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Introduccion

1. Desarrollo del sistema nervioso central

El desarrollo del sistema nervioso central (SNC), esta regido por una serie de
acontecimientos perfectamente orquestados y ordenados en el tiempo que se producen antes
de que se establezcan los contactos sindpticos, es decir previo a la actividad neural. De modo
que procesos como el establecimiento inicial del sistema nervioso primordial, la diferenciacién
de los distintos tipos celulares a partir de sus precursores indiferenciados, la formacion de
regiones cefalicas principales y la posterior migracion de neuronas desde los sitios de
generacién hasta sus posiciones finales, son procesos que determinan el desarrollo del SNC

. Es por ello que este desarrollo se divide en varios acontecimientos entre
los que se encuentran: migracion celular, establecimiento de la polaridad celular, formacion de
neuritas y axones, maduracion,

Placa neural

establecimiento y eliminacién
Ectodermo

Fosita de sinapsis o poda neural

primitiva
Mesodermo
. Notocorda

Endodermmo —————90090000090200050500500000090000000505000

Cresta neural

Surco neural Placa del piso El primer proceso que

Mesodermo

presomitico tiene lugar es el

establecimiento de la polaridad
del embrién, constituyéndose
Cresta neural

un eje antero-posterior y otro

Somito .
Tubo neural latero-medial, y las capas de

LI S—— células primordiales que, en

Esquema 1. Proceso de gastrulacién y neurulacion en un embrién de dltima  instancia, acabaran

mamifero. Modificado de Dale, J et al. 2004. . .
formando el sistema nervioso.

En embriones de vertebrados, para que tenga lugar todos estos procesos es esencial la fase de
gastrulacién, proceso por el cual, a partir de una uUnica ldamina de células, se producira una
invaginaciéon que acabara originando las tres capas germinativas: el ectodermo o capa mas
externa, el mesodermo o intermedia y el endodermo o la mas interna (Esquema 1). Es en la
parte superior del endodermo y del mesodermo que se invaginan en este proceso, donde se
establece la linea media definiendo en todos los embriones de vertebrados los ejes antero-

posterior y dorso-ventral.
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La consecuencia directa del proceso de la gastrulacion es la formacién de una
estructura constituida por células mesodérmicas conocida como notocorda (Esquema 1) que
se va a extender a lo largo del embridn, desde la parte medio-anterior hasta la parte posterior.
La formacién de la notocorda consiste en una invaginacidon de una agregacion mesodérmica
gue se extiende desde una parte superficial conocida como fosita primitiva, que acabara
alargandose y produciendo la linea primitiva. Tras todos estos movimientos celulares
complejos, la notocorda acaba definiendo un eje total de asimetria, y por encima de él, se
encuentra el ectodermo que pasa a ser conocido como neuroepitelio o neuroectodermo, pues
dara origen a la totalidad del sistema nervioso. Ademas de establecer la simetria del organismo,
la notocorda presenta un importante papel en la produccidon de senales inductivas en el
ectodermo suprayacente permitiendo que un conjunto de células neuroectodérmicas se
diferencien en células precursoras nerviosas, iniciando el proceso que se conoce como

neurulacion

Las células ectodérmicas precursoras nerviosas se ensanchan constituyendo la placa
neural que se pliega y constituye el tubo neural que dara origen al encéfalo y a la médula espinal
(Esquema 1). El tubo neural consiste en un neuroepitelio que en aves y mamiferos, se trata de
un epitelio simple estratificado columnar, cuyas células presentan nucleos en posiciones apico-
basales como consecuencia de movimientos nucleares concretos, migracidn nuclear intercinética
(MNI), en funcidn del estadio del ciclo celular en el que se encuentren

. Se sabe que al menos en vertebrados, el
proceso de la neurulacién es un mecanismo complejo en el que intervienen complejos procesos
morfogenéticos necesarios para coordinar tanto acontecimientos celulares como moleculares, y
en el caso de mamiferos, se encuentra regulado por al menos 300 genes diferentes

. De manera general, la neurulacién se divide en primaria, en la que los bordes de la
placa neural forman los pliegues neurales que se aproximaran entre ellos formando un surco en
forma de U que acabard cerrdndose constituyendo el tubo neural y neurulacién secundaria
donde las células de la placa neural migraran hacia el interior del embrién formando el tubo

neural a lo largo de todo el individuo.

Las células progenitoras del tubo neural son también conocidas como células
precursoras neurales; son células madre neurales en divisién con la capacidad de producir mas
precursores que tendran la misma capacidad de originar tanto neuronas como células gliales,
astrocitos o la oligodendroglia. Algunos subgrupos de éstas originaran neuroblastos que

pierden la capacidad de division y se diferencian a neuronas. Las Unicas con capacidad de dar
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neuroblastos provienen de la diferenciacién de un conjunto de células del tubo neural muy
proximas a la notocorda que constituyen lo que se conoce como placa del piso. Las sefiales
inductoras de la notocorda actuan sobre las células del piso, de forma que las situadas mas
ventralmente acabaran produciendo neuronas motoras de la médula espinal y del encéfalo
posterior; mientras que las mas alejadas de las posiciones ventrales, acabaran produciendo las

neuronas de relevo sensitivo de la médula espinal y el encéfalo posterior

Fue de la mano del embridlogo suizo Whilhem cuando en 1968 se identificd por primera
vez un conjunto de células comprendidas entre el tubo embrionario y la epidermis
embrionaria, es decir, la parte mas dorsal del tubo neural. Posteriormente, a esta poblacion de
células especializadas pasd a conocerse como células de la cresta neural (Esquema 1)

, células embrionarias multipotentes Unicas en
vertebrados , originadas a partir de los bordes donde se
unen la placa neural plegada. La progenie de estas poblaciones origina tanto estructuras

neurales como no neurales como es caso del hueso, el cartilago o células pigmentarias

1.1._ Induccion Neural

Como consecuencia del proceso de gastrulacién y neurulacidn se forman un conjunto de
precursores neuronales derivados de células ectodérmicas que son esenciales para el desarrollo
del SNC. Ademas, se ha comprobado que existen diversas sefales tanto enddgenas como
exdgenas, que van a conseguir una modulacion espacial y temporal de la expresidn de distintos
genes esenciales en la caracterizacion de la identidad celular de estos precursores, siendo el

proceso de la induccién celular, uno de los mecanismos para realizarlo

Con el proceso de induccidon se consigue que se separe el tubo neural del ectodermo,
haciendo que las células localizadas a ambos lados del tubo neural experimenten una transicion
epitelio-mesénquima hacia células de la cresta neural . Entre las
distintas sefiales que fomentan la induccién neural y en definitiva la formacion de las células
de la cresta neural, es de destacar la proteina morfogenética del hueso (BMP), Wnt y el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), entre muchas otras. Como fin altimo de la induccién se
producira la regulacion de la expresion de genes de las células diana que provocan cambios en
la diferenciacidn celular mediante un gradiente de difusion, o por una actividad graduada en

funcidén de la distribucién de sus receptores.
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La induccién de las células de la cresta neural se produce en varias fases. En una primera
fase serd el FGF el que ayude en la induccidn, bien directamente o bien a través de la sefializacién
de Wnt; para ello, el BMP tiene que ser inhibido, por lo que el FGF actia como antagonista del
mismo. En una segunda fase se inhibe el FGF, activando BMP, que junto con la sefializacién Wnt,
convergen para actuar como una ruta de sefializacién Como resultado de
la activacion de estas rutas de sefializacién se consigue la expresidon de diversos factores de
transcripcion reguladores que determinan la correcta induccion de las células de la cresta neural

. La transicion epitelio-mesénquima (TEM) es un conjunto de
procesos moleculares que producen un cambio en el patron de expresién de una célula con
fenotipo epitelial a otra con fenotipo mesenquimatico
Junto al concepto de TEM, es importante introducir el concepto de delaminacién, con el fin de
no confundirlos, pues este ultimo consiste en la division de un tejido independientemente de sus
mecanismos celulares . Se sabe que todas las células del SNC sufren
durante su proceso de desarrollo una transicion epitelio-mesénquima, proceso especialmente
marcado por cambios en la arquitectura y en la adhesidn celular , pero su
inicio y su fin no tiene por qué coincidir con el proceso de la delaminacién. Se ha comprobado
como durante el proceso de la TEM la mayoria de las células pierden primero la adhesién celular
y la polaridad dpico-basal, aunque no tiene por qué producirse asi, pues pueden emigrar con la
adhesion celular intacta y la pérdida de polaridad apico-basal puede ocurrir antes o después de
la migracion . La TEM tiene lugar especialmente durante el periodo
de desarrollo embrionario donde, células epiteliales con ejes de polaridad 3apico-basales
perfectamente establecidos, comunicadas con células vecinas por uniones adherentes,
desmosomas y uniones estrechas y separadas de tejidos adyacentes por la ldmina basal, sufren
una serie de cambios fenotipicos que consisten en la perdida de uniones celulares, de la polaridad
celular, asi como la adquisicion de propiedades nuevas como la capacidad de migracion,
transformandose en definitiva en un fenotipo mesenquimatico . La TEM es
un proceso que no tiene por qué ser irreversible, es decir, se podria pasar de una transicion
epitelio-mesénquima a una transicion mesénquimo-epitelial tras varias rondas de transiciones
epitelio-mesenquimales; de modo que se puede hablar de una transicidn epitelio-mesénquima
primaria (que tiene lugar durante el desarrollo embrionario y culmina con la formacidén de las
células de la cresta neural), secundaria (que se produce en estructuras epiteliales como la
notocorda, los somitos, la somatopleura y la esplacnopleura, formando células mesenquimaticas

qgue se diferencian en distintos tejidos endodérmicos como las glandulas pancreaticas o los
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diverticulos hepaticos) y terciaria (como es el caso de la formaciéon de las almohadillas

mesenquimaticas que acabaran produciendo las vélvulas cardiacas)

Como se indica en la revision bibliogréfica de Theveneau ,al
menos en embriones de pollo (aunque se piensa que la cascada de sefializacién es similar en el
desarrollo de las crestas neurales de todas las especias debido al alto nivel de conservacion
observada), son BMP y la ruta candnica de sefializacion Wnt los desencadenantes de la
delaminacion en las crestas neurales del tronco del embrién promoviendo la TEM al activar los
factores de transcripcidn Snail2 y Foxd3 que junto con Sox9 y Sox10 producen un cambio de N-
Cadherina a Cadherinas de tipo Il (Cadherina6B, 7 y 11), que activa a integrina B1 y que a su vez
estimula la sintesis de laminina y la degradacion de la ldmina basal, promoviendo la supervivencia
celular y la integridad de la identidad de las células de la cresta neural

. Del mismo modo, se cree
que es la regulacion de la actividad y/o expresion de las cadherinas las dianas de los distintos
factores de transcripcién responsables no solo de promover la delaminacidn, sino también de

delimitar el territorio migratorio de las células de la cresta neural

Ente las principales caracteristicas de las células de la cresta neural destaca su
capacidad de migracién, que dependerda de una serie de moléculas que actian como
moduladores positivos o negativos en funcion del efecto que realicen en la migracion

