cido
5-(tetradeciloxi)-2furoico).
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Como prueba indirecta de la disminucion de malonil-CoA en ausencia de
glucosa, estudiamos el nivel de inactivacion de ACC, la enzima encargada de la
produccion de malonil-CoA a partir del acetil-CoA, en nuestras condiciones
experimentales. Para ello, medimos mediante western blot los niveles de
fosforilacion de ACC. Tal y como puede observarse en la figura 25, en ausencia
de glucosa la forma inactiva de ACC (p-ACC) se encuentra incrementada respecto

al total, lo cual es indicativo de una menor produccion de malonil-CoA.

CFP-KDEL CPT1C-CFP

ACC " v s st ——
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Figura 25. Incremento de la fosforilacion (inactivacion) de ACC por deprivacion de glucosa.
Las células fueron incubadas durante 6h con medio DMEM sin glucosa. Se emplearon células
HEK293T transfectadas con CFP-KDEL y CPT1C-CFP. En la figura se muestra el incremento de
fosfo-ACC (pACC) respecto a ACC total (ACC). Los resultados son representados como
promedio £ SEM. ***p<0,001 **p<0,01

88



RESULTADOS

En la figura 26 pueden observarse los resultados del estudio de FRET respecto
a la interaccion de CPT1C con protrudina o ATL-1, en condiciones normales, en
presencia de TOFA y en ausencia de glucosa. No encontramos variaciones
significativas en ninguna de las dos interacciones en las diferentes condiciones.
Esto indica que la interaccién de CPT1C con protrudina o ATL-1, es independiente

de la unién a malonil-CoA.

DONADOR (CFP) ACEPTOR (YFP)
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Figura 26. La union de malonil-CoA a CPT1C no modifica las interacciones de CPT1C con
protrudinay ATL-1. Las células fueron tratadas 1 h con TOFA 20 pg/mL o incubadas en medio
sin glucosa durante 6 h. A- B) Imagenes representativas de células transfectadas con CPT1C-CFP
e protrudina-YFP o ATL-1-CFP e CPT1C-YFP antes y después del photobleaching. El cuadrado
mostrado en las imagenes es el lugar donde se ha realizado el photobleaching. C) Se muestra la
cuantificacion del porcentaje de FRET. Los resultados son representados como promedio = SEM.
ns: no significativo
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3 PAPEL DE CPT1C EN LA REGULACION DE ENDOSOMAS TARDIOS
(LE).

En el estudio publicado por Stenmark y colaboradores se muestra que la
protrudina se localiza en los contactos RE-LE, y juega un papel clave en el
movimiento anterogrado de los LE. Sin embargo, los reguladores de la funcion de

la protrudina son desconocidos (Raiborg et al. 2015).

Tras confirmar la interaccion de CPT1C con protrudina, nos cuestionamos si
CPT1C podria estar implicada en las funciones de la protrudina, y si la union de

malonil-CoA es importante para ello.

3.1 Localizacion de CPT1C en los contactos RE-LE.

Se utilizaron células HelLa, que no expresan CPT1C, pero si protrudina, y se
transfectaron con las construcciones CFP-KDEL, CPT1C-CFP o CPT1CM*%%-CFp
y protrudina-YFP.

En primer lugar se midio el grado de colocalizacion entre CPT1C y protrudina

CM®8% a5 decir, si

y se estudio si esta colocalizacion variaba en el caso de CPT1
era dependiente de la unién a malonil-CoA. Como control se empled la secuencia
KDEL fusionada a CFP, ya que tanto protrudina como CPT1C son proteinas que
se encuentran localizadas en el RE y por tanto esta colocalizacion tenia que ser
positiva. En la figura 27C se muestra como la colocalizacion entre protrudina y
CPT1C-CFP o CPT1CM*®®.CFP es positiva, sin variaciones significativas entre
ellas, indicando por tanto que la colocalizacion de protrudina y CPT1C es

independiente de su capacidad de unién a malonil-CoA.

En segundo lugar, con el fin de conocer si CPT1C formaba parte de los
contactos RE-LE, se estudio la colocalizacion de CPT1C con anti-LAMP1, un
marcador de LE que se encuentra localizado en su membrana. En este caso KDEL
actuaba como control negativo de colocalizaciéon. Los datos obtenidos muestran

que CPTL1C esta proximo a los LE (Figura 27A y B) pero no existe colocalizacion
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positiva en ninguna de las condiciones (Figura 27D), por lo que podemos afirmar

que CPT1C no forma parte directamente de los contactos RE-LE.

En dltimo lugar nos planteamos si CPT1C, mediante su interaccion con
protrudina, podia regular los contactos protrudina-LE. Para ello se estudio como la
colocalizacion de protrudina y LAMP-1 se puede ver afectada por la
sobreexpresion de la forma salvaje de CPT1C o CPT1CM®S. Los resultados
mostrados en la figura 27E indican que la sobreexpresion de CPT1C, tanto en su
forma salvaje como en su forma mutada, no interfieren en la colocalizaciéon de

protrudina con LAMP1 en los contacto RE-LE.
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Figura 27. CPT1C no colocaliza con el marcador de endosomas tardios LAMP1. Se
emplearon células HeL a transfectadas con CPT1C-CFP, CFP-KDEL o CPT1C“**S.CFP (Verde)
y con Protrudina-YFP (Rojo). Los LE se marcaron por immunofluorescencia con anti-LAMP1
(Blanco). A) Imagen representativa de la localizacion de CPT1C y LAMP1. B) Imagen
representativa de la colocalizacion de CPT1C con protrudina pero no con LAMP1. C)
Cuantificacién de la colocalizacién entre Protrudina y KDEL, CPT1C o CPT1CM*%. D)
Cuantificacion de la colocalizacion entre LAMP1 y KDEL, CPTIC o CPT1C“®™® E)
Cuantificacién de la colocalizacion entre Protrudina y LAMPL, en células donde se sobreexpresa
CPT1C o CPT1CM8 (0 KDEL como control). Los valores de colocalizacion se obtuvieron por
correlacion de Pearson. La linea de puntos indica el valor a partir del cual la colocalizacion es
positiva. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio confocal LSM 780 (Universidad de
Oslo, Noruega).
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3.2 Implicacion de CPT1C en la localizacion de los LEs.

En segundo lugar, estudiamos si CPT1C puede estar implicado en el papel que
juega la protrudina en la localizacion de los LEs. Dicha localizacion se ha
relacionado con la formacién de protrusiones en celulas HelLa y con el crecimiento
axonal en PC12. Para estudiar si CPT1C tiene algun papel en esta funcion, se
sobreexpreso la protrudina o bien CPT1C en células HelLa (un tipo celular que no
expresa CPT1C). Para saber si ademas la capacidad de union de CPT1C a malonil-
CoA puede jugar un papel importante también se usaron celulas en las que se
sobreexpresd CPT1CM®%®. Las células fueron tratadas con TOFA. Se usé anti-
LAMP1 como marcador de LEs.

Como observamos en la figura 28B, los LEs presentan una distribucion
periférica solo al sobreexpresar CPT1C o protrudina, respecto a la distribucion
perinuclear que presentan en condiciones basales (en presencia del vector vacio;
CFP) o cuando se sobreexpresa CPT1CM*®S Al tratar con TOFA y por tanto
disminuir hipotéticamente los niveles de malonil-CoA en las mismas condiciones,
s6lo observamos un cambio en aquellas células que sobreexpesan CPT1C, en las
cuales los LEs pasan de una distribucion periférica a presentar una localizacion
perinuclear. En el caso de la sobreexpresion de protrudina, no se observan cambios

cuando tratamos con TOFA.

Dado que la distribucion de los LEs era mas periférica cuando
sobreexpresabamos CPT1C o protrudina, nos planteamos si este hecho tendria un
efecto en la morfologia celular. EI parametro de circularidad se mide en intervalo
de 0 a1, siendo mas proximo a 1 cuanto mas circular es la célula. Como se observa
en la figura 28C-D, las células que tienen sobreexpresada CPT1C, tanto su forma
salvaje como su forma mutada, no presentan cambios significativos en la
circularidad ni en el area. Sin embargo cuando tratamos estas células con TOFA
existe un incremento significativo en la circularidad celular en aquellas que

sobreexpresan la forma salvaje de CPT1C.
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Estos resultados muestran que la sobreexpresion de CPT1C promueve una

localizacion mas periférica de los LEs, y que la union de CPT1C a malonil-CoA

parece ser esencial para ello.
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Figura 28. CPT1C favorece la distribucion periférica de LEs dependiendo de los niveles de
malonil-CoA. A) Imégenes representativas de inmunofluorescencia de células Hela marcadas
con anti-LAMP1 (rojo). En verde se muestra el marcaje de CFP (CPT1C, CPT1C"*®%* o vector
vacio) o YFP (protrudina) B) Cuantificacion de nimero de células con presencia de anti-LAMP1
en la periferia. C) Cuantificacion de la circularidad celular. D) cuantificacion del &rea total de las
células. Se analizaron 150 células por condicidn, con el programa NisElement (NIKON). Los
resultados se muestran como promedio + SEM. ***p<0,001, *p<0,05 ns: no significativo.
NIKON Eclipse Ti con una cdmara Andor CCD clara. El objetivo empleado fue 60X
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3.3 Papel de CPT1C en el transporte de LE.

Por altimo, estudiamos si CPT1C podria estar implicado en el papel que juega

la protrudina en el transporte de los LEs.

Para ello, se estudié en tiempo real el transporte de estos LEs, en células HeLa
que estan sobreexpresando CPT1C o su forma mutada (CPT1C-CFP, CPT1CM%%.
CFP o CFP-KDEL como control). El estudio se llevd a cabo en presencia o
ausencia de TOFA.

Para marcar y poder seguir el movimiento de los LEs se utilizo el marcador de
LE mcherry-FYCO1 (cedido por el laboratorio del Dr. Harald Stenmark, de la
Universidad de Oslo). Como se muestra en la figura 29, FYCO1 se encuentra
localizado en la membrana de los LE. Esta localizacion es independiente del tipo
de transporte, es decir, FYCO1 participa de forma activa en el transporte
anterogrado (desde el soma hacia la periferia celular) mediante su interaccion con
kinesina, pero sigue formando parte de la membrana del LE durante el transporte
retrogrado (desde la periferia hacia el soma). Por estos motivos, FYCOL1 es un

buen marcador para el estudio del movimiento de los LEs.

Figura 29. Localizacién de FYCO-1. Se muestra la
localizacion de FYCO-1 en la membrana de los
endosomas tardios. Independientemente del tipo de
transporte (retrogrado o anterdgrado) FYCO-1
permanece anclado a la membrana del endosoma
tardio.