. El proceso de migracidon de las células de la zona cefélica se encuentra
muy conservado entre especies y se realiza como en ondas continuas de migracion alejandose
del neuroepitelio; sin embargo, la migracién de las células del tronco se realiza con patrones y

temporalizaciones muy diversas entre las especies

1.1.1._ Acido retinoico

El 4cido retinoico es una de las primeras sefiales inductoras que se identificd. Pertenece
a un miembro de la superfamilia de hormonas esteroideas/tiroideas derivado de la vitamina A,
con la capacidad de activar distintos factores de transcripcién conocidos como receptores
retinoides que modulan la expresiéon de distintos genes. En el sistema nervioso, junto con otras
sefiales inductivas como Wnt o el Factor de crecimiento de Fibroblastos (FGF), se encarga del
correcto cierre de la placa y del tubo neural; ademas, tiene un importante papel en la

maduracién de las neuronas induciendo la diferenciacién de distintos tipos neuronales y de glia
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1.1.2._ Factor de crecimiento fibrobldstico (FGF)

El Factor del Crecimiento Fibroblastico (FGF) es un derivado de las hormonas peptidicas,
grupo al que también pertenece el Factor de Crecimiento Transformador (TGF), familia donde se
encuentra a las Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP), esenciales como se ha explicado
anteriormente, en el proceso de la induccién neuronal. Presenta un importante papel en el
desarrollo temprano del embrién participando en la formacién del mesodermo y ectodermo, en
movimientos que tienen lugar durante la gastrulacion, en el establecimiento de los ejes antero-
posterior y dorso-ventral y en la induccién neural, por medio de la sefializacién mediadas por

MAP quinasas (Erkl1 y 2), Proteina quinasa Cy PLC-y

1.1.3._ Sonic Hedgehog (shh)

Sonic Hedgehog (Shh), es una hormona peptidica esencial en el proceso de la
diferenciacidn de las neuronas . Presenta un
importante papel en la maduraciéon del neuroepitelio, asi como en el proceso de
caracterizacién tanto de neuronas como de células gliales, por influencia ventral a partir de la

notocorda

1.1.4. Wnt
Diversos miembros de la familia del gen homdlogo en los vertebrados de Wingless de
Drosophila, Wnt, presentan un papel fundamental en los procesos de induccion y
diferenciacion de la cresta neural
. Se trata de proteinas secretadas que pueden actuar a partir de
varias vias distinguiendo por lo tanto dos tipos de rutas de cascadas de sefializacién Wnt: ruta
candnica, donde las proteinas Wnt juegan un papel esencial en la estabilizacién de B-Catenina,
inhiben a la Quinasa GSK3, APC y axina, evitando que B-Catenina sea fosforilada y llevada a
degradacion, consiguiendo asi que B-Catenina se transloque al nucleo donde modulara la
expresion de diversos factores de transcripcion, modificando la expresidon de genes y la ruta no
candnica de Wnt, asociada a cambios en el citoesqueleto de la célula por medio de la proteina
Rho, asociado a quinasas en la ruta de polaridad planar de la célula, o a cambios en los niveles

de calcio intracelulares

1.1.5._ Notch

La ruta de sefializacion Notch tiene una relacién directa con el proceso de
diferenciacidn del sistema nervioso. Se ha comprobado que activadores de neurogénesis como
pueden ser los factores de transcripcion Ascll o Neurogl/2, producen también una

sobrexpresién de ligandos de la ruta Notch como la proteina Delta DII1, produciendo la
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activacion de Notch en células vecinas y desencadenado lo que se conoce como inhibicion
lateral: al activarse Notch, la parte citoplasmatica se desprende de la transmembrana y viaja al
nucleo donde activara la expresién de represores de la neurogénesis como por ejemplo Hes,
produciendo una inhibicién de la neurogénesis y con ello el mantenimiento en fase de
precursor. De esta manera y gracias a la inhibicion lateral, se consigue que la diferenciacién de
una neurona bloquee la diferenciacién de las células vecinas, asegurandose la no simultaneidad

del proceso de diferenciacion de los precursores

1.1.6._ Mecanismos de induccion neural

Las distintas sefiales inductivas y los diversos efectos que produzcan van a depender
de la cantidad de receptores, su localizacion, asi como del mecanismo de accién de los mismos.
En el caso de la familia FGF, se trata de receptores protein-quinasas que activan cascadas de
sefializacion via Ras/MAP quinasas, produciendo, bien cambios en el citoesqueleto que alteran
la motilidad celular, bien regulando la expresién de genes que regulan la proliferacidn celular.
Por su parte, los receptores de BMP son serina-treonina quinasas que son capaces de fosforilar
al complejo de proteinas citoplasmaticas SMAD, las cuales, al ser fosforiladas, se desplazan al
nucleo donde modulan la expresidn de genes, entre ellos, los que mantienen la célula en fase
GO0/G1 disminuyendo la proliferacién. Existen distintas moléculas que actian como
antagonistas de la sefializacién mediada por Factor de Crecimiento Transformante 3, en donde
se encuentra las BMP. Antagonistas de esta ruta como Nogina o Cordina se unirian
directamente a las BMP, impidiendo su interaccién con el receptor. De este modo, se consigue
que el neuroepitelio no pierda su identidad como tal, y que no revierta a epidermis de nuevo
a BMP, proceso esencial en la delaminacidn y en la transicidon epitelio-mesénquima de las

células de la cresta neural

En el caso de Shh, la cascada de sefalizacidn requiere de una fijacidon cooperativa entre
Shh y sus receptores que seran internalizados una vez establecida la unidn, siendo éstos los
complejos que determinen la expresidon de diversos factores de transcripcion como Glil,

modificando la expresién génica

1.2._ Diferenciacion inicial entre las neuronas y la glia

Establecidos el encéfalo y la médula espinal primitivos, se produce la diferenciacién de
los principales tipos celulares del encéfalo: las neuronas y la glia (entre las que se encuentran
astrocitos y oligodendrocitos). A la transicion de células proliferativas y multipotentes a
neuronas y glia se conocen como neurogénesis y gliogénesis respectivamente

. El proceso de diferenciacidon de las neuronas tiene lugar en una pequefa
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ventana temporal que desaparece antes del nacimiento. A partir de este momento, la
formacién de neuronas nuevas queda relegada a una pequefia poblacion de células

precursoras encargadas de la formacion de neuronas en el SNC de adultos.

Es en la zona ventricular donde las células precursoras sufrirdn una serie de
movimientos celulares a medida que tiene lugar las distintas fases del ciclo mitdtico,
produciendo la formacién de neuroblastos (o células madres neurales) postmitdticos que se
diferenciaran en neuronas (Esquema 2). A medida que este proceso tiene lugar, las células
postmitdticas comienzan a abandonar la zona ventricular para migrar a su posicién definitiva
en el encéfalo (Nikolopoulou et al., 2017; Purves. et al., 2004). Las células madre neurales
proliferan mediante divisiones simétricas originando siempre células precursoras en el palio de
la zona ventricular, que posteriormente sufrirdn divisiones asimétricas formando una célula
madre neural y una célula precursora neuronal, célula inmadura o célula progenitora basal que

acabard expresando distintos factores de transcripciéon y migrando fuera de la zona del
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Esquema 2. Division de las células precursoras del neuroepitelio.
Representacion del movimiento nuclear intercinético que experimenta el
neuroepitelio. En la fase G1 el nucleo se encuentra en la base del ventriculo,; en
S, migra hacia la superficie pial; en G2, vuelve a la superficie vel ventriculo y se

el movimiento de la

posiciéon del nucleo

en diferentes prepara para M; por ultimo en M, se originan dos células hijas que pueden
reiniciar el ciclo, o formar neuroblastos postmitdticos, que expresardn distintos
estadios del ciclo factores de transcripcion y migrardn a otras zonas formando las diferentes

células del SNC. Modificado de Dale, J et al. 2004.
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celular. De esta manera, los nucleos en fase S se encuentran en la zona apical de la zona
subventricular, en fase M en la zona subventricular y en fase G1 y G2 entre las dos anteriores.
No se conoce muy bien cual es su finalidad, pero se piensa que la MNI sirve para mantener la
progresion de la division celular, y no estd presente en células con una capacidad proliferativa
mas limitada como puede ser los precursores celulares intermediarios o IPC, que presenta la

capacidad de originar tanto neuronas, oligodendrocitos como astrocitos

Pese a que los precursores neurales originados en la zona ventricular embrionaria actian
casi del mismo modo, las células posmitéticas que finalmente se forman presentan una gran
diversidad tanto en su forma como en su funcidn. En este proceso de diferenciacidn neuronal,
parece ser que son esenciales las interacciones célula a célula asi como la presencia de diversas

moléculas como Notch,
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Esquema 3. Expresion de los factores de transcripcion bHLH. La expresion de los
factores de transcripcion Neurog1/2 o Aacl permite la diferenciacion del precursor
NPC a neuronas. Por su parte, el factor de transcripcion Olig 1/2 determina la
diferenciacion a oligodendrocito y la diferenciacion a astrocitos se debe a la expresion
del factor de transcripcién Hes. Modificado de Imayoshi and Kageyama 2014.

oligodendrocitos (Olig2)

1.3._ Morfogénesis de la corteza cerebral
La corteza cerebral, conocida como neocértex en mamiferos, es donde residen la
mayor parte de las funciones cognitivas del encéfalo y se caracteriza por una compleja
disposicidn celular, donde se encuentran neuronas que nacen en este mismo area, asi como
interneuronas originadas en regiones del telencéfalo ventral
. El neocdrtex, se encuentra organizado en seis capas que se distinguen entre

ellas por la expresién combinada de distintos marcadores moleculares, asi como de diferentes
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proyecciones axonales . Las capas mas profundas, V y VI, estan formadas por
neuronas corticofugales, es decir, por neuronas que proyectan hacia dreas subcorticales como
el talamo, tronco del encéfalo o médula espinal. Las capas de Il a IV estdn formadas por
interneuronas que proyectan al hemisferio contralateral

. Como caracteristica comun, es que todas estas neuronas son
neuronas excitatorias glutamatérgicas que derivan de las dreas germinales del desarrollo del
neocortex: la zona subventricular (ZSV) y la zona ventricular (ZV)
(Esquema 4). Desde los primeros estudios sobre la neurogénesis, se pensd que la zona
ventricular era la zona por excelencia de neurogénesis y que la zona subventricular la de
gliogénesis, pero desde las Ultimas décadas del siglo pasado, se ha sugerido que la zona
subventricular también puede presentar una importante funcién en el proceso de
neurogénesis cortical, pues derivan de las células de la glia radial y originaran neuronas, aunque
ultimas investigaciones sugieren que originan un precursor neural intermediario nIPC, que
nunca entra en contacto con la el ventriculo o la [dmina pial

(Esquema 4).

La neurogénesis en el neocdrtex, a diferencia de la que sucede en el hipocampo, que
se produce en el palio medial, tiene lugar en el palio lateral y empieza en el estadio del
desarrollo embrionario alrededor de E9 o E10, momento en el que las células neuroepiteliales
pseudoestratificadas de la pared de la zona ventricular adquieren caracteristicas de células
gliales, pasando a conocerse como células de la glia radial y que mantendrdn el contacto con
la parte pial y la zona del ventriculo, zona donde mantiene su cuerpo celular

(Esquema 4). A medida que se va produciendo la
neurogénesis cortical, esta zona empieza aumentar en grosor al incrementar el nimero de
procesos de la glia radial, que empieza a expresar marcadores tipicos como GLAST
(Transportador especifico de Glutamato-Aspastato), a perder complejos de uniones estrechas
caracteristicos de las células epiteliales y a establecer contacto con vasos sanguineos,
produciéndose en definitiva una transicion entre célula epitelial y glia radial. Esta glia radial,
presenta polaridad apico-basal, caracterizada por la presencia de uniones adherentes entre
ellas en la parte basal, donde estan en contacto con las meninges capaz de realizar una division

asimétrica para renovarse y formar una célula IPC
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Esquema 4. Proceso de neurogénesis en el desarrollo cortical. Representacion esquemdtica de la diferenciacion de
los distintos tipos celulares durante la formacion del neocdrtex. Modificado de Kriegstein 2009 y Imayoshi 2014
Siempre se ha pensado que la caracteristica morfoldgica neuronal dependia del
ambiente en el que se desarrollaba, pero ultimas investigaciones sugieren que viene
determinada por caracteristicas propias intrinsecas que se establecen en el momento en que
se originan. Asi, tanto las células neuroepiteliales como las de la glia radial deben de interpretar
la gran variedad de inductores neurales que participan en los procesos de desarrollo y
desarrollar programas unicos de expresion de factores originando la gran variedad de tipos
neuronales que existen, asi como para oligodendrocitos y astrocitos (Kriegstein & Alvarez-

Buylla, 2009).

Tras finalizar el proceso de neurogénesis, la mayoria de las células de la glia radial se
desprenden del contacto con el ventriculo y migran hacia la zona pial, donde al menos en
mamiferos formaran astrocitos, pero sigue sin conocerse bien si sufren una migracién o su

posicion final esta relacionada con su posicién de origen.

1.4. Nueva formacion de neuronas en el sistema nervioso central de adultos

En los ultimos afos y tras numerosos estudios relacionados, se empieza a describir el
cerebro adulto de mamiferos como un cerebro no tan estatico como se pensaba, con la
posibilidad de originar tanto nuevas neuronas como células gliales a lo largo de la vida adulta

de mamiferos. De esta manera se postula la zona subventricular del ventriculo lateral (ZSV) y
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la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (ZSG), como las principales zonas
neurogénicas en cerebro adulto; cuyos nichos neurogénicos se mantienen gracias a las cldsicas
sefales de morfogénesis y desarrollo como son Notch, Efrinas o Shh, las cuales parecen que
tiene un papel esencial en el transcurrir de dichos procesos . Se
sabe que los mismos factores bHLH que se expresan en estadios embrionarios y que son
esenciales para la determinacién celular de las células precursoras neurales en el proceso de

desarrollo, se expresan en el cerebro adulto

Desde los primeros estudios realizados en este campo, se propuso la zona subventricular
(ZSV) como la principal zona neurogénica adulta, y como a partir de la corriente migratoria
rostral (CMR o del inglés RMS), los neuroblastos migran hacia el bulbo olfativo
(Esquema 5). Gracias a estas corrientes de migracién, se establecen
el bulbo olfativo (BO) y el giro dentado del hipocampo (GD) como principales zonas de
formacidn de neuronas en estado adulto, aunque otros estudios también proponen otras zonas
como el hipotdlamo o la amigdala . De manera que en torno a la zona
ventricular se establece varias corrientes migratorias entre las que destacan la CMR con la
migracion de neuroblastos y astrocitos al bulbo olfativo; las corrientes migratorias
ventromediales (CMVM o del inglés VMMS) y ventrocaudales (CMVC o del inglés VCMS) con la
migracion de neuroblastos y astrocitos a las areas del caudado-putamen y tracto éptico; y por
ultimo la zona del giro dentado del hipocampo en el que la migracion no sale del giro dentado

(Esquema 5).

A\
CMR zsv‘\r\vL

Ky

CMVC

Dorsal
Migracién progenitor neural
Rostral — Migracion progenitor glial

Esquema 5. Representacion esquemadtica de la neurogénesis secundaria y las principales corrientes migratorias en
cerebro adulto de mamiferos. Se representa en color rojo la migracion de progenitores neurales y en verde la de
progenitores gliales. CX, corteza; Cb, cerebelo; GD, giro dentado; BO, bulbo olfativo; VL, ventriculo lateral; ZSV, zona
subventricular; CMD, corriente migratoria dorsal; CMR, corriente migratoria rostral; CMVC, corriente migratoria
ventrocaudal;, CMVM, corriente migratoria ventromedial. Modificado de Inta 2011 y Cayre 2010.
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La zona subventricular tiene células madres neurales que se conocen como células By
gue tienen caracteristicas astrogliales (expresion de GLAST y GFAP por lo que podran también
originar astrocitos), que originan células o IPC de adultos, que son las que generan neuroblastos
inmaduros, o células A. Estas migran al bulbo olfativo y diferencian a interneuronas gracias a
la glia radial, que se ha visto cdmo en adultos, también actian como guia durante la migracion
de las neuronas formadas en la zona subventricular a su posicién final

. Los precursores que migran por la corriente migratoria rostral entran en el bulbo

olfativo donde se diferencian a distintos tipos de interneuronas (como las células granulares y
las periglomerulares) en funcion de la actividad olfativa. La neurogénesis del hipocampo queda
relegada al mismo hipocampo, siendo casi insignificantes los procesos de migracién y se
intensifica con procesos de tareas de enriquecimiento o interacciones sociales. La
neurogénesis que se propone ocurre en la amigdala e hipocampo parece ser que tiene que ver
con el mantenimiento de la homeostasis, regulacidon endocrina, desarrollo reproductivo y en el
caso del hipotdlamo ademas, con procesos sociales al estar estrechamente vinculado con la
migracion de nuevas neuronas al bulbo olfativo y procesos de reconocimiento de otros
individuos en ratones . Son varias las proteinas
utilizadas como marcadores con la finalidad de poder investigar la neurogénesis. Asi, la
proteina de los filamentos intermedios de tipo VI, Nestina, se expresa durante los primeros
estadios de desarrollo cerebral en la glia radial y comienza a desaparecer a P11 en corteza de
rata . La proteina HLH o NeuroD1 es un factor de transcripcion descrito
como esencial en los ultimos estadios de diferenciacion de los precursores neurales a neuronas
durante la neurogénesis . La proteina Doblecortina (DCX) promueve la
polimerizacién de los microtibulos de neuroblastos y neuronas jévenes, por lo que se ha
identificado como un buen marcador de la neurogénesis tanto embrionaria como adulta
. La proteina B-IIl tubulina (Tuj1) se

ha utilizado como marcador de neuronas inmaduras en el telencéfalo de ratén encontrandose

inmunorreactividad en neuronas positivas para DCX

Asi, parece ser que las dos zonas neurogénicas por excelencia son el giro dentado del
hipocampo que crea células granulares continuamente y que no salen del hipocampo, estando
relacionadas con la memoria; y células granulares de la zona ventricular que migraran a circuitos
olfativos; por lo que en ninguna de las dos maneras se generan neuronas para los circuitos del

neocortex . La neurogénesis en el GD se puede dividir en varias fases. En
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una primera fase, las células precursoras que presentan caracteristicas similares a la glia radial
gue actuan como progenitores neurales en el desarrollo del cerebro embrionario, expresan
marcadores tipicos como GFAP y Nestina. En una segunda fase, en la zona subgranular del
hipocampo, células que expresan Nestina pero carecen de GFAP que definen el linaje neuronal,
dejan de presentar Nestina para expresar DCX y moléculas de adhesién, hecho que les permiten
migrar del hipocampo al GD. A continuacion, las neuronas inmaduras se transforman en
postmitdticas y empiezan a expresar Calbindina o NeuN, y a estabilizar los contactos sindpticos

. La neurogénesis del neocdrtex ocurre solo durante los estadios

iniciales del desarrollo del sistema nervioso (E9 y E10).

Se ha comprobado que existen neuronas nuevas en zonas corticales, pero no se ha
establecido el origen de las mismas, aunque investigaciones recientes sugieren que la
regeneracién de neuronas en la corteza puede deberse a circuitos de proyecciones con el area
subventricular donde existen precursores, o gracias a las leptomeninges, pia madre vy
aracnoides, donde se ha demostrado la existencia de precursores neurales que bajo

determinadas sefiales podrian migran al neocdrtex y diferenciarse

Por su parte, se sabe que el hipocampo presenta un desarrollo tardio, en los ultimos
estadios embrionarios (aproximadamente sobre E14) y primeros postnatales, por lo que la
formacién del GD se solapa con la del mantenimiento de precursores neurales, donde, al igual
que en la diferenciacion de precursores en el estadio embrionario, la presencia de moléculas
inductoras es esencial, siendo el BPM fundamental para el mantenimiento de los precursores
neurales en estado quiescente. Wnt es secretado por los atrocitos y presenta una importante
funcién en la formacién de sinapsis y maduracién de neuronas adultas, sugiriendo la ruta
candnica de Wnt como una ruta que regula la neurogénesis adulta y la proliferacion de

progenitores

2. Polaridad celular

2.1._ Establecimiento de la polaridad celular

Estudios sobre el establecimiento de la polaridad en distintos modelos y andlisis
genéticos completos de los mismos demuestran la presencia de complejos de polaridad

altamente conservados en la evolucién formados por una gran cantidad de proteinas y que se
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establecimiento de |Ia

polaridad celular

(Tabla 1).

Hasta el momento
se han descrito tres
complejos de polaridad
celular: el complejo Par,
Crb y Scrib. Han sido
estudiados en distintos
modelos ademas de ser
descubiertos por primera
vez en Caenorhabditis
elegans (el complejo Par)y
en Drosophila
melanogaster (complejo
Crb y Scrib). Los tres
complejos  desempefian
un papel esencial también
en células epiteliales de

mamiferos, donde no solo
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Mamiferos
Drosophila  Caenorhabditis Humanos
melanogaster elegans Poso
Gen Nombre  Localizacion Isoformas molecular
kDa
PAR6, PARGA
PARD6A Tipso pARGa 16922 2 37
PAR6C
DmPar6 - PARD6B  PARD6B 20q13 1 il
PARD6G
Par-6 PARD6G Paréy 1823 1 41
PARED
i A3 ASIP
Par6/Par3/aPkc| ~Bazooka : PARD3  1cl antigeno 'OP"" L o
tumoral 2-5
PAR3B
Par-3 PARD3B PAR3L 2q33 5 140
ALS 2CR 19
PCKI, nPKCt,
PKC-3 PRKCi aPKCUA 3q26 1 67
PRKCUA
DmaPkc e
PKC2
RPKCz s 1p36 1 68
Crb1 CRB1  RP12,LCA8  1q31-q32 4 154
Eat-20 CRB2 9p33 3 135
CRB3 19p13 2 13
Crb - MPP1 EMP55 Xq28 1 52
Complejo MPP2 DLG2 17q12-q21 3 65
Crb/Pals/Patj - MPP3 DLG3 17q12-q21 1 66
MPP4 DLG6 2933 5 73
TAG-117 MPPS Pals1 14923 2 77
Pals2, VAM-1
MPP6 v 7p15 1 61
Sdt C50F2.8 o5 p
Y55B1BR.4 MPP7 10p12 1 65
. INADL PAT) 1p31 5 196
Dpatj (dlt) i
MPZ-1 MPDZ  MUPP1 9p24-p22 3 219
SCRB1, CRIB1
SCRIB LET-413 SCRIB. 2l LAPa 8q24 4 175
dig-1 DLG1  SAP97,hDlg 3q29 7 100
b2 PSD-93 11q21 4 97
C : Chapsyn110
omplejo Dlg
, DLG3 __ SAPI02
- Xq13 1 90
Scrib/Dlg/Lgl NE-DLG
DLG4 PSD95SAP90  17pi13 2 80
F44D12.1 DLGS P-DLG 10923 2 202
L2GL 1, DLG4
DidI - LLGL1 . 17p11 1 115
HUGL1,LGL1 i
1[2GL2, HGL
LLGL2 . 17q24-q25 3 13
L6l2 e