Estos experimentos se llevaron a cabo en células vivas. Se captaron imagenes
de células FYCOL positivas, cada 2 s en un tiempo maximo de 2 min. El desarrollo

de estos experimentos se llevo a cabo en el Centro de Investigacion del Cancer de
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la Universidad de Oslo, con el grupo del Dr. Harald Stenmark. Para ello se emple6

el microscopio de alta resolucion Delta Vision OMX, GE Healthcare.

En la figura 30A se representa el trayecto de las vesiculas. El anélisis del
movimiento vesicular se realizé diferenciando los LE con movimiento retrogrado y
anterdégrado. Se cuantifico la velocidad de estas vesiculas FYCO1 positivas como
se muestra en la figura 30B. Podemos observar que tanto en el transporte
retrogrado como anterégrado, la sobreexpersion de CPT1C no afecta a la
velocidad, indicando que la sobreexpresion de CPT1C no tiene ningun efecto sobre
la velocidad del transporte. Sin embargo, cuando tratamos con TOFA o

sobreexpresamos CPT1CM°8%

, la velocidad del transporte anterdgrado decrece
significativamente, mientras que la velocidad del transporte retrégrado no se ve
afectada. Estos datos sugieren que CPT1C disminuye la velocidad del transporte

anterogrado cuando no hay union a malonil-CoA.

El siguiente parametro analizado fue la distancia total recorrida por estas
vesiculas (Figura 30C). Al igual que en el caso anterior, la sobreexpresion de
CPT1C, salvaje o mutada, no afecta a la distancia recorrida en el caso del
transporte retrogado. Sin embargo cuando analizamos el transporte anterégrado se
encontré que las vesiculas de las células que sobreexpresan CPT1C presentan un
incremento de la distancia recorrida respecto al control. Este efecto fue bloqueado
cuando las células se trataron con TOFA, en las cuales se registr6 una disminucion

CM5898 el

significativa de la distancia recorrida por los LE. En el caso de CPT1
tratamiento con TOFA no tuvo ningun efecto, y los valores de la distancia

recorrida fueron préximos a los de CPT1C tratados con TOFA.

Por ultimo se analizo la direccionalidad de las vesiculas. En la figura 30D se
observa que las células que tienen CPT1C sobreexpresada no incrementan la
direccionalidad de las vesiculas de forma significativa, sin embargo cuando son
tratadas con TOFA presentan unos valores de direccionalidad mas bajo respecto a

CMS89S g efecto es similar a las células

las células sin tratar. Al sobreexpresa CPT1
CPT1C tratadas con TOFA. Valores de direccionalidad mas préximos a 0 indican

un movimiento vesicular mas desordenado (ver esquema Figura 30E).
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En conjunto, el estudio de todos estos parametros sobre el movimiento de los
LE nos indican que en condiciones basales, energéticamente favorables (niveles
normales de malonil-CoA), la sobreexpresion de CPT1C promueve un movimiento
vesicular mas ordenado en el transporte anterogrado, dando lugar a un incremento
de la localizacion de los LEs en la periferia. Sin embargo, en condiciones de estrés
metabdlico (simulados en nuestras condiciones mediante el uso de TOFA, que
provoca una disminucion de malonil-CoA), CPT1C disminuye la velocidad de los

LEs y hay una pérdida de la direccionalidad.
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Figura 30. CPT1C participa en el transporte anterégrado de endosomas tardios. A)
Representacion grafica del movimiento vesicular. El cruce de las lineas a puntos indica el punto
de origen de los LE. El signo + representa la direccion del transporte anterégrado y el signo - del
retrogrado. B) Cuantificacion de la velocidad de las vesiculas separadas entre movimiento
retrogrado y anterdgrado. C) Distancia total recorrida por las vesiculas separadas por tipo de
transporte. D) Direccionalidad de las vesiculas. E) Representacion grafica de la medida de
direccionalidad. Cuanto més proximo a 1 mas directo y ordenado es el movimiento. Las
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imagenes fueron procesadas con ImageJ y analizadas con el programa de Chemotaxis (IBIDI).
Los resultados son representados como promedio £ SEM. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.
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La funcion molecular de CPT1C aln es desconocida, ya que la falta de una
actividad bioldgica ha obstaculizado los intentos de esclarecer el papel celular y

fisioldgico.

Los resultados obtenidos en este estudio junto con los datos que hay publicados
indican que CPT1C tiene una funcion completamente diferente a la de las otras dos
isoformas conocidas (CPT1A y CPT1B). Esta hipdtesis se basa principalmente en
que no se encuentra localizada en la mitocondria y que no presenta actividad

catalitica.

Las observaciones de que CPT1C se une a malonil-CoA sugieren que podria
actuar como sensor del metabolismo lipidico en neuronas. Los estudios realizados
en ratones con ausencia total de CPT1C muestran una amplia gama de trastornos
cerebrales que incluyen cognicion y aprendizaje espacial deteriorados,
desregulacion en la ingesta de alimentos y homeostasis energética, y deficiencias
motoras. Ademas, recientemente se ha descrito una mutacion humana en CPT1C

asociada a PEH, cuya causa principal es la axonopatia del tracto corticoespinal.

En esta tesis doctoral se intenta ampliar los conocimientos sobre la funcién de
CPT1C. Por primera vez se relaciona esta proteina con el desarrollo axonal y
dendritico, y se demuestra su papel regulador en el transporte de LEs mediante su

interaccion con protrudina.

Ademas, en numerosas ocasiones, se ha sugerido que CPT1C debido a su
capacidad de union a malonil-CoA, podria actuar como sensor de los niveles
energéticos de la célula. En este trabajo hemos usado una forma de CPT1C
portadora de la mutacién M589S. Esta mutacion se localiza en el dominio de unién
a malonil-CoA, dominio en el que CPT1C presenta una alta homologia con
CPTL1A, isoforma en la que se ha demostrado que la mutacion inhibe por completo
la union del malonil-CoA. Gracias al uso de esta forma mutada de CPT1C hemos
podido demostrar en este trabajo la importancia de la unién de malonil-CoA para

la funcion de CPT1C en el desarrollo y transporte axonal.
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1. CPT1C interacciona con protrudina

Uno de los logros més relevantes en esta tesis doctoral ha sido la demostracion

directa de la interaccion entre CPT1C y protrudina.

En 2014 se publicé un estudio en torno a la protrudina en el que aparecia
CPT1C como un posible interactor. La protrudina es una proteina situada en la
membrana del RE que habia sido relacionada anteriormente con PEH (Hashimoto
et al. 2014; Scho et al. 2002). La funcion mejor descrita de esta proteina, hasta el
momento, es su papel regulador en el transporte de LEs hacia la periferia celular
que es importante para el crecimiento axonal o de protrusiones en células no
polarizas (Raiborg et al. 2015). Aunque se ha descrito su funcion, no se conoce
cudl es su mecanismo regulador. Algunos autores han sugerido que requiere un
sensor lipidico para frenar o favorecer el transporte de LEs hacia la periferia
celular (Krauf? and Haucke 2015).

En este trabajo hipotetizamos que la funcion de la protrudina podria estar
regulada por CPT1C en funcion de si se encuentra unida o no a malonil-CoA. Los
niveles de malonil-CoA, como se ha descrito anteriormente, fluctian dependiendo
del estado energético de la célula. Cuando las condiciones metabdlicas son
favorables la enzima ACC permite la formacion de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA. Por el contrario, cuando las condiciones metabolicas son desfavorables se
produce la fosforilacion de AMPK, que inhibe a ACC, produciendo una
disminucidn de los niveles de malonil-CoA (Herrero et al. 2005; Brusselmans et al.
2005; Li et al. 2001). La interaccion malonil-CoA/CPT1C podria representar para
la célula un mecanismo que le permite estar informada sobre la disponibilidad de

acidos grasos y de glucosa.

Tras los resultados obtenidos cuando se disminuyen los niveles de malonil-
CoA mediante la inhibicion de la enzima ACC, no se observan cambios en la
interaccion entre CPT1C y protrudina. Sin embargo, seria posible que la
disminucion de los niveles de malonil-CoA, aunque no impida la interaccion entre

ambas proteinas, si que pueda producir algun tipo de cambio estérico que regule la
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funcién de la protrudina, por ejemplo, promoviendo o inhibiendo su interaccion

con otras proteinas.

Samanta y colaboradores, en 2014, describieron que el dominio N-terminal de
la CPT1C puede adquirir dos conformaciones: una plegada (Na) y otra estirada
(NB). Cuando CPTIC esta en la conformacion NP} se desestabilizan las hojas f1 y
B2 de la proteina. Por comparacion a lo que esta descrito para CPT1A podemos
hipotetizar que cuando malonil-CoA se une a CPT1C se encuentra en la
conformacion plegada (Rao et al. 2011). En nuestro modelo, representado en la
figura 31, proponemos que cuando CPT1C no esta unido a malonil-CoA, el
extremo N-terminal podria estar extendido impidiendo la interaccion de protrudina

con Rab7, necesaria para el transporte anterogrado de LEs.

Con malonil-CoA Sin malonil-CoA

Malonil-CoA

Protrudina

Protrudina

Figura 31. Hipotesis del cambio estructural en CPT1C provocado por la unién de
malonil CoA.
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2. CPT1C participa en la localizacion y movimiento de los LEs

Otro resultado importante y novedoso obtenido en este trabajo es que CPT1C
favorece la localizacion periférica de los LEs. En los datos obtenidos se muestra
que CPT1C no colocaliza directamente con los LEs, por lo tanto, podria estar
regulando la localizacién de los LEs a traves de su interaccion con la protrudina.
Estos datos van en la linea de los resultados obtenidos por Stenmark y
colaboradores en 2015, en los que se muestra que la sobreexpresion de protrudina

favorece la localizacion periférica de los LEs.

En una publicacion muy reciente del mismo grupo se describe la importancia
de la localizacion de los LEs en la célula segun las condiciones metabdlicas (Hong
et al. 2017). En este trabajo observan una localizacién periférica de LEs cuando
sobreexpresan protrudina. Sin embrago esta localizacion pasa a ser perinuclear
cuando inducen la autofagia mediante la deprivacion de aminoacidos. Este cambio
de localizaciéon ocurre cuando mTORCL1 se libera del LE, evitando la formacion
del complejo entre kinesina-1 y FYCO-1, inhibiendo el transporte anterégrado y

favoreciendo la localizacion perinuclear.

En nuestro modelo, cuando sobreexpresamos la CPT1C y disminuimos los
niveles de malonil-CoA simulando un estrés energético, la localizacion periférica
de los LEs pasa a ser perinuclear. Estos datos son apoyados por los resultados

obtenidos tras analizar el movimiento de los LEs en tiempo real.

El conjunto de estos resultados nos muestra que CPT1C favorece la
localizacién periférica de LEs porque favorece el transporte anterogrado de las
vesiculas FYCOL1 positivas. Ademas, este efecto es dependiente de la unién a
malonil-CoA, ya que cuando se muta el sitio de unidn o se bajan sus niveles, el

movimiento anterogrado se frena.

Se ha sugerido que el RE podria actuar como un mecanismo de chequeo de las
condiciones celulares en el transporte de LEs (Raiborg, Eva M. Wenzel, et al.
2015; Kraull & Haucke 2015). Si las condiciones energéticas son adecuadas los

LEs continuarian hacia la periferia para la formacion de nuevas membranas o para
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la formacion de exosomas (Huotari and Helenius 2011). Sin embargo, si las
condiciones no son favorables, el transporte anterégrado de LEs se frenaria para
favorecer otros procesos como la autofagia, o para ahorrar energia, ya que este tipo
de transporte requiere consumo de ATP. Los LEs presentan un movimiento
bidireccional (retrogrado y anterogrado) por lo que una localizacion mas
perinuclear puede indicar una disminucion del transporte anterégrado o un

incremento del retrogrado (Cheng et al. 2015; Wijdeven et al. 2015).

Nuestros resultados muestran que la CPT1C no presenta efecto sobre el
transporte retrogrado, por lo tanto la localizacion perinuclear observada cuando
bajamos los niveles de malonil-CoA es debido al frenado del transporte

anterogrado.

Estos resultados pueden tener una gran relevancia fisiologica. El transporte de
LEs hacia la periferia ha sido relacionado con el crecimiento axonal porque
favorece el transporte de componentes importantes para la formacion de nuevas
membranas. Ante una situacion de estrés metabdlico este transporte se frena, se
paraliza para favorecer otros procesos quizas mas importantes para la
supervivencia celular y la obtencion de energia. El transporte retrégrado de LE

favorece la fusion con el lisosoma para la obtencion de energia.

Es la primera vez que se describe la regulacion del transporte de LE por
malonil-CoA en células donde se sobreexpresa la CPT1C. Hasta la fecha s6lo hay
descrito un mecanismo regulador del movimiento de los LE mediado por los
niveles de colesterol a través del sensor ORP1L, presente en los LEs. ORP1L
puede presentar dos conformaciones, abierta o cerrada. Cuando los niveles de
colesterol son adecuados, se encuentra unido a colesterol y en conformacion
cerrada. En esta conformacion permite la union del complejo RILP-Rab7,
localizado en los LEs, a la proteina motora y facilita el transporte retrogrado de los
LEs. Si por el contrario los niveles de colesterol en la célula son bajos, es necesario
que se establezcan contactos RE-LEs para la transferencia de colesterol entre los
dos organulos. Cuando no hay colesterol presente en la membrana de los LEs,

ORP1L no se puede unir al colesterol y queda en una conformacion abierta,
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permitiendo su interaccion con VAP-A, presente en la membrana del RE. Este
contacto RE-LE ancla el LE al reticulo permitiendo la transferencia de colesterol, y
evitando el transporte retrogrado de los LEs (Rocha et al. 2009; Raiborg, Wenzel,
and Stenmark 2015).

En este trabajo se propone un segundo mecanismo regulador similar al
regulado por colesterol en el que el sensor es CPT1C vy el sustrato malonil-CoA.
En los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que CPT1C no establece
contactos directos con los LEs. Hipotetizamos que CPT1C a través de la protrudina

podria estar regulando el transporte de LEs como sensor de malonil-CoA.

La protrudina se une a los LE mediante Rab7 y PI3P, y media la interaccion
entre kinesina-5 y FYCOL, favoreciendo el paso de este complejo a los
microtubulos y permitiendo asi el transporte anterogrado de los LE (Raiborg et al.
2015). Una posibilidad seria que CPT1C cuando estd unida a malonil-CoA
permitiria que la protrudina interaccionara con Rab7 y PI3P. Por el contrario
cuando la CPT1C no se encuentra unida a malonil-CoA, es decir, en condiciones
energéticas desfavorables, podria cambiar su conformacion y por impedimento
estérico no permitir la interaccion de protrudina con Rab7 o con PI3P, o favorecer
la union con otros moduladores que resulten en la paralizacién del transporte

anterdgrado.

Otra hipotesis de como CPT1C podria participar en la regulacion del transporte
anterégrado seria mediante la interacciébn con Sacl, descrita recientemente
(Brechet et al. 2017) y por un efecto indirecto sobre la protrudina. Sacl es una
fosfatasa, principalmente de PI4P y en menor medida de PI3P. En estudios no
publicados, realizados en nuestro grupo de investigacion, se demuestra que CPT1C
es un regulador negativo de Sacl cuando las condiciones energéticas son
favorables. Cuando CPT1C une malonil-CoA, por un lado inhibiria a Sacl y se
incrementarian los niveles de PI3P, y por otro permitiria la unién de protrudina a
Rab7 favoreciendo la unién de kinesina-5 a FYCO-1 e incrementando el transporte
anterogrado. Por el contrario, en condiciones energéticamente desfavorables donde

los niveles de malonil-CoA disminuyen y no se une a CPT1C, se activaria Sacl, se
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disminuirian los niveles de PI3P y se evitaria la union de protrudina a PI3P y

Rab7, parando asi el transporte anterogrado.
3. CPTI1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal y dendritico

Otro punto novedoso que aporta esta tesis doctoral es la implicacién de CPT1C

en el desarrollo axonal y dendritico.

Los resultados obtenidos muestran que CPT1C es necesaria para el correcto
crecimiento axonal y dendritico, ya que las neuronas KO CPT1C presentan
disminuidos ambos pardmetros. Ademas, hemos comprobado cémo se produce una
recuperacion parcial de este crecimiento axonal cuando la CPT1C se sobreexpresa
en las neuronas KO. El hecho de que esta recuperacion sea parcial podria ser
sencillamente una cuestion de tiempo, dado que las neuronas KO han permanecido
2 dias en cultivo previamente a la sobreexpresion de CPT1C. Para saber si se trata
de un mero retraso o bien de algun tipo de alteracion irreversible producida por la
falta de CPT1C durante los primeros dias de cultivo, seria necesario repetir los
estudios esperando tiempos mayores tras la sobreexpresion y observando la

evolucion del crecimiento.

Esto sugiere que el transporte deficiente de LEs hacia los conos de crecimiento,
da lugar a un aporte reducido de membranas para el crecimiento axonal. Los
resultados obtenidos al tratar las neuronas KO CPT1C con oleato, que muestran
una recuperacion parcial de la longitud axonal, apoyan la hipétesis de que la
disminucion en el crecimiento axonal podria deberse a una alteracion en la

disponibilidad de lipidos destinados al crecimiento de membrana.

Ademas, otro dato interesante que obtenemos de estos experimentos es la
importancia de la union del malonil-CoA a CPT1C para su funcion. Este hecho se

observa cuando sobreexpresamos CPT1CM8%

en neuronas KO CPT1C y no se
produce la recuperacion en el crecimiento axonal que en cambio si observamos
cuando reexpresamos CPT1C. Por otro lado esperariamos que al igual que ocurre
con la protrudina, la sobreexpresion de CPT1C en neuronas corticales WT

incrementara la longitud axonal, pero en nuestros resultados no observamos
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cambios. Estos datos nos llevan a pensar que tiene que haber una proporcion entre
la cantidad de CPT1C y malonil-CoA. En los experimentos de sobreexpresion de
CPT1C, no todas las moléculas de proteina se encontrarian unidas a malonil-CoA

y por tanto no podrian realizar su funcién.

Por otro lado, la sobreexpresién de la CPT1CM**® provoca una disminucién en
el crecimiento axonal de neuronas WT. Esto podria indicar que la mutacion
M589S podria dotar a CPT1C de algun tipo de funcion que inhibiera de forma
activa el crecimiento axonal, o bien que esto sucediera debido a un efecto de
competicion con la isoforma endogena. Por el momento desconocemos si la
mutacion en el lugar de union a malonil-CoA podria estar produciendo un cambio
estructural o conformacional en la proteina, que conllevara una deficiencia en su

funcion o en su interaccion con protrudina.

Una de las principales vias implicadas en el crecimiento axonal es la
dependiente de AMPK. Previamente, Amato y colaboradores, describieron que la
activacion de AMPK produce un acortamiento y una pérdida de la polaridad
neuronal en estadios tempranos del desarrollo, mediante la fosforilacion de la
kinesina-5 en el lugar de unién de PI3K, evitando el transporte de PI3K a los conos
de crecimiento, donde es necesaria para la diferenciacion y el crecimiento axonal
(Stephen Amato et al. 2011). En nuestro trabajo demostramos que el déficit del
crecimiento axonal en las neuronas KO no es debido a alteraciones en la via
AMPK-Kinesina-5-PI3K ya que el nivel de fosforilacion de AMPK en las
neuronas KO no se encuentra alterado. Estos resultados refuerzan el papel del
malonil-CoA en el crecimiento axonal, ya que la activacién de AMPK produce una
disminucion en los niveles, y esto podria explicar el retraso en el crecimiento de
neuronas WT pero no en KO CPT1C.

CPT1C no participa en la morfologia de los conos de crecimiento

Gao y colaboradores en 2001, describieron que los ratones KO CPT1C tenian
alterada la respuesta anorexigénica a la leptina en neuronas hipotaldmicas. La

leptina incrementa los niveles de malonil-CoA en el hipotalamo. Se ha descrito que
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existen receptores de leptina, no solo en el hipotalamo, sino también en neuronas
corticales, y que esta hormona tiene un efecto sobre la morfologia de los conos de
crecimiento (Valerio et al. 2006). Este hecho, junto con la interaccion de CPT1C
con ATL-1 y la localizacién de dicha proteina en los conos (Zhu et al. 2006), nos
llevd a pensar si CPT1C podria también participar en la morfologia de los conos de
crecimiento en respuesta a la leptina, ya que se ha descrito que la ATL-1 permite el
dinamismo del citoesqueleto en el terminal axdnico y es clave para la formacion y

elongacion de los axones.

Los resultados obtenidos muestran que CPT1C no parece estar implicada en la
morfologia de los conos de crecimiento, dado que dicha morfologia no se
encuentra alterada en las neuronas deficientes de CPT1C. Ademas, no existe una
alteracion en la respuesta a la leptina debido a la usencia de CPT1C ya que tanto
en neuronas WT como en deficientes en CPT1C el tratamiento con leptina provoca
los mismos efectos en cuanto a la morfologia de los conos de crecimiento. La
sefializacion de la leptina esta bien descrita en neuronas hipotalamicas, y se conoce
bien su papel regulador, sin embargo la informacion para otras areas del cerebro es
escasa. A pesar de que la leptina regula la morfologia del cono axonal, hasta el
momento no hay ninguna publicacion del papel de la leptina en crecimiento

axonal.