Tabla 1. Esquema de las distintas proteinas que conforman los complejos de
polaridad. En la tabla se indican las distintas proteinas que conforman los
complejos de polaridad en Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans asi
como en humanos junto a sus nombres alternativos, pesos moleculares y
localizacion en cromosomas. Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008.

controlan procesos como la expresién de genes, diferenciaciéon y crecimiento gracias a su

interaccion con otras moléculas, sino que ademas parecen tener un importante papel

controlando el metabolismo y la proliferacién celular

2.1.1._ Complejo de polaridad Par

Los primeros genes implicados en los procesos de establecimiento de la polaridad

celular fueron descubiertos en 1998 de la mano de Kemphues y sus colaboradores al estudiar

los procesos de divisidén celular y sus alteraciones debidas a las mutaciones de estos genes en

el nematodo Caenorhabditis elegans, que presenta polaridad antero-posterior. Estas

mutaciones fueron identificadas en 4 genes distintos que denominaron “par” (par1-par2-par3-
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par-4) [del inglés “partitioning defective”]) al observar alteraciones en los patrones de division,

en el tiempo y en la distribucién de particulas ribonucleoproteicas (granulos P)

Se predijo que tanto la proteina Parl como Par4 debian de ser quinasas, mientras que
Par6 y Par3 presentan un dominio de unién PDZ. Par5 es una proteina 14.3.3, y Par2 es una
proteina de unién con dominios de dedo de zinc. En C. elegans, estos genes presentan la
informacidon de polaridad necesaria para la primera division celular. Posteriormente, se
comprobd que una proteina quinasa C3 (que codifica para una proteina quinasa atipica aPKC),
interactuaba con Par3 siendo esencial para el establecimiento de la polaridad. Asi, quedaba

establecido el primer complejo de polaridad celular: Par6/Par3

Las proteinas Par3 y Par6, como muchas otras proteinas Par, se encuentran muy
distribuidas por toda la escala evolutiva, expresandose en una gran variedad de tejidos y tipos
celulares, y junto con la proteina aPKC, constituyen proteinas de andamiaje esenciales en la
polaridad celular . El complejo Par
(Par3, Par6 y aPKC) es esencial para el control y establecimiento de la membrana apical de las
células epiteliales, la maduracidon de las uniones ocluyentes (Horikoshi et al., 2009), asi como

la polaridad axo-dendritica de las neuronas

2.1.1.1. Proteina Par3

La proteina Par3 es conocida como proteina Bazooka en D. melanogaster y en
mamiferos como PARD3 y ASIP, en los que se han identificado al menos dos genes paralogos
conocidos como Par3a y Par3b . Par3a codifica para para una proteina
con isoformas de distintos tamafios moleculares 180, 150 y 100kDa. Las isoformas de 180y 100
kDa, pero no la de 150 kDa, han sido detectadas durante el desarrollo embrionario de ratén
(entre E9.5 y E14.5). Sin embargo, las tres isoformas estan presentes en adulto, aunque
depende del tejido, ya que por ejemplo, en cerebro predomina la isoforma de mayor peso
molecular . Par3b por su parte, codifica para una proteina de 132.5kDa y se

expresa en distintos tejidos como el cerebro, aunque es especialmente abundante en rifidn

Las proteinas del complejo Par estan formadas por tres dominios PDZ
(PSD95/DisclLarge/Zo-1) que median la unién de Par6 a moléculas de adhesién

JAM y a Nectina .Ademas, presentan
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otros dominios de unién a varias proteinas entre las que destacan aPKC (menos la isoforma de
menor tamafio molecular) y Par3 . También presentan un
dominio de oligomerizacion N-terminal (NTD) que es importante para la localizacién de la
proteina en la zona subapical para el desempefio de sus funciones

(Esquema 6).

Las proteinas Par desempefian un papel esencial en el establecimiento de las uniones
celulares gracias a sus interacciones con Nectinas y Jam, que son las que las reclutan en la

membrana
Paré

JAM subapical, asi como
Par3 Nectina JAM aPKC

P N para la regulacidn
Par3 o—O0O ‘

de otras proteinas

de polaridad
O roz

Esquema 6. Disefio esquemadtico de Par3, proteina del complejo de polaridad Par. Se
indican los dominios funcionales y algunas de las proteinas con las que interactua (verde).
Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008

2.1.1.2. Proteina Par6
La proteina Par6, DmPar6 en D. melanogaster y denominada ParD6 en mamiferos, esta
codificada por distintos genes paralogos que generan distintas isoformas de Par6. Todas estas

proteinas presentan tamafios moleculares muy parecidos, de aproximadamente 37kDa

Son proteinas de andamiaje con distintos dominios con los que interactian con otras

proteinas para desempefiar sus funciones. Presentan un domino Phox/Bem o PB1 de unién a

proteinas como aPKC , PAT) y MUPP1 . También presenta
un domino de unién a Cdc42/Rac, motivo que permite la appKJc Cglcéz ;’;g‘a

unién con Cdc42 o las proteinas GTPasas RACy un dominio ﬂ‘gp‘ _ﬁ

PDZ de unidn a otras proteinas como por ejemplo Pals1 Paré N c

,Par3A , CRB3
B | ssrs @ oz

o LGL (Esquema 7).

Esquema 7. Disefio esquemdtico de PAR6,
proteina del complejo de polaridad PAR.
Se indican los dominios funcionales y
algunas de las proteinas con las que
interactia  (verde). Modificado de
Assemat, Bazellieres et al. 2008

Las distintas isoformas de Par6, pese a tener una
estructura muy parecida, presentan una expresion

espacio temporal muy distinta por lo que quizas
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desempenen diversas funciones. Parece ser que entre sus funciones, destaca la de poner en
contacto distintas proteinas como aPKC, Palsl o CRB3, para que sean fosforiladas por

Cdc42/Racy desempefien distintas funciones esenciales en la polaridad celular

2.1.1.3._ Proteina aPKC

La proteina aPKC, conocida en C. elegans como PKC3 o DmaPkc en D. melanogaster, en
mamiferos ha sido identificada como dos proteinas distintas aPKCA/t y aPKCZ, que son
consecuencia de la expresién de dos genes paralogos, y ambas presentan un peso molecular

de 75kDa

Tienen un dominio con actividad serina-treonina quinasa con capacidad para fosforilar

a proteinas como LGL o CRB
, Par3 y Par6 , proteinas a las que se une mediante un
Par6 domino PB1 (Esquema 8). Presentan un
Par6 Tgf dominio C1 no funcional, que permite
Par3 CRB

activarse sin la necesidad de Ca** o
aPkC v IR
fosfolipidos, hecho que las diferencia
de las PKC
- PB1 O Clno funcional& Proteina kinasa

Esquema 8. Disefio esquemdtico de aPKC, proteina del complejo
de polaridad PAR. Se indican los dominios funcionales y algunas
de las proteinas con las que interactta (verde). Modificado de
Assemat, Bazellieres et al. 2008

Es la Unica proteina de los complejos de
polaridad que presenta actividad
catalitica propia, esencial para el
control de la polaridad celular y la
formacién de las uniones celulares pues desencadena interacciones proteina-proteina

esenciales entre el complejo Par y el complejo Crb, para el desempefio sus funciones

2.1.2._ Complejo de polaridad Crb

El complejo de polaridad Crb estda constituido por un conjunto de proteinas altamente
conservadas en la evolucion, que se integran en las uniones celulares y que tienen un papel
esencial en el establecimiento de la polaridad apico-basal de las células epiteliales al definir el
domino apical de la misma. Estd constituido por las proteinas CRB (Crumbs homologue) que
son proteinas transmembranarias y proteinas de andamiaje citoplasmatico como son Palsl

(Protein Associated with Lin-7) y PatJ (Pals1 associated tight junction protein) constituyendo el
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complejo de polaridad Crumbs-Pals1-PatJ

2.1.2.1._ Proteinas CRB
El gen Crumbs inicialmente fue identificado en D. melanogaster como un Unico gen que
codifica para la proteina Crumbs, una larga proteina transmembranaria que define la
membrana apical en las células epiteliales y hasta el momento
se han identificado proteinas Crumbs desde invertebrados hasta mamiferos
. En mamiferos existen tres genes paralogos que codifican para tres proteinas distintas:
CRB1 , CRB2 y CRB3
, de 154, aproximadamente 135y 13

kDa de peso molecular respectivamente

El domino intracelular es el que sirve de anclaje con el resto de los componentes del
complejo Crb y otros complejos y parece ser el encargado del mantenimiento de las uniones
celulares . Este dominio intracelular estd constituido por un sito FDB o
FERM (band G ezrin-radixin-moesin homology domain) donde interactia y se une a proteinas
como EPB41L5, EHM?2 o Expanded y
un sitio PDZ (PSD95-DLGA-Z01) o PBM, localizado en el extremo C-terminal, con una secuencia
muy conservada en todas las proteinas CRB de cuatro aminodcidos conocida como secuencia
ERLI, que es indispensable para la interaccidn con otras proteinas del mismo complejo proteico
como Palsl o del complejo Par, como Par6 . El
domino extracelular es muy parecido entre CRB1 y CRB2 mientras que CRB3 practicamente
carece de él por lo que no posee sitios de reconocimiento para otras
proteinas, aunque como en el caso de las proteinas CRB1 y CRB2, las tres presentan sitios de Ny
O glucosilaciones . Este dominio extracelular esta
constituido por 3 repeticiones Laminina A/G y 19 repeticiones de EGF-like para CRB1 y 14 para
CRB2 (Esquema 9).

Como es sabido, en las células epiteliales, la separacién de los componentes apico-
basales es critica para su correcto funcionamiento, para la sefializacién celular, asi como para
los diferentes procesos de secrecién de moléculas. Muchos de estos procesos son
dependientes de funciones concretas de las proteinas CRB en las que parece ser que su
dominio citoplasmatico es esencial como formador de un complejo macromolecular de

andamiaje para poder realizar todas estas funciones
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EPB41L5
ﬂ Pals1

cra 1 sl @ e

EPB41L5
EHM2
— Pals1

cxe2 el @@l @

EPB41L5

EHM2 Pals1
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Esquema 9. Disefio esquemdtico de las proteinas del complejo de polaridad CRB; CRB1, CRB2 y CRB3. Se indican los
dominios funcionales y algunas de las proteinas con las que interactua (verde). Modificado de Assemat, Bazellieres
et al. 2008

Con relacion a la expresidn de los genes Crb y la localizacion de las proteinas, se sabe que
todas las isoformas presentan una expresion generalmente en tejidos epiteliales y derivados.
CBR1 se encuentra enretinay en cerebro

, CRB2 esta presente en retina, rifién y epitelio pigmentario de la retina; habiendo
sido identificado el ARN mensajero en cerebro adulto, coroides y en menor proporcién en
pulmadn, placenta y corazén

. Por ultimo, la proteina CRB3
es la que presenta una mayor distribucidon por diferentes tejidos epiteliales, entre los que se

incluye la retina

En lo que respecta a la funcién de las proteinas CRB, la mayoria de los estudios se han
realizado en D. melanogaster donde se ha visto que presentan un importante papel en el
establecimiento de la polaridad apico-basal, en el mantenimiento de las uniones adherentes
en el epitelio embrionario , asi como en la
formacién de uniones celulares y la formacién de la zona apical . Se ha
comprobado que las isoformas de mamiferos realizan funciones similares, regulando la
interaccion con otros complejos de polaridad, al igual que interactian con distintas rutas de

sefializacion como Hippo o Notch

40



Introduccion

Proteina CRB1

Por estudios de la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR), se ha
comprobado que la expresidn génica de Crb1 durante el desarrollo se encuentra relegada al
cerebro (donde Crb1 empieza a detectarse a E10.5) y a la retina de raton (donde empieza a
expresarse a E11.5). En los primeros estadios embrionarios, la expresidon de Crb1 se observa en
la zona ventral del tubo neural, la zona ventral del mesencéfalo o tegmentum, y en dareas
hipotaldmicas y Odpticas, no siendo detectada en corteza cerebral. En ultimos estadios
embrionarios, la presencia de Crb1 queda relegada a la regién tuberal del hipocampo y al drea
predptica. Por ultimo, en adulto, la expresién de Crb1 se ha comprobado en la capa granular
del cerebeloy en el giro dentado del hipocampo, bulbo olfativo y la corriente migratoria rostral,

areas relacionadas con la neurogénesis en adultos

. El gen CRB1 humano ha sido detectado en cerebro y retina

. La expresién de la proteina CRB1 en retina de mamiferos ha sido
extensamente estudiada y se sabe que se localiza en la regidn subapical de la membrana
limitante externa donde juega un papel esencial en la polarizaciéon de los fotorreceptores
. Se sabe que mutaciones
en el gen que codifica para la proteina CRB1 produce en humanos distintas patologias como la
retinosis pigmentaria de tipo 12 (forma especifica de retinosis pigmentaria que produce
ceguera nocturna y pérdida del campo visual) y Amaurosis Congénita de Leber (enfermedad

rara caracterizada por la pérdida de fotorreceptores durante los primeros afios de vida)

Proteina CRB2
Mediante andlisis de RT-PCR y estudios de hibridacién in situ se ha comprobado que el
gen CRB2 humano se expresa en rifidn, en epitelio pigmentario y coroides, en cerebro, y en
menor proporcidn en placenta, corazén y pulmoén
La presencia de la proteina CRB2 se ha demostrado en epitelio pigmentario de la retina
y en cerebro de ratéon embrionario
no habiéndose estudiado hasta la fecha su presencia, distribucién y funciones en

cerebro de ratén adulto.

Se ha descrito que en pacientes con retinosis pigmentaria y Amaurosis Congénita de Leber
existen mutaciones para el gen CRB2, aunque no se han encontrado evidencias alélicas que

relacionen estas mutaciones de CRB2 con las patologias (van den Hurk et al., 2005). Sin embargo,
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investigaciones recientes demuestran que la degeneracién observada en un ratén mutante para
CRB2 simula los procesos observados durante la retinosis pigmentaria humana debidos a la
degeneracion producida por mutaciones en CRB1 . Enlaretina, CRB2 presenta
un papel importante en el mantenimiento de la adhesidn, integridad estructural, polaridad
celular, expresion y/o localizacion del complejo apical de las proteinas de las uniones adherentes

y en la laminacidn de la capa de los fotorreceptores

CRB2 en el cerebro

En comparacién en el resto de proteinas CRB, CRB2 presenta una mayor distribucion
por el organismo y de todas las zonas donde se expresa, destaca el cerebro, donde el
gen Crb2 es esencial como regulador de la diferenciacién celular con un importante
papel en el proceso de la neurogénesis . Se ha demostrado
gue CRB2, es esencial para el correcto desarrollo embrionario temprano del ratén, mas
concretamente en el proceso de gastrulacidn, donde parece ser que tiene un papel
fundamental en el reordenamiento dréstico celular que tiene lugar en el neuroepitelio
en esta fase del desarrollo embrionario . Deficiencias en CRB2
producen importantes modificaciones en el proceso de gastrulacion, alterando la
somitogénesis y organogénesis que conlleva la muerte del embrién a E12.5 y ademas, se
ha visto que en humanos produce alteraciones congénitas neurolégicas

(ventriculomegalia) y renales

Otras de las funciones que parece realizar CRB2 es la interaccidén y regulacion de
proteasas de membrana. Mediante estudios realizados en cultivos de lineas neuronales
se ha descrito que CRB2 interactla con y-secretasa, que media la escision de diversas
proteinas transmembranarias, entre las que se encuentra la proteina precursora de B-
amiloide (APP). El acimulo de péptidos B-amiloide es una de los signos clinicos
demostrados de la enfermedad de Alzheimer

. Los estudios realizados en lineas celulares en cultivo
muestran que CRB2, al secuestrar el complejo y-secretasa, inhibe la escisiéon de APP, y
que al sobreexpresar CRB2 en estas neuronas, se consigue reducir hasta un 70-80% la
produccién de proteina B-amiloide, sugiriendo con ello un papel modulador negativo de

CRB2 en la actividad de y-secretasa

Proteina CRB3
La proteina CRB3 es la que mas difiere de entre las tres proteinas CRB, pues carece casi por

completo del domino extracelular . Se encuentra en numerosos tipos
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celulares y en retina . En la retina, CRB3 se
localiza en la membrana limitante externa tanto en fotorreceptores como en células de Miiller,
y tanto en edad adulta y en desarrollo en los segmentos de los fotorreceptores, siendo
especialmente abundante en el area del cilio de conexion. Estd también presente tanto en la capa
plexiforme interna como externa durante el desarrollo de estas capas, sugiriendo un importante
papel, no solo en el desarrollo del cilio de conexidn, sino también de las sinapsis que se forman

en las capas plexiformes externa e interna de la retina

CRB3 es esencial para completo desarrollo del embridn, pues el ratdn knockout para
CBR3 es letal a los pocos dias de nacer como consecuencia de problemas respiratorios y
alteraciones en otros érganos, como rifiones e intestino . Al parecer,
CRB3, mediante la movilizacién de Pals1, regularia por medio de la ruta Hippo, la inhibicién
celular por contacto. Por el momento se desconoce si mutaciones en esta proteina podrian

estar involucradas en enfermedades retinianas

2.1.2.2. Proteina Pals1

La proteina Pals1 es miembro de la familia de proteinas MAGUK (Membrane Asociated
Guanylate Kinase), que tienen funciones en sefializacion celular, andamiaje de proteinas y
como receptores de unidn célula a célula, asi como en procesos de formacién y mantenimiento

de sinapsis . Se conoce en D. melanogaster como Stardust o Std

Se trata de una proteina de 77 kDa de peso molecular, constituida por varios dominios

de union a distintas proteinas : dominios L27, uno que interactua con la
proteina PAT)J, y otro con Lin7 ; un dominio PDZ, con el que interactua
directamente con el dominio ERLI de CRB1 y CRB3 Y

dominios SH3 y HOOK
EPB41L5

CRB1 GUK que interactian con las
P Pat) L — ,
—_ proteinas EPB41L5
Pals1 n C
y

GUK

O L2z
O o7 <> SH3 'Hook .GUK (Esquema 10). Ademds,

presenta una regién ECR1

Esquema 10. Disefio esquemdtico de PASL1, proteina del complejo de polaridad . ; .
CRB. Se indican los dominios funcionales y algunas de las proteinas con las que que interactda y sirve de

interactua (verde). Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008 ., ,
union con la protelna

PAR6
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La expresidon del gen Pals1 se ha detectado en placenta y rifidn, presentando unos

niveles de expresion mas bajos en cerebro, corazén y musculo esquelético
. Se ha demostrado que la proteina Pals1 es esencial para el proceso de polaridad y el
establecimiento de uniones celulares , comportandose como un

adaptador entre las proteinas CRB y PATJ

2.1.2.3._ Proteina PatJ
La proteina de D. melanogaster Dpat) (o también conocida como DIt o Disc lost),
presenta dos genes ortdlogos en mamiferos que codifican para la proteina PatJ (Pals Associated

Tight Junction protein) y MUPP1 (Multi-PDZ domain Protein)

La proteina Patl, estd formada por un dominio L27 en N-terminal que interactda con
Pals1 (ROH 2002), seguido de varios dominios PDZ (diez para PALS1 y trece para MUPP1) que
interactuaran con muy diversas proteinas como claudinal, ZO3, Par6, Nectina o JAM

(Esquema 11).

Pat) parece estar involucrada en el establecimiento de las uniones
, realizando su principal funcion en células epiteliales en

la activacién de los complejos Par6-aPKC

2.1.3._ Complejo de polaridad Scrib

El complejo de polaridad SCRIB define el domino basolateral de las células epiteliales y
se encuentra constituido en mamiferos por tres proteinas citoplasmaticas: SCRIB (Scribble
homolog), DLG (Disks Large Homologue) y LGL (Large Giant Larvae homologue) con las mismas

funciones y secuencias que sus homdlogos de D. melanogaster

Z03 Claudina 1
—

Pals1 P

@ |27 Q PDZ

Esquema 11. Disefio esquemdtico de Patl, proteina del complejo de polaridad CRB. Se indican los dominios
funcionales y algunas de las proteinas con las que interactua (verde). Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008

2.1.3.1._ Proteina SCRIB
La proteina SCRIB se conoce desde hace tiempo como la Unica proteina homdloga de

Scribble de D. melanogaster . Esta proteina esta presente con niveles de
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expresion bajos en rifidon, musculo esquelético, higado, placenta, piel y ojo de ratén

Se trata de una proteina de 175 kDa con dieciséis repeticiones
de leucina o LRR en su extremo N-terminar, dos dominios LAPSD (LAP Specific Domain) y cuatro
dominios PDZ. Se ha visto que LRR permite interactuar con LGL2

, proponiendo los dominios LRR y PDZ como esenciales para la
localizacién basolateral de la proteina SCRIB . Dos de
los dominios PDZ, se unen a ZO2 que es capaz de interactuar con distintos componentes de

uniones celulares como Z01, ocludina o claudinas (Esquema 12).