Con los resultados obtenidos podemos descartar que una respuesta deficiente a
la leptina sea la causante del déficit en el crecimiento axonal observada en las
neuronas KO CPT1C.
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4. Consideraciones finales

En conclusion, se propone a CPT1C como un sensor de los niveles de malonil-
CoA y regulador de la funcion de la protrudina en el transporte anterégrado de LEs
y desarrollo axonal. En la figura 32 de esta discusion se muestra un resumen de la
aportacion de este trabajo sobre la funcion de CPT1C. En la figura 32A se
propone el mecanismo de transporte anterdgrado regulado por CPT1C en
condiciones normales de la célula, es decir, en condiciones energéticamente
favorables. Cuando los niveles de malonil-CoA son elevados, se favoreceria que la
protrudina interaccione con Rab7 y PI3P, facilitando el traspaso de kinesina-1 a
FYCO-1, formando un complejo que posteriormente entrara en contacto con los

microttbulos, permitiendo asi el transporte de los LES hacia la periferia celular.

Este transporte anterogrado de LEs favorecerd la formacion de nuevas
membranas, y asi el crecimiento axonal. Por el contrario, en la figura 32B se
propone como seria la regulacién del transporte cuando los niveles de malonil-
CoA son bajos, simulando un estado de déficit energético. En este caso el malonil-
CoA no se encuentra unido a CPT1C y quizas ello conlleve a un cambio
conformacional en CPT1C que por impedimento estérico no permita que la
protrudina se una a Rab7 o PI3P, disminuyendo o paralizando el transporte hacia la
periferia. Como los LEs presentan movimiento bidireccional terminarian

localizandose en la zona perinuclear.

Este nuevo mecanismo descrito tambien podria explicar por qué la mutacién
Arg37Cys da lugar a PEH (Rinaldi et al. 2015). Aunque en este trabajo no se ha
estudiado la mutacién que ha dado lugar a esta enfermedad en una familia italiana,
si sabemos que dicha mutacion provoca un cambio estructural en la proteina
haciendo que el extremo N-terminal esté extendido (situacion que simula la
ausencia de malonil-CoA). Aunque queda ain mucho por investigar sobre esta
mutacion, pensamos que el mecanismo podria ser similar al descrito, originando un
cambio estructural en CPT1C que no permita la interaccion de protrudina con los
LEs, frenando el transporte axonal y originando una axonopatia del tracto

corticoespinal descrito en esta familia.
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El papel de CPT1C en funciones tan necesarias para el desarrollo axonal y
dendritico como es el transporte anterégrado, podria sin embargo ser un elemento
negativo en el caso de las células tumorales. El incremento de LE en la periferia
celular podria incrementar la formacion de protrusiones en células cancerosas
favoreciendo la invasion, ya que se ha descrito que los LEs son portadores de
metaloproteasas (Linder and Biol 2015). Este dato es importante para nuestros
estudios porque Reilly y colaboradores publicaron que CPT1C se expresa en
diferentes tipos de tumores, destacando especialmente los tumores relacionados
con el sistema nervioso central y sarcomas, tumores muy virulentos (Reilly and
Mak 2012a). La obtencion de farmacos que eviten la union de malonil-CoA a
CPT1C en células tumorales quizas sea en un futuro una buena terapia para

disminuir la virulencia de estos tipos de tumores.

En definitiva, creemos que este trabajo ha abierto un nuevo camino para ayudar
a entender el papel de CPT1C en el sistema nervioso central. Nuestros resultados
indican que CPT1C colabora en funciones esenciales en las células nerviosas,
como es el crecimiento axonal. Este papel no parece estar basado en una actividad
directa de CPT1C, debido a la ausencia de actividad catalitica, pero si que podria
deberse a la funcion de CPT1C como sensor de malonil-CoA, regulando asi la
funcion de otras proteinas con las que interacciona en funcion del estado

energético de la célula.
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<— Figura 32. Modelo propuesto para la participacion de CPT1C en el transporte
anterégrado de los LE. A) Condiciones normales, se muestra un modelo energéticamente
favorable, en el que hay malonil-CoA. Cuando hay malonil-CoA en la célula se une a CPT1C
y mediante la interaccion con protrudina se favorece el transporte de LE a la periferia celular.
Este transporte permite la formacion de nuevas membranas y el crecimiento y desarrollo
celular. B) Deprivacion de glucosa o tratamiento con TOFA. Cuando las condiciones
energéticas son desfavorables (simuladas con el tratamiento con TOFA o deprivacion de
glucosa), los niveles de malonil-CoA son bajos y no se uniria a CPT1C, se produciria un
cambio conformacional y se pararia el transporte, para el ahorro energético o para favorecer
otras vias de obtencion de energia. Esto hace que los LE se localicen en la zona perinuclear.
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CPT1C es necesaria para el correcto crecimiento axonal y dendritico en

cultivos primarios de neuronas corticales.

CPT1C actua como sensor de malonil-CoA. Cuando los niveles son elevados

favorece el crecimiento axonal y cuando estan reducidos o CPT1C tiene

mutado el sitio de union a malonil-CoA el crecimiento axonal esta reducido.
CPT1C favorece la polarizacion inicial del axon.

CPT1C interacciona con protrudina.

La interaccién de CPT1C con protrudina y atlastina-1 no depende de la union

de malonil-CoA.

CPT1C no contacta directamente con los endosomas tardios.

La sobreexpresion de CPT1C en ceélulas HelLa promueve la localizacion

periférica de los endosomas tardios dependiendo de la union a malonil-CoA.

La sobreexpresion de CPT1C en células HelLa favorece el transporte

anterdgrado dependiendo de la unién a malonil-CoA.
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RESUMEN

Introduction: Carnitine palmitoyltransferase 1C (CPT1C) is an endoplasmic
reticulum protein that has no catalytic activity but maintains the ability to bind to
malonyl-CoA, an intermediary in the synthesis of fatty acids, whose levels highly
fluctuate depending on the energetic status of the cell. Consequently, CPT1C has
been proposed to be a sensor of malonyl-CoA in neurons. A CPT1C mutation in
the human gene has been described to cause pure hereditary spastic paraplegia
(HSP), a group of neurological disorders characterized by slowly progressive
weakness and spasticity of the muscles of the legs, caused by axonopathy of
corticospinal motor neurons. Genetic analysis has identified more than 50 different
loci involved in HSP, with the mutations in the Protrudin gene being responsible
for a large number of cases. Protrudin has been recently involved in late endosome
(LE) transport along the axon and in neurite growth. We aimed to demonstrate: 1)
the interaction between CPT1C and Protrudin, 2) CPT1C regulation of LE
transport depending on malonyl-CoA levels, and 3) CPT1C involvement in axon

growth.

Material and methods: CPT1C-Protrudin interaction was monitored by
fluorescence resonance energy transfer (FRET) analysis. Neurite outgrowth
measurements were performed in primary culture mouse cortical neurons from WT
or CPT1C KO embryos. Analysis of the LE velocity and distance was determined

in living Hela cells.

Results: We demonstrate that CPT1C is necessary for the proper growth of axons
and dendritic arborization in cortical neurons. FYCO1-positive LES show a strong
movement towards the cell periphery only in CPT1C overexpressing cells and this
effect is dependent on malonyl-CoA levels. When CPT1C and Protrudin are
overexpressed and malonyl-CoA levels are decreased, LEs are localized in
perinuclear area. Moreover, FRET studies demonstrate the interaction between
CPT1C and Protrudin.

Conclusions:
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1. CPT1C is necessary for the correct axonal and dendritic growth in primary

cultures of cortical neurons.

2. CPT1C acts as a malonyl-CoA sensor. High levels of malonyl-CoA favor axonal
growth, while low levels or the CPT1C mutation at the malonyl-CoA binding site

reduce axonal growth.

3. CPT1C favors the initial polarization of the axon.

4. CPT1C interacts with protrudin.

5. The interaction of CPT1C with protrudin or with atlastin-1 does not depend on

malonyl-CoA levels.

6. CPT1C does not contact directly with late endosomes.

7. CPT1C overexpression in HelLa cells promotes the peripheral localization of

late endosomes and this effect requires the binding of CPT1C to malonyl-CoA.

8. CPT1C overexpression in HeLa cells favors anterograde transport of LEs. This

action is also dependent on the binding of CPT1C to malonyl-CoA.
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Type Mi Gene/Protein PPF References
SPGL XR L1CAM/NCAM Neuronal cell adhesion and signaling Jouet et al. (1994)
SPG2 XR PLP1/MPLP Myelination and axonal survival Saugier-Veber et al. (1994)
SPG3A AD ATL1/ATLASTIN-1 Neurite outgrowth, membrane trafficking, ER and Golgi morphogenesis Zhao et al. (2001)
SPG4 AD SPAST/SPASTIN Microtubule dynamics, membrane trafficking, ER morphogenesis, BMP signaling Hazan et al. (1999)
SPG5A AR CYP7B1/0OAH1 Brain cholesterol metabolism Tsaousidou et al. (2008)
SPG6 AD NIPAL/NIPAL Cellular magnesium ion metabolism, endosomal/ER morphogenesis, protein folding |Rainier et al. (2003)
SPG7 AR PGN/PARAPLEGIN Mitochondrial protease, ribosome maturation Casari et al. (1998)
SPG8 AD KIAA0196/STRUMPELLIN Endosomal morphogenesis, protein folding Valdmanis et al. (2007)
SPG9 AD - Unknown Seri et al. (1999)
SPG10 AD KIFSA/KINESIN HC5A Microtubule-based motor protein Reid et al. (2002)
SPG11 AR KIAA1840/SPATACSIN Vesicles sorting Stevanin et al. (2007b)
SPG12 AD RTN2/RETICULON 2 ER morphogenesis Montenegro et al. (2012)
SPG13 AD HSPD1/HSP60 Protein folding and assembly in mitochondria Hansen et al. (2002)
SPGl14 AR - Unknown Vazza et al. (2000)
SPG15 AR ZFYVE26/SPASTIZIN Endosomal trafficking, authophagy, cytokinesis Hanein et al. (2008)
SPG16 XR - Unknown Steinmuller et al. (1997)
SPGL7 AD BSCL2/SEIPIN Lipid metabolism, ER stress response Windpassinger et al. (2004)
SPG18 AR ERLIN2/SPFH2 Regulation of ERAD pathway Alazami et al. (2011)
SPG19 AD - Unknown Valente et al. (2002)
SPG20 AR SPG20/SPARTIN Protein folding, turnover in mitochondria and microtubule dynamics Patel et al. (2002)
SPG21 AR ACP33/MASPARDIN Endosomal trafficking and sorting Simpson et al. (2003)
SPG22 XL SLC16A2/MCT8 Membrane transporter (axon development) Schwartz et al. (2005)
SPG23 AR - Unknown Blumen et al. (2003)
SPG24 AR - Unknown Hodgkinson et al. (2002)
SPG25 AR - Unknown Zortea et al. (2002)
SPG26 AR B4GALNT 1/BAGALNT1 Ganglioside biosynthesis Boukhris et al. (2013)
SPG27 AR - Unknown Meijer et al. (2004)
SPG28 AR DDHD1/PAPLAL Fatty-acid and/or phospholipid metabolism Tesson et al. (2012)
SPG29 AD - Unknown Orlacchio et al. (2005a)
SPG30 AR KIF1A/KINESIN3 Anterograde transport Erlich et al. (2011)
SPG31 AD REEP1/REEP1 Chaperon-like activities, ER morphogenesis Zichner et al. (2006)