En células epiteliales, el complejo Scrib regula directamente la formacién de uniones
celulares, asi como el establecimiento del dominio basolateral al controlar la distribucidn
proteica al dominio apico-lateral . La proteina SCRIB es esencial para
el correcto establecimiento de las uniones celulares, al ser reclutada por medio de E-

cadherinas. Se ha comprobado que en células cancerigenas, en las que la expresion de E-

LGL2

Z02

SCRIBN c

LRR O LAPSD O PDZ

Esquema 12. Disefio esquemdtico de SCRIB, proteina del complejo de polaridad SCRIB. Se indican los dominios
funcionales y algunas de las proteinas con las que interactua (verde). Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008

cadherinas estd disminuida o en muchos casos es inexistente, SCRIB tampoco se expresa,
aunque hasta el momento se desconoce cual es el mecanismo por el que SCRIB, al menos en
células epiteliales, desempefiaria un papel en la homeostasis y tumorogénesis

. Entre una de las principales funciones de la proteina SCRIB durante
el establecimiento del dominio basolateral, esta la de excluir las proteinas apicales (como por

ejemplo las del complejo Crb) del dominio basolateral
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2.1.3.2._ Proteina DLG
La proteina DLG pertenece a la familia de proteinas MAGUK con sus caracteristicos
dominios estructurales: PDZ, SH3, HOOK y GUK. En mamiferos estan presentes al menos cuatro
genes ortélogos del gen Dlg de D. melanogaster, que codifica para cuatro proteinas DLG
distintas . Presentan un peso molecular comprendido entre los 80 y 200
kDa . Parece ser que la interaccién que se produce entre uno de los
dominios de DLG con MPP7, es esencial para el establecimiento de las uniones celulares
. Ademas, la proteina puede interactuar con por medio de
sus dominios PDZ con APC y PTEN, considerados supresores de tumores, teniendo al parecer

APC
v un papel en la

DLG N (:)_O.Q PN C tumorogénesis
L4
o 127 Q) roz <> SH3 'Hook @ cux

Esquema 13. Disefio esquemdtico de DLG, proteina del complejo de polaridad SCRIB. Se
indican los dominios funcionales y algunas de las proteinas con las que interactia (verde). (Esquema 13).
Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008.

2.1.3.3._ Proteina LGL
La proteina LGL de mamiferos esta codificada por dos genes ortélogos de D.

melanogaster, generando como resultado LGL1 (de 115 kDa de peso molecular) y LGL2 (de 113

kDa de peso molecular) . Todas presentan dominios repetidos de WD40, 6
para LGL1 y 5 para LGL2 y son esenciales para interactuar con la proteina
SCRIB, aunque solo se ha podido demostrar en LGL2 (Esquema 14).

Par6
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Esquema 14. Disefio esquemdtico de LGL, proteina del complejo de polaridad SCRIB. Se indican los dominios
funcionales y algunas de las proteinas con las que interactua (verde). Modificado de Assemat, Bazellieres et al. 2008

En células epiteliales de mamiferos, tanto LGL1 como LGL2 se localizan en lamembrana

lateral , pero para poder posicionarse en esa localizacion, tienen que
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ser fosforiladas por aPKC y este proceso de fosforilacion tiene lugar durante los primeros

momentos del proceso de la polaridad celular

2.2. lacélulay la polaridad
La polaridad celular es una propiedad que se caracteriza por una distribucion
asimétrica de componentes (proteinas, lipidos, moléculas y orgdnulos) y funciones celulares
gue estd presente en la mayoria de los organismos en aspectos esenciales del desarrollo y ciclo
vital celular
. Es un proceso esencial para el correcto funcionamiento de multitud de procesos

celulares entre los que destacan la gemacion y crecimiento de levaduras

, la division celular , la polaridad
durante el desarrollo embrionario , €l establecimiento de la polaridad neuronal,
formacion de axones y dendritas , el transporte transepitelial

, la migracion celular ,0la

extravasacion linfocitaria

Un claro ejemplo de la polaridad celular lo presenta el tejido epitelial
Este tejido estd formado por células altamente polarizadas que se ensamblan entre si mediante
diferentes tipos de uniones formadas entre las caras laterales. La célula epitelial presenta una
estructura polarizada, es decir, un parte superior o apical, y una parte inferior o basal, la cual,
limita con tejido conjuntivo mediante la membrana basal. Se pueden distinguir dos tipos
basicos de epitelio: epitelio de revestimiento (cuya funcidn es separar dos ambientes
completamente distintos) y epitelios glandulares especializado en la secrecion de diversas

moléculas

De este modo, una célula epitelial esta constituida al menos por un dominio apical que
la separa del medio externo y otro baso-lateral asociado al el tejido conectivo mediante
uniones adherentes (Esquema 15). Ambos dominios difieren en su composicién
lipidica y proteica, y en definitiva, en su funcionalidad, y se encuentran separados por uniones
estrechas . En las células epiteliales, la separacion del
componente dapico-basal es esencial para su correcto funcionamiento, y depende de la
actividad orquestada de tres complejos proteicos de polaridad muy conservados en la

evolucién . Diversos estudios han demostrado que la pérdida de la
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polaridad de las células epiteliales esta relacionada con el desarrollo de importantes patologias

como cancery tumorogénesis (Ling et al., 2010; Martin-Belmonte, 2012).

Como indica Martin-Belmonte en su revision bibliografica (\Vartin-Belmonte, 2012), los
mecanismos por los que se establece la polaridad epitelial no se conocen con exactitud, e
incluso puede ser diferente entre distintos tipos epiteliales y organismos. Los complejos de
uniones adherentes y uniones estrechas que se establecen entre las células contribuyen a la
formacién y al mantenimiento de los dominios apicales y basolaterales. En estadios iniciales e
inmaduros de una célula epitelial, la célula establece uniones con la matriz extracelular por
medio de integrinas y emite filopodios con el fin de contactar con otras células e iniciar la
formacién de uniones celulares. En este primer momento, diversos complejos de adhesién
como Nectinas, reclutan la proteina PAR3, que pertenece al complejo Par de polaridad celular,
que permite que se continue reclutando otras proteinas de adhesién como JAM o E-cadherina,
constituyendo un primer cinturdn de polarizacién celular en el que hay una mezcla tanto de
uniones estrechas como adherentes (Esquema 16). Este complejo primordial puede
interactuar con el citoesqueleto y con diversas Rho-GTPasas que permiten reorganizar las
proteinas de adhesién a lo largo del domino basolateral.

GO Cilio primario \ ]
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Membrana basal
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Esquema 15. Representacion grdfica de una célula epitelial. Se muestran las uniones celulares, asi como las
principales proteinas que lo constituyen. Modificado de Martin-Belmonte 2012.
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Par3 es disociado de este complejo gracias a la participacién de aPKCy Par6, permitiendo
la disgregacidon de las proteinas de uniones estrechas de las de uniones adherentes y de la
proteina CRB, favoreciendo asi la formacidn de uniones estrechas y la separacion de los
dominios apical y subapical. El complejo SCRIB promueve el establecimiento de la identidad
basolateral antagonizando con los complejos Par y Crb. Para ello, LGL compite con Par3

secuestrando el complejo Par hacia la membrana apical (Esquema 16).

En el SNC, el correcto desarrollo del neuropitelio durante el desarrollo neural es esencial
para la formacién y proliferacion de neuronas y células gliales (Kriegstein & Alvarez-Buylla, 2009),
y va a depender del correcto funcionamiento de los procesos de polaridad del mismo, pues tanto
los fendmenos de neurogénesis y gliogénesis dependeran de la correcta formacién de células
posmitéticas como consecuencia de orquestados procesos de divisiones simétricas y asimétricas

(Farkas & Huttner, 2008; Gotz & Huttner, 2005; Huttner & Kosodo, 2005).

Estado intermedio de polarizacion Célula epitelial polarizada

Apical

Estado inicial de polarizacién

Lateral

Basal

- JAM @ Nectina Proteina de unién a . Par6 . CRB2

@ Claudina @m» Cadherinas e actina . SCRIB

m] Ocludina ® B-Catenina . aPKC . PALS

® 2 O P20 . par3 . DLG
. cdc42 PAT)

® 03 @®  o-Catenina

Esquema 16. Representacion grdfica del establecimiento de la polaridad celular en una célula epitelial. Se muestran
los tres complejos de polaridad celular, asi como sus principales proteinas y componentes que constituyen las uniones
celulares. Modificado de Martin-Belmonte 2012.
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3. Modelos animales para el estudio de CRB

Son varios los modelos animales existentes para el estudio de las proteinas CRB vy el

resto de las proteinas de los complejos de polaridad en ratén

(Tabla 2).
Modelo Mutacién / Defecto Fenotipo Referencia '
Knock-out, Crb1 Alteraciones Seande fqvert
Crb17 o tunelanal en MLEy Kantardzhieva et
células de al. 2004; van de
Miiller Pavert, Sanz et al.
2007b)
Degeneracién (van de Pavert,
Crbc#w Knockin de fotorrecep- Meuleman et al.
tores 2007a)
. (Mehalow,
Aljce'raaones Kameya et al.
CRB1™® Mutacién AR el 2003; Lakpwski,
espontanea presencia de Baron et el. 2010;
pseudorosetas Pearson, Barber
etal)
Defectos en (Garcia-Garcia,
EBP4115 mesodermo, ecto-  Eggenschwiler et
(Limmulus) Knock-out, nula dermoy desarrollo al. 2005; Lee,
de la placa neural. Silva-Gagliardi et
Letal aE.8.5 al. 2007)
. (Aartsen, Kantar-
Alteraciones en dohicmabal.
MPP47" Knockout la hgn;c(e:osz'fasw 2006; Yang,
Elitd Pawlyk et al.
2007)
Desorganiza-
CRB2<0 Knockout cion retiniana (Alves, Sanz et al.
condicional desde el 2013)
desarrollo
Alteraciones en (Xiao, Patrakka et
_/.
it sieid i la gastrulacion al.2011)
Alteraciones
Pals1 knockdown retinianas. (Park, Alves et al.
(shPals1-RxCre) condicional Rosetas en 2011)
fotorreceptores.

Tabla 2. Modelos animales utilizados para estudiar las proteinas de los distintos complejos de polaridad. Modificado
de Gosens, den Hollander et al. 2008.

3.1._ Modelos animales con defectos en CRB2
El modelo murino CRB2%°, knockout condicional en retina, se generé para el estudio

de las alteraciones retinianas, presenta una degeneracion progresiva de los fotorreceptores
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asociado con la perdida de funcidn retiniana similar a la descrita en el modelo de retinosis

pigmentaria causada por la mutacién en el gen CRB1 y mimetiza los defectos
observados en la mutacién Crb de Drosophila melanogaster . Se produce
una alteracion en la laminacién de la capa de los fotorreceptores que

coincide con los resultados observados al disminuir los niveles de Pals1 en la retina
. Estos resultados sugieren la necesidad de la presencia de CRB2 para

que se produzca la correcta laminacién de la capa de fotorreceptores

Por otro lado, se generd un ratédn mutante knockout CRB27", con el que se detectd que
los embriones detienen su proceso de gestacidén aproximadamente a E9 debido a importantes

defectos en el desarrollo del mesodermo y de la placa neural

3.2. Ratén mutante CRB18

El modelo murino CRB1™ presenta una mutacion truncada identificada en el
cromosoma 1 que consiste en la delecién de herencia autosdmica recesiva
de un par de bases en el nucledtido 3481 que produce un desplazamiento del marco de
lectura originando un coddn de parada prematuro. Como consecuencia, el gen codifica una
proteina truncada, de 1207 aminoacidos, que pierde los dominios intracelulares y
transmembrana, sintetizdndose Unicamente los quince primeros dominios EGF y 2 dominios
laminina A globular desde el extremo N-terminal y 47 aminodcidos adicionales
(Esquema 17). Esta proteina estad formada solo por la parte extracelular que se secreta

(Esquema 17).

Los efectos observados como consecuencia de la mutacién CRB1™ presentan
importantes similitudes con los observados en la mutacion de CRB de Drosophila
melanogaster. En ambos casos se aprecia una distribucion discontinua y desordenada de las

uniones adherentes de la membrana limitante externa de la retina

La degeneracion retiniana consecuente consiste en la pérdida de fotorreceptores que se
manifiesta con la presencia de manchas grandes e irregulares cuando se examina el fondo de
0jo. Aproximadamente a la semana dos del nacimiento, la membrana limitante externa de la
retina se encuentra fragmentada, a las cuatro semanas se observa un marcaje fragmentado
para la proteina B-catenina, presente en las uniones adherentes como consecuencia de la

pérdida de estas uniones y causando una alteracidn estructural tanto en los fotorreceptores
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como en las células de Miller. A la décima semana, los segmentos externos de los

fotorreceptores comienzan a fragmentarse, quedando a los cinco meses solo algunos de ellos

@ réptidosenal = Dominio

Transmembrana Q SH3
I] EGF % Membrana

plamatica

@ LamininaA Q FERM O pBM

Esquema 17. Disefio comparativo de la disposicion de los dominios proteicos entre proteinas CRB1 de un raton
control y uno mutante CRB1%,

4. CRB2y enfermedades neurodegenerativas: enfermedad de

Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) consiste en un desorden degenerativo progresivo que
se caracteriza por la pérdida neuronal y la acumulacidn extracelular de depésitos de distintos
elementos conocidos como placas seniles, y de ovillos neurofibrilares intracelulares

. Esta patologia, identificada inicialmente por el psiquiatra y neurélogo
Alois Alzheimer , €5 una neurodegeneracion caracterizada por un dafio
sindptico inicial y seguida de la perdida neuronal, acompaiiada de astrogliosis y proliferacidon de
células microgliales .Son
varias las lineas de investigacion que sostienen como teoria principal para el desarrollo de la
patologia, una acumulacién anormal de la proteina B-amiloide como consecuencia de la
protedlisis de APP, el precursor de B-amiloide , que se
deposita en el espacio extracelular . Ademas de la acumulacion de péptidos B-
amiloide, la proteina tau (proteina citoplasmatica encargada de unir tubulina durante el proceso

de polarizacién de microtubulos) se encuentra hiperfosforilada en la enfermedad de Alzheimer,
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produciendo acumulos y ovillos de neurofilamentos intracelulares en las neuronas afectadas

La proteina APP pertenece a la familia de proteinas transmembranarias de tipo |, que
se caracterizan por poseer un gran dominio extracelular y uno corto intracelular
APP se expresa en distintos organismos y en mamiferos se han descrito hasta tres miembros
distintos: APP, APLP1y APLP2 . APP se expresa indistintamente tanto en
células neurales (donde es muy abundante) como no neurales
. El dominio extracelular esta constituido por varios subdominios que parecen tener
distintas funciones, como participar en adhesion celular, crecimiento de neuritas vy
sinaptogénesis; por su parte, el dominio intracelular estd relacionado con procesos como
fosforilacién e interaccién proteina-proteina, migracién celular y remodelado sindptico y
apoptosis . La porcién transmembranaria de APP se denomina B-amiloide
(AB), y es una porcion de 4 kD de peso molecular. El procesado que puede sufrir el precursor
APP por parte de al menos tres proteinasas terminales transmembranarias, a, B y y-secretasa,

genera diferentes fragmentos proteicos a partir de APP (Esquema 18)

La proteina a-secretasa procesa distintas proteinas transmembranarias, como FNT-q,
FNT-B o APP, como consecuencia de la activacion de rutas dependientes de la proteina quinasa
C (PKC) o de otros mensajeros, produciendo la escision del APP entre residuos de lisina y valina
(Esquema 19), y activa por tanto la ruta no amiloidea de APP al no formar tras su actividad la
proteina AB (Esquema 18)

. B-secretasa se encarga de cortar a APP por el extremo N-terminal de AB (entre
una metionina y un aspartato), por lo que es considerado como el precursor de la generacion
de los péptidos AB (Esquema 18) . Por ultimo,
y-secretasa es una aspartil proteasa que consta de subunidades cataliticas como presenilina-1
o presenilina-2, y otras subunidades accesorias conformando y dando estabilidad al complejo
catalitico encargado de procesar a APP, capaz de producirle un corte desde el extremo C-
terminal hacia el final del péptido AB (entre una alanina y una treonina), liberando por lo tanto
AB extracelularmente, y el domino intracelular (ICD) que al provenir del APP se conoce como

AICD, que migra al nucleo donde actla como factor de transcripcién (Esquema 18)
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Strooper, 2003; De Strooper & Annaert, 2000; Kumar et al., 2018; Shih le & Wang, 2007; Zheng

& Koo, 2006).
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Esquema 18. Disefio esquemadtico de la actuacion de las distintas secretasas sobre la proteina precursora de amiloide

(APP).

El complejo proteico y-secretasa, y en concreto sus subunidades cataliticas, pueden

producir la escisién de APP a distintos niveles, originando por lo tanto distintos productos. Asi,

se han identificado distintas AR en funcién del procesamiento de APP por y-secretasa,

originando los fragmentos AP 38, 40 o 42, que se diferencian entre si por la propia capacidad

de formar agregados siendo el fragmento AB 42 el mas abundante en las placas seniles

(Esquema 19) (Haass & Selkoe, 2007; Serrano-Pozo et al., 2011). La formacion de los

mondmeros AB 38, 40 o 42 se produce de manera natural por el mecanismo de y-secretasa

[3-Secretasa a-Secretasa

y-Secretasa

que, en concentraciones

fisioldgicas, no  produce
ningun tipo de alteraciones

patoldgicas (Glabe, 2008). De

entre todos los AR, es el AB 42

el que mayor tendencia tiene

Esquema 19. Representacion grdfica de la edicion que realiza y-secretasa a asociarse junto a otros

sobre APP, originando distintos péptidos AB. Modificado de Kumar,

Ganeshpurkar et al. 2018.

54

mondmeros y formar



Introduccion

oligdmeros, precursores de las placas seniles que originaran el dafio neurodegenerativo, que
frecuentemente cursa con una degeneracion retrégrada axonal, autofagia del arbol dendritico
y del soma, asi como alteraciones en los niveles de la proteina de unién a calcio calbindina, de
neuronas de regiones concretas del cerebro como son la corteza y el giro dentado del

hipocampo relacionadas con el aprendizaje

La proteasa y-secretasa no solo actia sobre APP, sino que puede utilizar hasta 60
sustratos distintos, como por ejemplo la proteina Notch . Por
ejemplo, en D. melanogaster, por un lado, el gen Crb tiene un importante papel en el desarrollo
del disco marginal del ala y por otro lado, el procesamiento de Notch por parte de y-secretasa
es esencial para establecer los limites entre los componentes dorsales y ventrales del ala

. Se ha visto que el gen Crb atenua la sefalizacion de Notch,
controlando la actividad de y-secretasa .Araizde
estos trabajos, se investigd la posibilidad de que la proteina CRB2 humana realizase algun tipo
de regulacion sobre y-secretasa. Se ha demostrado que CRB2 interacciona e inhibe a y-
secretasa, y por lo tanto, controla su accién catalitica sobre diversas proteinas transmembrana
como APP y Notch . Ademas, los trabajos realizados por Mitsuishi y
colaboradores han demostrado que, en lineas celulares neurales
(neuroblastoma humano SY5Y) y no neurales (células epiteliales de rifion humano HEK-293),
CRB2 parece inhibir a y-secretasa y no a B-secretasa, regulando los niveles de AB. Parece ser
que CRB2 realiza su regulacién interactuando directamente con la subunidad catalitica
presenilina-1, para lo cual es esencial la presencia del domino transmembrana e intracelular
de CRB2, no siendo necesarios los motivos FERM o PDZ. La sobreexpresion de CRB2 puede
llegar a producir una disminucidn de entre el 70 — 80% los niveles de AB, y pese a ser una
proteina transmembranaria, se ha comprobado que no actia como sustrato de y-secretasa,
por lo que se comporta como un modulador negativo de la enzima en vez de un inhibidor. Asi,
se sugiere un posible papel de la proteina CRB2 como neuroprotector en la patologia

neurodegenerativa de Alzheimer
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Justificacion, hipdtesis y objetivos

La polaridad celular se debe a la funcidn coordinada de tres complejos proteicos muy
conservados a lo largo de la evolucidn: los complejos Crb y Par, que regulan la definicion de la
zona apical y el complejo Scrib que especifica la zona basal

. La adquisicion de la polaridad celular es esencial para el correcto funcionamiento de
muchos tejidos, asi como para el desempefio de ciertas funciones, como los procesos de
sefializacion celular o secrecién de moléculas. En neuronas, la adquisicién de la polaridad es
esencial para su desarrollo y resulta imprescindible tanto para la
determinacién como para la maduracién de las distintas comunicaciones sinapticas que se

establecen entre ellas

Esta disparidad de funciones depende del correcto funcionamiento y rigurosa
coordinacion de las proteinas que constituyen los tres complejos de polaridad celular. El
complejo Crb, compuesto por las proteinas CRB, Pals1y PatJ, realiza funciones importantes en
el mantenimiento de la polaridad dpico-basal y en el establecimiento de las uniones adherentes
durante el desarrollo de los epitelios en estadios embrionarios . Los
dominios intracelulares de las proteinas transmembranarias CRB, establecen un complejo
andamiaje proteico que junto con otros miembros del complejo Crb y el resto de proteinas de

los complejos Pary Scrib, son esenciales para el correcto desempenio de todas estas actividades

Tanto en humanos como en ratdn, se han descrito tres isoformas de la proteina CRB:
CRB1, CRB2 y CRB3, todas ellas presentes en la retina y cuyos genes CRB/Crb se han detectado

en otros tejidos

Las alteraciones en las funciones de las proteinas CRB producen varios trastornos graves,
tales como desdrdenes en la organogénesis durante el desarrollo embrionario y el
establecimiento de la polaridad celular . Mutaciones en el gen Crb1/CRB1
producen alteraciones retinianas

, la pérdida del gen Crb2 produce alteraciones letales en la gastrulacion del ratén
, ¥ mutaciones en la proteina CRB2 producen alteraciones nefrdticas
y ventriculomegalia prenatal . La eliminacidon completa de
ambas proteinas, CRB1 y CRB2, en la retina de animales experimentales simula los

acontecimientos que se producen en la Amaurosis Congénita de Leber humana y produce una
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desregulacion en la ruta de sefializacion Yap/Hippo en células progenitoras de retina

En Drosophila, la proteina Crb influye en la sefializacién de Notch al modular la actividad
de y-secretasa, sugiriendo un posible papel en el desarrollo de patologias relacionadas con la
actividad de y-secretasa, como por ejemplo en la enfermedad de Alzheimer

. En cultivos de células epiteliales humanas y lineas celulares
neurales, CRB2 se postula como un modulador negativo de y-secretasa y se ha sugerido que un
posible factor de riesgo en el progreso de la patologia podria ser la disminucion de la expresion
de esta proteina . De la misma forma, hay otras patologias en las que
uno de los desencadenantes es la generacién de -amiloide que se acumula por ejemplo, en

las drusas que se generan en la Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE)

. Asimismo, se ha sugerido una relaciéon entre la DMAE y la enfermedad de

Alzheimer ya que debido a la
modulaciéon que CRB2 ejerce sobre y-secretasa en la patologia de Alzheimer

, se ha propuesto que en la DMAE, esta proteina podria estar realizando la misma funcion,

controlando los niveles de B-amiloide que se acumulan en las drusas, aunque hasta la fecha

esta hipdtesis no ha sido explorada ni demostrada.