SPG32
SPG33
SPG34
SPG35
SPG36
SPG37
SPG38
SPG39
SPG40
SPGAL
SPG42
SPG43
SPG44
SPG45
SPG46
SPG47
SPGA8
SPG49
SPG50
SPG51
SPG52
SPG53
SPG54
SPG55
SPG56
SPG57
SPG58
SPG59
SPG60

SPG61

SPG62
SPG63

AR
AD
XL
AR
AD
AD
AD
AR
AD
AD
AD
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR

ZFYVE27/PROTRUDIN

FA2H/FA2H
NTE/PNPLAG

SLC33A1/ACoA CARRIER
C190rf12/C190RF12

GJC2/CONNEXIN 47

GBA2/GBA2

AP4B1/AP4B1

KIAA0415/AP5Z71

TECPR2/KIAA0329

AP4M1/AP4AM1

AP4E1/AP4EL

AP4S1/AP4S1

VPS37A/VPS37TA

DDHD2/DDHD2

C120rf65/C120RF65

CYP2U1/CYP2U1

TFGITFG

KIF1C/KINESIN FAMILY MEMBER 1C
USP8/UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 8
WDR48/WD REPAET DOMAIN 48

ARLG6IP1/ADP-RIBOSYLATION FACTOR-LIKE 6 INTERACTING PROTH
ERLIN1/ER LIPID RAFT ASSOCIATED 1

AMPD2/ADENOSINE MONOPHOSPHATE DEAMINASE 2

Unknown

Specific spastin binding protein

Unknown

Sphingolipids synthesis

Unknown

Unknown

Unknown

Maintain the integrity of motor neurons, phospholipid homeostasis
Unknown

Acetyl-CoA transporter

Unknown

Formation of gap junctions, direct cell-to cell diffusion of ions and small molecules
Unknown

Ganglioside biosynthesis

Vesicle formation, molecular cargo

Helicase that repair DNA double-strand break and interacts with spatacsin and spastiz
Intracellular autophagy

Vesicle formation, molecular cargo

Vesicle formation, molecular cargo

Vesicle formation, molecular cargo

Sorting of ubiquitinated transmembrane proteins into internal vesicles
Intracellular phospholipase

Peptide chain termination in the mitochondrial translation machinery
Fatty acids hydroxylation

Oncogenesis and vesicle biogenesis and trafficking

Retrograde Golgi to ER transport

Deubiquitinating enyzme

Regulator of deubiquitination

Protein transport

ER-associated degradation

Deaminates AMP to IMP in purine nucleotide metabolism

Stevanin et al. (2007a)
Mannan et al. (2006)
Macedo-Souza et al. (2008)
Dick et al. (2010)

Schille et al. (2009a)
Hanein et al. (2007)
Orlacchio et al. (2008b)
Rainier et al. (2008)
Subramony et al. (2009)
Zhao et al. (2008)

Lin et al. (2008)

Landouré et al. (2013)
Orthmann-Murphy et al. (2009)
Dursun et al. (2009)
Martin et al. (2013)

Abou Jamra et al. (2011)
Stabicki et al. (2010)
Oz-Levi et al. (2012)
Abou Jamra et al. (2011)
Abou Jamra et al. (2011)
Abou Jamra et al. (2011)
Zivony-Elboum et al. (2012)
Schuurs-Hoeijmakers et al. (2012]
Shimazaki et al. (2012)
Tesson et al. (2012)

Beetz et al. (2013)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)



SPG64
SPG65
SPG66
SPG67
SPG68
SPG69
SPG70
SPG71
SPG72
SPG73
SPG74
SPG75
SPG76
SPGT7
Ua

Ua

Ua

Ua

Ua

Ua
SPOAN

AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AD/AR
AD
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR
AR

ENTPD1/ECT ONUCLEOSIDE TRIPHOSPHATE DIPHOSPHOHYDROLAS|
NT5C2/5'-NUCLEOTIDASE, CYTOSOLIC II

ARSI/ARYLSULFATASE FAMILY, MEMBER |

PGAP1/POST-GPI ATTACHMENT TO PROTEINS 1

FLRT 1/FIBRONECTIN LEUCINE RICH TRANSMEMBRANE PROTEIN 1
RAB3GAP2/RAB3 GTPASE ACTIVATING PROTEIN SUBUNIT 2
MARS/METHIONYL-TRNA SYNTHETASE

ZFR/IZINC FINGER RNA-BINDING PROTEIN

REEP2/RECEPTOR EXPRESSION-ENHANCING PROTEIN 2

CPT1C

IBA57

MAG/MYELIN ASSOCIATED GLYCOPROTEIN

CAPN1

FARS2

GAD1/GLUT AMATE DECARBOXYLASE 1

CCT5

OPA3/OPTIC ATROPHY 3 PROTEIN

BICD2/BICAUDAL D HOMOLOG 2

LYST/LYSOSOMAL TRAFFICKING REGULATOR

MT-ATP6/ATP SYNTHASE 6

Hydrolyzes ATP and other nucleotides to regulate purinergic transmission
Preferentially hydrolyzes IMP, in both purine/pyrimidine nucleotide metabolism
Hydrolyze sulfate esters, hormone hiosynthesis

GP1I biosynthesis

Cell adhesion and receptor signaling

Exocytosis of neurotransmitters and hormones

Cytosolic methionyl-tRNA synthetase

RNA localization?

ER-shaping protein

Neurite outgrowth and membrane trafficking.

Mitochondrial dysfunction

Component of myelin

Regulation and organization of dendritic trees

Unknown

GABA synthesis

Proteins folding and cytosolic proteins assembly

Regulator of mitocondrial activity

Protein transport

Lysosomal trafficking regulator

Mitochondrial ATP production

Unknown

Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Novarino et al. (2014)
Esteves et al., 2014;Novarino et al., 20:
Rinaldi et al. 2015

Lossos et al., 2015
Novarino et al. (2014)
Gan-Or et al. (2016)
Yanget al. 2016

Lynex et al. (2004)
Bouhouche et al. (2006)
Arif et al. (2013)

Novarino et al. (2014)
Shimazaki et al. (2014)
Verny et al. (2011)
Macedo-Souza et al. (2005)

MI=modo herencia PPF=Funcidn de la proteina AD=autosomica dominante; AR=autosomica recesiva; XL=ligada al cromosoma X; Ua = SPG no asignado
Tabla 1 modificada (Finsterer et al. 2012; Lo Giudice et al. 2014).
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Uridine-5'-Triphosphate Partially Blocks Differentiation Signals and
Favors a more Repair State in Cultured rat Schwann Cells
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Abstract—Schwann cells (SCs) play a key role in peripheral nerve regeneration. After damage, they respond
acquiring a repair phenotype that allows them to proliferate, migrate and redirect axonal growth. Previous studies
have shown that Uridine-5'-Triphosphate (UTP) and its purinergic receptors participate in several pathophysiolog-
ical responses in the nervous system. Our group has previously described how UTP induces the migration of a
Schwannoma cell line and promotes wound healing. These data suggest that UTP participates in the signaling
involved in the regeneration process. In the present study we evaluated UTP effects in isolated rat SCs and cocul-
tures of SCs and dorsal root ganglia neurons. UTP reduced cAMP-dependent Krox-20 induction in SCs. UTP also
reduced the N-cadherin re-expression that occurs when SCs and axons make contact. In myelinating cocultures,
a non-significant tendency to a lower expression of PO and MAG proteins in presence of UTP was observed. We
also demonstrated that UTP induced SC migration without affecting cell proliferation. Interestingly, UTP was
found to block neuregulin-induced phosphorylation of the ErbB3 receptor, a pathway involved in the regeneration
process. These results indicate that UTP could acts as a brake to the differentiation signals, promoting a more
migratory state in the repair-SCs. © 2018 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: peripheral nerve regeneration, Schwann cells, UTP, neuregulin, migration, N-cadherin.

INTRODUCTION Schwann cells (SCs) play a critical role in Wallerian
degeneration (Bosse, 2012) and in the regeneration
process (Namgung, 2014); when they lose contact with
axons, after peripheral nerve injury, they have the
capacity to modify their phenotype acquiring a “dener-
vated state”. Even though this state shares some of
the features of an immature SC, it constitutes a different
and unique cell type, the repair Schwann cell, with
specific features at the biochemical and gene expres-
sion levels (Brosius Lutz and Barres, 2014; Jessen
and Mirsky, 2016; Arthur-Farraj et al., 2012; Arthur-
Farraj et al., 2017).

In peripheral nerve damage, axons and myelin in the
distal nerve stump are eliminated after injury in a
process known as Wallerian degeneration. This process
involves a series of molecular and cellular changes to
create a microenvironment that promotes nerve
regeneration. These events must occur successfully to
allow injured neurons to regenerate and re-innervate
their original targets (Allodi et al., 2012).
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Catalunya, Sant Cugat del Valles, Spain (N. Casals). Department of variations in the expression of several molecular
Endocrine and Nervous System Pathophysiology, Instituto de Inves- markers (LeBlanc and Poduslo, 1990), such as the down-
tigaciones Biomedicas Alberto Sols, Consejo Superior de Investiga- regulation of Krox-20, a transcription factor that is charac-

ciones Cientificas and Universidad Autdbnoma de Madrid, Madrid,

Spain (C. Grijota-Martinez). teristic of a mature phenotype and necessary for

E-mail addresses: mpalomo@uic.es (M. Palomo-Guerrero), jmcos- transcription of myelin genes, and the upregulation of c-
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nca)sals@uic.es (N. Casals), cgrijota@iib.uam.es (C. Grijota-Marti- rates in the dedifferentiation and proliferation of SCs
nez). . . .

Abbreviations: dbcAMP, dibutyryl cyclic-AMP; DRG, dorsal root (Parkinson et al., 2008). The regenerative process is
ganglia; Fsk, forskolin; NRG, neuregulin; SCs, Schwann cells; UTP, highly dependent on SC migration to the injured site

Uridine-5'-Triphosphate.
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(Chen et al., 2007; Tseng et al., 2003) as well as on their
special reorganization to establish the bands of Blingner,
structures that act as substrates and guides for regenerat-
ing axons (Namgung, 2014; Gomez-Sanchez et al., 2017;
Xiao et al., 2015). After axon regrowth, the association
between SCs and axons must be re-established to pro-
mote SC differentiation and remyelination, thus complet-
ing the nerve regeneration process.

When neurons undergo traumatic injury, intracellular
molecules, and among them nucleotides, are released
to the extracellular milieu and many of them may act
on the surrounding cells, promoting early cellular
responses in the damaged area. It is generally
accepted that nucleotides are involved in many
pathophysiological responses (Franke et al.,, 2006;
Pineau and Lacroix, 2009) and that the P2Y purinergic
receptor signaling pathways are activated after cellular
injury (Yang et al., 2004) and collaborate in cell migra-
tion and wound repair processes in response to injury in
many cell types (Boucher et al., 2010; Jin et al., 2014;
Klepeis et al., 2004; Silva et al., 2015). Uracil nucleo-
tides bind to these specific membrane receptors in glial
cells and growing evidence indicates that they could
constitute some of the signaling molecules activated
after peripheral nerve injury. Uridine-5'-triphosphate
(UTP) has been shown to be involved in pain transmis-
sion mechanisms in neuropathic pain rat models (Ando
et al., 2010; Li et al., 2014; Okada et al., 2002). More-
over, the extracellular concentration of UTP has been
observed to be greatly enhanced after injury in several
animal and cellular models (Lazarowski and Harden,
1999; Erlinge et al., 2005; Lazarowski et al., 1997).
Recently, our group reported that UTP is able to induce
changes in cytoskeleton morphology, increasing migra-
tion and promoting wound healing in a Schwannoma
cell line (Lamarca et al., 2014; Martianez et al., 2012).
The present study aims to look further into UTP actions
on SCs, focusing on those processes that could have a
special relevance in the peripheral nerve regeneration
process. We used a model consisting of isolated pri-
mary SC cultures and cocultures with dorsal root gan-
glia (DRG) sensory neurons. First, we studied its
effects on Krox-20 and c-Jun expression, two transcrip-
tion factors involved in the control of the SCs develop-
ment. Next, we tested whether UTP could modulate
in vitro some of the mechanisms occurring in SCs after
nerve injury, such as proliferation and migration. In
addition, we investigated its effect on the activation of
ErbB3 receptor by neuregulin (NRG), one of the most
relevant mechanisms that control differentiation, prolifer-
ation, and myelination of SCs, as well as its effect on
N-cadherin expression, an essential molecule in both
the generation of the bands of Bingner and the re-
establishment of contact between axons and SCs and,
consequently, myelination. Finally, myelination was
evaluated in the presence of UTP in a coculture model
with DRG neurons. We found that the activity of UTP
in vitro in isolated SCs or in coculture with DRG neu-
rons seems to be directed towards the blockage of
the differentiation signals and favoring a more migrating
and “repair-SC” state.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Ethics statement

All experimental protocols were performed in accordance
with EU Directive 2010/63/EU for animal experiments and
approved by the Ethics Committee of the Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (SAF2011-
25,878) and the Research Ethics Committee of the
Universitat Internacional de Catalunya (CBAS-2013-16).

Reagents

Uridine-5'-triphosphate (UTP; U6875) and dibutyryl cAMP
(dbcAMP; D0627) were purchased from Sigma and used
at 250 uM and 1 mM, respectively. NRG (R&D Systems:
377HB050) was used at 10 ng/ml.

Primary SCs culture

Cells were obtained from neonatal rats as previously
described (Brockes et al., 1979) using some modifica-
tions. Sprague—Dawley rats aged 0 to 4 postnatal days
were used. Cells were obtained by mechanical and enzy-
matic methods (collagenase @A from Roche;
10103578001) and plated onto polylysine-coated plates.
Fibroblasts were eliminated in a 72-h treatment with AraC
(C-1768, Sigma). After recovery from antimitotic treat-
ment, the cells were grown in DMEM supplemented with
3% fetal bovine serum (FBS), 5 uM forskolin (Fsk), and
10 ng/ml NRG (Nrg; 377HB050, R&D Systems) and main-
tained at 37 °C with 5% CO,. All experiments were per-
formed with cultures with less than 4 passages. When
serum deprivation was necessary, we maintained the
cells for 12 h before treatments in a modified Sato med-
ium (Bottenstein and Sato, 1979) consisting in DMEM-
F12 (1:1), 20 nM progesterone (Sigma, P8783), 16 nug/
ml putrescin (Sigma, P5780), and a mixture of insulin,
transferrin, and sodium selenite (ITS; Sigma, 13146).

DRG neurons culture

E15 embryos extracted from Sprague—Dawley rats were
removed and placed in sterile L15 medium. The DRGs
were cut from the spinal cord as close as possible to
the ganglia, dissociated with trypsin, and plated on poly-
L-lysine and laminin-precoated 6-well plates (5 ganglia
per well). Non-neuronal cells were eliminated by adding
10 uM fluorodeoxyuridine to the medium (2 cycles of
three-days). Purified neurons were maintained in MEM
supplemented with 10% FBS, 25 mM glucose, and 100
ng/ml nerve growth factor (NGF; Sigma, N0513).

Conditioned medium experiments

DRG neurons were maintained for 48 h in Sato medium
with or without UTP to produce “UTP-conditioned
medium” (UTP-CM) and “control-conditioned medium”
(CCM) respectively. The conditioned media were
collected and stored at —20 °C.

SCs were previously maintained in Sato medium for
12 h. After this period, the Sato medium was removed
and conditioned medium from DRG neurons was added
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directly to the SCs. To provide control samples, Sato
medium that had not been in contact with axons, and
previously stored at —20 °C, was added.

SC/DRG coculture for N-cadherin study

Purified SCs were harvested by digestion for 10 min at 37
°C with 0.05% trypsin in calcium-free and magnesium-
free Hanks’ Balanced Salt Solution containing 0.02%
EDTA. After trypsinization, the cells were seeded onto
neuronal cultures (2 x 10* SCs per well on a 6-well
plate). UTP treatment for N-cadherin study was
performed in Sato medium.

Myelinating SC/DRG cocultures

Myelinating cocultures were prepared using previously
described methods (Latasa et al., 2010) involving small
variations. DRGs were dissociated and plated onto
Matrigel-coated 6-well plates and non-neuronal cells were
eliminated by three 2-day cycles with a serum-free, N2-
and fluorodeoxyuridine-containing medium (10 pM).
NGF-dependent neurons were allowed to recover for 1
additional week before seeding ~100,000 freshly isolated
SCs, which were purified by a 72-h cycle with AraC fol-
lowed by Thy-1.1 antibody (Sigma)-mediated lysis of the
fibroblasts, onto 3-week-old purified neural cultures of
~50,000 cells in SC-proliferating medium (DMEM/F12
supplemented with L-GIn, N2, 25 mM glucose, and 100
ng/ml NGF). On contact with the axons, SCs started to
proliferate rapidly until the axons became fully populated
(=7 days later). The cultures were changed again to reg-
ular DRG media and, once the SCs ceased proliferation
due to complete population of the cultures and the estab-
lishment of a one-to-one relationship with the axons,
myelination was induced through the addition of ascorbic
acid (50 pg/ml), which is necessary for the formation of
the basal lamina, an absolute requirement for myelin
formation.

Western blot analysis

Cells were washed twice with ice-cold phosphate-
buffered saline (PBS) and lysed in RIPA buffer with
proteases and phosphatase inhibitors. Total protein was
quantified using the BCA protein assay kit (Pierce™).
The protein samples (10-20 pg) were separated in
SDS—polyacrylamide gels (BioRad) and transferred to
PVDF or pure nitrocellulose (PROTRAN BAS85, for
myelin proteins) membranes. The membranes were
blocked at RT for 1h with 5% non-fat milk or 5%
PhosphoBLOCKER™ blocking reagent (Cell Biolabs)
when primary antibodies were directed against
phosphorylated proteins. Primary antibodies were
incubated overnight at 4 °C in blocking solution with the
following dilutions: mouse anti-N-cadherin, 1:1000
(610921; BD); rabbit anti-phospho-c-Jun, 1:650 (9261;
Cell Signaling); rabbit anti-phospho-ErbB3, 1:1000
(4791; Cell Signaling); mouse anti-p-tubulin, 1:2000
(T5201; Sigma); mouse anti-GAPDH, 1:50,000
(AM4300; Applied Biosystems), mouse anti-MAG,

1:1000 (MAB1567, Chemicon; used under non-reducing
conditions); and mouse anti-P0, 1:5000 (Astex).

Transwell migration assay

Migration was assessed by a transwell migration assay,
which allows for a more direct quantification of migrating
cells (Kramer et al., 2013). BD BioCoat cell culture inserts
with 6.5-mm-diameter filters with an 8-um pore size were
used according to the manufacturer’s instructions (BD
Biosciences). The upper chamber was seeded with 2 x
10° SCs. Cells were treated with 250 uM UTP. At specific
time points the remaining cells on the upper side were
removed with a cotton swab. Inserts were washed twice
with PBS and cells that had migrated to the lower side
of the filter were fixed for 10 min with methanol. After fix-
ation, cells were stained for 30 min with 0.2% crystal violet
solution and examined under the light microscope at an
objective magnification of x10. The number of migrated
cells was counted for 6 fields per well with 4 wells per
condition.

Proliferation assay

Estimation of cell number was performed by described
methods (Gillies et al., 1986) with slight modifications. In
short, 35,000 SCs per well were seeded in 24-well plates
in regular SC medium. Twenty-four hours later the med-
ium was removed and replaced by fresh media with the
different treatments for the proliferation assay. After 72
h, cells were washed twice with PBS, fixed 5 min with
methanol at —20 °C and stained with 0.2% crystal violet
in PBS for 20 min. After staining, wells were washed with
PBS and allowed to dry. SCs were permeabilized with 1%
SDS for the crystal violet dye extraction. The solution was
transferred into a 96-well plate and absorbance at 595 nm
was measured.

RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA from 6 x 10° cells was isolated using
TRIZOL® reagent according to the manufacturer’s
instructions. cDNA was synthesized with NxGen®M-
MuLV Reverse Transcriptase (Lucigen) and random
primers, from 1 g of total RNA. Quantitative real-time
PCR was performed using the BioRad thermal cycler
CFX96™ and the SSoAdvanced™ SYBR®Green
Supermix (172-5261 BioRad). All PCR products were
verified using melting curve analysis. Quantification was
performed by the 2724°T formula and normalized with
the housekeeping gene GAPDH.

The sequence of the specific primers was GAPDH
(NM_017008) forward: 5-TGGGAAGCTGGTCATCAAC-
3’ and reverse: 5-GCATCACCCCATTTGATGTT-3;
Krox-20 (NM_053633) forward: 5-CACTGTTTCTCC
GAGTTCTG-3 and reverse: 5-ACAGAGGACACTTG
CAACAC-3’; c-Jun (NM_021835) forward: 5-AAGAACA
CAAAGCAGGGAGG-3' and reverse: 5-GGGAGTT
CATCCGCAATCTA-3'.
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Statistical analysis

Data from a representative experiment of at least 3
independent experiments are shown. Statistical analysis
was carried out using GraphPad Prism 5.0 Software
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).
Results in the figures represent the mean + SEM. Levels
of significance were expressed as 'p < 0.05, “p < 0.01,
™p <0.001, or non-significant (ns) after performing
either a t-test or analysis of variance (ANOVA) with a
Tukey’s post-test.

RESULTS

UTP partially hinders the dbcAMP differentiation
signal

SCs are a very plastic cell type and after peripheral nerve
damage, when they lose contact with axons, they acquire
a repair phenotype that supports axon regrowth and nerve
regeneration. Since UTP is released during this process,
we analyzed whether this nucleotide could have a direct
effect on the differentiation stage of SCs in culture. We
used a 250 uM concentration of UTP to simulate the
high concentration of nucleotides released after damage
(Lazarowski and Harden, 1999; Elliott et al., 2009), a con-
centration that we have previously shown to be active
in vitro without affecting cell viability (Lamarca et al.,
2014; Martiafez et al., 2013).

>
w

As a first approach, we studied whether the levels of
Krox-20, the key transcription factor that controls the
intrinsic SC developmental program inducing a more
differentiating state, could be altered by a 72-h
treatment with UTP in Sato medium in SC primary
cultures. As shown in Fig. 1A (Control vs UTP), UTP did
not affect Krox-20 basal expression at the mRNA level
in these conditions. Based on the inability of UTP to
change Krox-20 levels in this model, we tested whether
the regulation of Krox-20 during the processes of either
differentiation or dedifferentiation could be modulated in
the presence of UTP. To induce differentiation, SCs
were treated for 72 h with dbcAMP, a well-known axonal
contact mimicker that induces SC differentiation in the
absence of mitogens. As expected, this treatment
resulted in a significant increase in the differentiation
marker Krox-20. Interestingly, in the presence of UTP,
the strong induction of Krox-20 by dbcAMP was
significantly impaired (Fig. 1A; dbAMP vs dbAMP + UTP).

Next, we studied the effects of UTP in a model that
mimicked SC dedifferentiation. When SCs are
dissociated from neonatal nerves and plated in culture
they undergo a spontaneous dedifferentiation due to the
loss of axonal contact (Parkinson et al., 2008; Yang et al.,
2012) characterized by the downregulation of myelin-
related genes and the reactivation of a more immature-
like phenotype. We tested this spontaneous dedifferentia-

tion in the presence or absence of
UTP (Fig. 1C). As expected, 48 h after
plating, Krox-20 mRNA levels fell by

50 T 1 1 15 50% (in relation to samples obtained
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Fig. 1. Effects of UTP on SCs differentiation. (A, B) Primary SCs cultures maintained in Sato
medium were induced to differentiate by dbcAMP treatment for 72 h and the effect of UTP on Krox-
20 (A) and c-Jun (B) mRNA levels was analyzed by Q-RT-PCR. (C) Evaluation of the UTP effect
on acutely denervated SCs. SCs were dissociated from rat sciatic nerves and plated in culture with
Sato medium +/— UTP. Krox-20 mRNA expression was evaluated by Q-RT-PCR 3 h and 48 h
after plating. The mean value of the control data at 3 h after plating is expressed as 1. (D) Primary
SC cultures were induced to differentiate for 72 h with dbcAMP in the presence or absence of UTP
and phospho-c-Jun protein was measured by western blot and normalized to GAPDH. The mean
value of the control data is expressed as 1. "P < 0.01, P < 0.001, and ns = non-significant was
calculated by a Tukey’s post-test after ANOVA analysis.

not able to modulate c-Jun mMRNA
levels neither in resting SCs nor, sur-
prisingly, when UTP was coadminis-
tered in the presence of the
differentiating agent dbcAMP
(Fig. 1B).

Although  the  c¢c-Jun/Krox-20
antagonistic relationship is apparently
independent on c-Jun
phosphorylation status (Parkinson
etal., 2008), we decided to investigate
if UTP could modulate this characteris-
tic both in resting conditions, as well as
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most relevant are mediated by NRGs,

a family of proteins that play a key
role in the physiology of SCs and
signal mainly through the ErbB2/
ErbB3 receptors. NRGs are not only
essential during the development of
the peripheral nervous system, but
also, according to growing evidence,
during nerve repair after injury.
To analyze whether UTP exerts
NRG+UTP  NRG some action on NRG signaling,
- isolated SCs were maintained in a

serum- and mitogen-free medium
(Sato medium) for 12 h, and after this
period they were treated with 10 ng/
ml of the extracellular domain (ECD)
of the neuregulin HRG1-B1 for 6 h in
the presence or absence of UTP. As
shown in Fig. 2A, HRG1-B1 ECD was
able to induce a strong ErbB3

phosphorylation and, in the presence
of UTP, ErbB3 activation was
strongly impaired.

NRGs are a complex family of
proteins with multiple isoforms. To
determine if the observed effect of
UTP on ErbB3 activation was a
general response or a response to
the specific neuregulin used, we
selected a more physiological model
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Fig. 2. UTP blocks NRG-dependent ErbB3 activation. SCs were maintained in Sato medium for
12 h before treatment. (A) SCs remained untreated (Control) or were treated with 10 ng/ml NRG
for 6 h in the absence or presence of UTP (NRG and NRG + UTP, respectively). (B) SCs remained
untreated (Control) or were treated for 6 h with control-conditioned medium (CCM) obtained from
untreated DRG neurons or with conditioned medium obtained from DRG neurons cultured in the
presence of UTP (UTP-CM). (C) SCs remained untreated (Control) or were treated for 6 h with

in which SCs were exposed to

CCM+UTP  CCM conditoned media from DRG
neurons to simulate paracrine
signaling. DRG neurons were

cultured in the presence or absence
of UTP and after 48 h the conditioned
media were collected and added to
isolated SC cultures. Control DRG

control-conditioned medium from untreated DRG neurons, alone (CCM) or in combination with

UTP (CCM+UTP). In every panel, the effect of treatment on the phosphorylation level of the
ErbB3 receptor in SCs was evaluated by Western blot and data were normalized to B-tubulin and
the mean value for control data is expressed as 1. The image in panel A shows a representative
band for each treatment in the same gel. "P < 0.01, ”"P < 0.001 was calculated by a Tukey’s post-

test after ANOVA analysis.

in the presence of dbcAMP. As expected, dbcAMP treat-
ment produced a strong decrease in phospho-c-Jun pro-
tein levels, but the treatment with UTP was not able to
produce any change on its abundance neither in resting
conditions nor in the presence of the synthetic cAMP ana-
log (Fig. 1D).

In short, UTP was only able to hamper Krox-20
upregulation in the presence of cAMP analogs,
suggesting that it could play a role as a “brake” to
maintain SCs in a more dedifferentiated state, although it
does not seem to participate in the dedifferentiation
process itself.

UTP bloks the activation of ErbB3 receptor by NRG

On top of their intrinsic genetic program, in vivo, SC
behavior is regulated primarily by instructive signals
coming from the axon and, among them, some of the

neuron-conditioned medium (CCM)
produced an increase in
phosphorylation of the ErbB3
receptor in SCs after 6 h, which was
abolished when the DRG neurons
were grown in the presence of UTP
(UTP-CM) (Fig. 2B). This result
seems to corroborate that UTP is able to impede general
ErbB3 activation by neuregulins. Alternatively, UTP could
be producing a reduction in the amount of soluble NRG or
another unknown factor produced by the DRG neurons
instead of acting in a direct fashion on SCs. To clarify this
question, the studies were repeated without treating DRG
neurons with UTP. Instead, UTP was directly added to
the SC culture together with the CCM (CCM +UTP) and
we obtained similar results (Fig. 2C), indicating that,
indeed, UTP can negatively modulate ErbB3
phosphorylation in a direct fashion in SC culture.

The UTP effect on N-cadherin expression

N-cadherin is a cell—-cell adhesion protein that mediates
SC-SC and SC-axon interactions during the
development of the peripheral nervous system and in
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48 h of coculture and found that in the
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2 i presence of UTP, its expression was
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2 gesting less interaction between SCs
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' We studied in vitro the UTP effect on
Control  UTP

Fig. 3. UTP blocks N-cadherin recovery after contact between SCs and axons. Cultured SCs were
harvested with trypsin in the absence of calcium and magnesium to digest N-cadherin from the
cellular surface. They were immediately added into a DRG neuron culture. The coculture was
maintained for 48h in the absence (Control) or presence of UTP. N-cadherin protein expression
was evaluated by Western blot and normalized to B-tubulin. The mean value for control data is

expressed as 1. p < 0.001 calculated by a t-test.

nerve repair. To investigate the potential role of UTP in
SC-axon adhesion, we used a glial/neuronal coculture
model to simulate axon-SC recontact, which takes place
during the last stages of nerve regeneration. SCs were
harvested with trypsin using traditional methods in the
absence of calcium and magnesium. This harvesting
protocol digests N-cadherin from the cellular surface
prior to adding them to DRG neuron cultures (Wanner
and Wood, 2002). We studied N-cadherin recovery after

2h
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UTP [

N
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Cell migration
(fold increase)
g

proliferation and migration of SCs, two
events that take place during the early
stages of damage repair. We used a
Boyden chamber assay to study the
migratory ability of SCs. In the
presence of UTP they showed an
increased migration rate that was
statistically significant after 6h of
treatment (Fig. 4).

To test the effect of UTP on
proliferation and, at the same time, rule out a potential
relationship between enhanced migration and an
increase in cell number, SC growth was estimated using
crystal violet nuclear staining after 72h of treatment
(Gillies et al., 1986). We tested the UTP effect in non-
proliferative medium with 1% FBS (to rule out potential
cell death in the complete absence of serum) and in a pro-
liferative environment containing 10% FBS, in both cases
in the presence or absence of Fsk, a
synergistic agent of mitogens and

8h growth factors, to promote SC prolif-

SRR A eration (lacovelli et al., 2007). As

expected, SC number was higher in
“*,%. . the presence of 10% serum, and

e Fsk was observed to synergistically
increase this proliferation rate, reach-
ing a value closer to one of the most
potent mitogenic combinations for
SCs: 10% serum + NRG + Fsk. In
all instances, UTP did not affect the
proliferation rate of SCs, whether
alone or in combination with 10%
serum and/or Fsk (Fig. 5).

The UTP effect on myelin
formation

-e- Control
& UTP

We decided to analyze whether UTP
could have any effect on myelin
formation in a coculture model. SCs
were seeded onto purified DRG
sensory neurons and, after allowing
the SCs to proliferate and
completely cover and ensheath the
axons, myelination was started
adding ascorbic acid. The process

0 T T
2 6

Fig. 4. UTP promotes SC migration. To evaluate the effect of UTP on SC migration, a Transwell
migration assay was performed by seeding the cells on the upper side of the membrane in the
absence (Control) or presence of UTP. At the indicated time points, the migrating cells were
stained with crystal violet and counted under the light microscope (objective magnification x 10;
scale bar 200 pm). The mean value for the control cell number at 2 h is expressed as 1. P < 0.05,

“P < 0.01 calculated by a t-test.

8 Time (h) was allowed to proceed for 7 days in

the continuous presence or absence
of UTP before the myelin content
was measured using Western blot to
determine the accumulation of the
myelin proteins MAG and PO. In the
presence of UTP there was a non-
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Fig. 5. UTP does not affect the proliferation rate of SCs. SC
proliferation was evaluated in different culture media and treatments.
A basic non-proliferative medium with 1% fetal bovine serum (FBS)
and a proliferative medium containing 10% FBS were used. The UTP
effect was evaluated in these media, both alone and in combination
with Fsk. As a positive control, cells were treated with 10% FBS +
NRG + Fsk. Proliferation was evaluated after 72 h of treatment by
crystal violet staining and absorbance measurement. The mean
absorbance values under 0% FBS conditions are expressed as 1. ns
= non-significant calculated by a Tukey’s post-test after ANOVA
analysis.

significant tendency showing reduced MAG and PO
protein levels (Fig. 6).

DISCUSSION

Any injury in the peripheral nerve causing damage to the
plasma membrane will result in the release of
intracellular molecules to the extracellular space.
Nucleotides are present in the normal content of a cell
and are known to have physiological actions. Our
previous findings (Lamarca et al., 2014), together with

1407 ns

the fact that extracellular UTP concentration is increased
after several stimuli and in pathologic situations such as
injury or inflammation (Lazarowski and Harden, 1999;
Lazarowski et al., 2003), suggest that UTP may play
an additional role as a modulator of SC behavior during
peripheral nerve regeneration. This study aimed to
determine whether UTP could affect the behavior of cul-
tured SCs in some key aspects such as differentiation,
proliferation, migration or myelination.

UTP alone was unable to cause any change in gene
expression in the key transcription factors Krox-20 and
c-Jun in a model of isolated SCs. In culture, these cells
more closely resemble denervated SCs because they
have been previously separated from axons, plated, and
treated with mitogens. This result suggests that, once
dedifferentiated, the SC phenotype is not modified in the
presence of UTP.

Additionally, the lack of effect immediately after
dissociation and plating of SCs on Krox-20
downregulation suggests that UTP does not affect the
process of dedifferentiation after losing contact with
axons either. These results indicate that UTP does not
seem to participate in the phenotypic changes that
occur after denervation. However, our results suggest
that UTP could play a role as a brake to SC
redifferentiation in response to mimickers of the main
axon-derived instructive signals, as evidenced by a
decrease in the cAMP-dependent upregulation of Krox-
20, as well as by a blunted NRG response.

This effect on Krox-20 expression, seems to be specific
for this transcription factor rather than a general blockage
of cAMP pathways, since we have shown that UTP was
not able to abolish the proliferative effect of Fsk, a mitotic
agent that acts by increasing cAMP levels. However, it
should be noted that proliferative and differentiation
signals have been shown to activate different cAMP
effectors (Bacallao and Monje, 2013) and therefore we
cannot rule out that UTP action could be restricted to a
specific pathway downstream cAMP or that UTP-
dependent inhibition of Krox-20 could be carried out
through other pathways rather than through cAMP
effectors.

One of the most relevant findings in the present study
is the effect of UTP on the NRG pathway through the

ErbB3 receptor. NRG is known to be
one of the master regulators of SC

= NS [ Control  physiology, controllin multiple

@aritcal TLE Gantre] Ik E g - m UTP as:)/ects,gguch as survivgl, migration,

25 » W PO 110 @D S VAG §%_§100' proliferation, and myelination. It is
KDa KDa £ S 80 also well known that after peripheral
‘§»§ 601 nerve injury there is an upregulation

= o of NRG-1 related to the regeneration

‘s T 407 process (Carroll et al., 1997; Cohen

= et al., 1992; Kwon et al., 1997). In

0 fact, together with the increase in

PO MAG intracellular cAMP due to the activa-

tion of the G-protein coupled receptor

Fig. 6. UTP does not significantly affect myelin formation. Purified SCs were added into DRG s _
neuron cultures. After a period of proliferation and axon ensheathment, myelination was induced Gpl"] 26 (Monk etal, 2009)’ it is con

by ascorbic acid addition in the presence and absence of UTP. Myelin content was evaluated 7

sidered as one other major axon-

days later by measuring PO and MAG protein expression by Western blot. Total protein content ~ derived instructive signals controlling

was estimated by Ponceau staining. The mean value for control data is expressed as 100%. ns =

non-significant calculated by a t-test.

SC behavior.



262 M. Palomo-Guerrero et al. / Neuroscience 372 (2018) 255-265

UTP action on cultured SCs
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Fig. 7. Overview of UTP effects on SCs behavior in culture: potential relevance in vivo. Neither the acquisition of a denervated phenotype nor the
proliferation rate of SCs was modulated in isolated SCs in vitro in the presence of UTP, two important events that take place shortly after injury.
Migration of SCs in culture was increased by UTP, which could be relevant to promote SCs migration through the injured area after damage. UTP
also decreased N-cadherin recovery during SC-axon contact, an essential process for axon guidance and SC redifferentiation. This potential effect
in the redifferentiation process is also supported by the observation that Krox-20 increase in the presence of differentiation signals such as dbcAMP
was strongly impaired by UTP. Moreover, UTP diminished the activation of ErbB3 receptor by NRG in SCs, which could hamper axonal Nrg1
signaling and contribute to the impairment of the SC redifferentiation process and, consequently, that of myelination.

In our model, the activation of ErbB3 in SCs after the
addition of NRG is strongly inhibited in the presence of
UTP. The relevance of this data is evident, given the
central regulatory role of NRG in the regeneration
process. However, the exact meaning and the exact
molecular NRG-dependent mechanisms that can be
affected in the presence of UTP is unknown, due to the
extreme complexity of all the existing NRG isoforms.
Stassart and collaborators described a different role for
axonal and SC-derived NRG1 during the regeneration
process (Stassart et al., 2013): after injury, the temporary
loss of juxtacrine signaling from axonal NRG (NRG-1 type
I11) during the first hours causes NRG-1 type | to be upreg-
ulated in SCs, which will be responsible for the first events
in Wallerian degeneration in an autocrine or paracrine
manner, controlling SC behavior and its dedifferentiation
and, ultimately, also promoting remyelination. On the
other hand, axonal NRG1 seems to play a later role in
the redifferentiation and remyelination processes, when
the contact between axons and SCs is re-established.
Although our results only demonstrate the inhibitory activ-
ity of UTP on soluble (type | and Il) NRG1-ErbB3 signal-
ing, in a coculture model, in which NRG1 type Il
signaling should therefore be active, preliminary results

from our laboratory indicate that UTP can also partially
prevent phosphorylation of the ErbB3 receptor by these
isoform. The regulation of the different isoforms of NRG
and their different ErbB receptors in a model of nerve
damage in vivo has been recently described at the mRNA
and protein level (Ronchi et al., 2016), showing that each
isoform is specifically regulated during the different
phases after peripheral nerve damage. Interestingly, the
authors found a strong decrease of ErbB receptors at
the protein level during the first days after injury, which
do not recover until a few days later, when the axonal
regrowth in the damaged nerve starts. In that sense, the
release of UTP by the damaged cells is also an early
event that could be contributing to the blockade of the
NRG/ErbB signaling during the early phases of Wallerian
degeneration.

To study one of the physiological effects of UTP in
SCs with potential implications in the process of
regeneration, we decided to study its influence on N-
cadherin expression. This molecule plays a critical role
during the development of the peripheral nervous
system and its expression decreases as precursors
differentiate into mature SCs and the myelination
program starts (Corell et al., 2010), but after damage its
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expression is recovered (Shibuya et al., 1995; Squitti
et al.,, 1999; Thornton et al., 2005) and it is considered
essential for a proper repair in two principal ways: initially,
by mediating SC-SC unions necessary for establishing
the bands of Biingner, a structure that will guide axonal
regrowth, and later for subsequent SC-axon recontact
(Wanner and Wood, 2002; Arthur-Farraj et al., 2012).
When SCs are added to a DRG neuron culture, they
acquire a bipolar morphology, extending their processes
along the axons. This phenomenon is evident within the
first hours of coculture, and N-cadherin expression at
SC-axon contacts has been shown to be necessary for
proper alignment (Wanner and Wood, 2002). The results
of the present study show that N-cadherin expression is
impaired in the presence of UTP. Although further studies
would be required to discern between a lack of recovery of
glial N-cadherin or a reduction in neuronal N-cadherin, our
findings suggest that the correct axon-SC contact and
alignment could be negatively affected by the presence
of UTP.

Myelination in the peripheral nervous system has
been shown to be a process highly dependent of NRG
signaling (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005),
as well as of cAMP pathways in vitro (Bacallao and
Monje, 2015; Monje et al., 2009; Parkinson et al., 2008;
Yoon et al., 2008) and in vivo (Mogha et al., 2013), being
Krox-20 the main transcriptional regulator of myelin genes
in SCs. However, although we observed a tendency
toward a small reduction in myelin protein accumulation,
which could be potentially explained mostly by the partial
block in NRG/ErbB3 signaling we describe in the present
work, UTP did not appear to remarkably affect myelin
formation.

Interestingly, UTP was able to enhance the migratory
behavior of SCs, similarly to what has been described for
several neural cells in the central nervous system (Neary
and Zimmermann, 2009). Although the exact cues and
mechanisms that regulate SC migration after nerve dam-
age have not been adequately elucidated yet, some evi-
dence indicates that this process is highly dependent on
both the interaction of SCs with the fibroblasts that accu-
mulate in the injured area as well as a fine regulation of N-
cadherin expression and localization within the cell
(Parrinello et al., 2010). We have shown here and in pre-
vious works (Martianez et al., 2013) that N-cadherin
expression is modulated by UTP in several experimental
models. The N-cadherin regulatory capacity of UTP there-
fore might somehow participate in the increased migration
observed and it would be interesting to study this regula-
tion in a more physiological model of nerve damage.

In summary, our findings indicate that UTP
administration in vitro favors the maintenance of a
denervated state of SCs by blocking the two main axon-
derived signaling pathways, reducing the CcAMP-
dependent upregulation of Krox-20 and limiting NRG
signaling thought ErbB3 receptor. UTP also prevents
the expression of N-cadherin at SC-axon contacts and
promotes a more pro-migratory undifferentiated
phenotype. By virtue of the implications of all these
processes in the peripheral nerve regeneration, the
present results highlight the importance of further

investigating the potential role of UTP on Schwann cell
throughout the regeneration process in vivo (Fig. 7).
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