Se conoce desde hace tiempo que el ARNm para la transcripcion de CBR2 estd presente
en el cerebro , pero la
expresion de la proteina es un tema que no se ha explorado con profundidad. En trabajos
previos de nuestro laboratorio pusimos de manifiesto que la proteina CRB2 se expresa en el
epitelio pigmentario y otros estudios demostraron su presencia en
cerebro embrionario de raton . Sin embargo, hasta
la fecha no se ha detectado la presencia de la proteina CRB2 en cerebro humano ni tampoco
de ratdn adulto. Este hecho podria explicarse por la carencia de herramientas adecuadas, como
anticuerpos capaces de identificar de forma especifica la proteina CRB2 discriminandola de las

otras dos proteinas CRB.
Con todos estos datos planteados, la hipdtesis de partida es:

v" Que la proteina CRB2 se expresa en cerebro adulto de forma especifica en neuronas y

que su expresion es fundamental para el correcto establecimiento de su polaridad y
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desarrollo, de forma que su defecto podria producir alteraciones importantes en el

correcto desempeiio de las distintas funciones neuronales.
Para comprobar esta hipdtesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Analizar la expresion y localizacion de la proteina CRB2 en el cerebro de ratén

adulto.

a) Determinar los tipos celulares en los que esta presente la proteina CRB2.

b) Determinar en qué zonas o nucleos del cerebro de ratén es mayoritaria la
expresion de la proteina CRB2.

2. Investigar las posibles alteraciones en la expresion y localizacién de la proteina
CRB2 y proteinas relacionadas con su funcidn en cerebro adulto del ratén mutante
CRB1™,

3. Caracterizar la expresion y localizacion de la proteina CRB2 y elementos asociados
a su funcién durante el proceso de diferenciacién y maduraciéon neuronal in vitro.

4. Estudiar la expresion y localizacidn de la proteina CRB2 en cerebro humano tanto
de pacientes control como de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

5. Estudiar variaciones alélicas para el gen CRB2 en patologias retinianas como la

Degeneracidon Macular Asociada a la Edad (DMAE).
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Material

1. Animales de experimentacion

Para la realizacion del presente trabajo de Tesis Doctoral, como animales de
experimentacion se han empleado ratones (Mus musculus) tanto silvestres, procedentes de la
estirpe C57BL/6J, como animales de la misma estirpe portadores de la mutaciéon CRB1™ en
homocigosis (C57BL/6J Crb18/Crb1"). El mantenimiento y el manejo de los animales se han
realizado conforme a la normativa europea 2010/63/UE y espafiola RD 53/2013 vigentes. La
eutanasia empleada para el sacrificio se ha realizado conforme a la normativa de manipulacién
de animales de experimentacion: han sido anestesiados por hidrato de cloral al 5 % (p/v) en

NaCl 0.9 % (p/v) y sacrificados por concentracion creciente de CO,.

Para los experimentos en los que se han realizado técnicas de inmunofluorescencia o de
Western blot (WB) en tejidos de animales adultos, se seleccionaron estadios de edad postnatales
(P) de entre P90 hasta P250 de ambos genotipos (control y mutante). Para los experimentos de
cultivos primarios de neuronas obtenidas de corteza e hipocampo de ratdn, el tejido se obtuvo
del cerebro de animales en estadios embrionarios (E) comprendidos entre E16 y E18, por lo que

se seleccionaron hembras de ambos genotipos en estos periodos de gestacion.
2. Muestras humanas

Se han realizado experimentos tanto de inmunohistoquimica como de WB en muestras
de cerebro de pacientes fallecidos con y sin enfermedad de Alzheimer (EA). Las muestras
control (sin patologia asociada a Alzheimer) fueron cedidas por el Banco Nacional de tejidos
(CIEN) y las muestras de pacientes con EA por Banco de Tejidos del Instituto de Neurociencias
de Castilla y Ledn (BTN-INCYL). Estas muestras fueron procesadas para los distintos
experimentos en nuestro laboratorio. Ademas, los experimentos de WB se completaron con
muestras de cerebro humano con distintas patologias, como se muestra en la Tabla 3, entre
ellas EA, cedidas por el Dr. Eugenio Santos de Dios (Centro de Investigacién del Cancer,
Salamanca) procedente del Banco de Tejidos de Navarra. Las proteinas de estos tejidos
procedian de Hipocampo (Hc) y Corteza Frontal (CxFr) y habian sido extraidas y conservadas en

tampon de lisis hasta el momento de su cesion.
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Caso Patologia Region
BCN 251 Sistema nervioso central con diversos signos de hipoxia Hc
BCN 224 Infarto lacunar en ntcleo caudado derecho. Leucoaraiosis He y CxFr

moderada.
BCN 183 Cuerpos de Lewy mudentgs en snstem? nervioso. Arterio y Hellcren
arterioloesclerosis.
BCN 169 Sistema nervioso central con signos de hipoxia. Degeneracion del e

cerebelo por enolismo crénico.
EA estadio V c, fase 5 de Thal. Angiopatia congofila tipo 2. Moderada
BCN 248 leucoaraiosis. Arterio y arterioloesclerosis. Infarto lacunar en caudadc Hcy CxFr

izquierdo.
EA estadio VI C de Braak, fase 4 de Thal. Esclerosis del hipotalamo.
BCN 321 Infarto lacunar en putamen. Moderada leucoaraiosis. Angiopatia Hc y CxFr
cerebral congdfila leve.
BCN 206 EA estadio V C. Infarto lacunar taldmico derecho. Hc y CxFr
BCN 197 EA estadio VI C. Leucoaraiosis moderada. Hc y CxFr
BCN 190 EA estadio VI C. Ligera angiopatia congofila. Leucoaraiosis. CxFr
BCN 173 EA estadio V B. Leucoaraiosis. Antipatia congdfila leve. CxFr

Tabla 3. Relacion de las muestras humanas cedidas. Muestras de cerebro humano con las patologias diagnosticadas
en cada caso y dreas utilizadas en nuestro estudio. En color rojo se muestran las muestras consideradas control por
no presentar sintomatologia de EA

Métodos

3. Genotipado de animales de experimentacion

El ratén mutante CRB1™® tiene una mutacién en el nucleétido 3481 identificada en el
cromosoma 1. Para poder identificar esta mutacion y diferenciar el genotipo mutante del control,

analizamos su ADN mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

3.1. Extraccién de ADN

La extracciéon de ADN se obtuvo a partir de fragmentos de tejido de colas de los ratones,
gue son resuspendidos en una solucion de lisis constituida por Proteinasa K [6 U/ml (p/v)
Sigma-Aldrich®], 0,02 % de duodecil sulfato sdédico (SDS) (p/v), 5 mM de &cido
etilenolaminotetraacético (EDTA) pH 8,0, 0,2 mM de cloruro sddico 0,1 M a pH 8, en una
dilucion de agua destilada. El tejido en este tampdn de lisis se mantiene en agitacién a 55 °C

en un termobloque (Mixing Block MB-102, Lan Technics) durante 12 h.
Trascurrido el tiempo de degradacidon del tejido se procede a la purificacién del ADN:

1. El homogenado se mezcla bien y se centrifuga durante 2 min a 16000 g a temperatura
ambiente (TA). El sobrenadante se recoge, desechando el sedimento y se afiade el

mismo volumen de 2-propanol (PanReac) que de sobrenadante. Se mezcla invirtiendo
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las dos fases creadas con el fin de que precipite el ADN (ya que es muy poco soluble en
este medio) comprobandolo al ver que se forma un hilo blanco.

2. La mezcla anterior se centrifuga a TA y 16000 g durante 10 min. El precipitado
resultante contiene el ADN, se resuspende en alcohol al 70 % y se centrifuga a 16000
g durante 10 min. El sedimento que contiene el ADN se resuspende en agua mili-Q y

se almacenaa4°Co-20 °C.

3.2._Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En proceso de deteccién mediante PCR se requiere la presencia de cebadores que
amplificardn los fragmentos de DNA deseados. En este caso, los cebadores utilizados son los que
nos permiten diferenciar entre el ADN de los animales silvestres y aquellos que portan la

mutacion CRB1™® que se muestran en el Esquema 20.

Para este analisis se anadieron 0,375 mM de cada uno de los oligonucleétidos que constituyen

CRB1 mF1 5’ -GTG AAG AAG ACA GCT ACA GITT CTG ATC- 3’
CRB1 mF2 5’ -GCC CCT GTT TGC ATG GAG GAA ACT TGG AAG ACA GCT ACA GTT CTTCTG- 3’
CRB1 mR 5’ -GCC CCA TTT GCA CAC TGA- 3’

Esquema 20. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la técnica de PCR.

los cebadores, 20 % de tampdn 1X para Taq Polimerasa (v/v) (Promega®), 5 % de dimetilsulfoxido

1 1

. (o ®
desoxirribonucledtidos (Promega®), 0,125 94°C S

U/ul de Taq Polimerasa y entre 50y 300 ng de

2 94 °C 20 seg
DNA por muestra, todo ello disuelto en agua
. . . 3 505C 30seg 49
mili-Q. La mezcla se introdujo en un
termociclador (AB Applied Biosystems™, 4 72°C 40 seg
Verity 96 Well Thermo Cycler) con el nimero 5 72°C 7 min 1

de ciclos indicados en la Tabla 4. Tabla 4. Temperatura, tiempo y ciclos utilizados en la

térnira de PCR

3.3. Electroforesis

Los productos obtenidos tras los pasos del termociclador se sometieron a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v) del tipo MS-8 (Pronadisa®) disuelto en tampdn
Tris-Borato-EDTA (TBE) al 0,5 % junto con 0,4 ul de RedSafe™ (iNtRON biothechnology) para
observar las bandas de ADN amplificado. Las muestras cargadas en el gel son corridas a una
velocidad constante de 100 V con el medio TBE al 0,5 %. Tras la migracién completa de los

fragmentos de ADN, para su analisis y obtencién de imagenes, se emplea una lampara de luz
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rds rd8 WT/rd8 WT/rd8 ultravioleta (Gel Doc
XR, Bio-Rad
Laboratories). Como
marcador de pares de
bases se empled el
reactivo 50 pb Ladder

de 5Prime.

Los animales

silvestres se

Esquema 21. Genotipado de animales de experimentacion. Imagen en la que se muestran
los fragmentos de ADN obtenidos tras el genotipado del tejido obtenido de los animales identifican porque los
de experimentacion. Asi, se obtiene una unica banda de 228 pb para el genotipo WT, una
Unica banda de 248 pb del genotipo mutante (rd8) y dos bandas de 228 pb y 248 pb en
la mezcla de ambos genotipos que permite discriminar mejor el peso de cada una de ellas.

fragmentos de su
ADN pesan 218 pares
de base (pb) y los animales mutantes CRB1™® quedan identificados porque sus fragmentos

pesan 243 pb (Esquema 21).

4. Cultivos celulares

4.1. Cultivos primarios de corteza e hipocampo de raton

En este trabajo se han realizado cultivos primarios de neuronas obtenidas tanto de
corteza como de hipocampo de ratones control (WT) y Unicamente de corteza en el caso del
ratéon mutante CRB1™® a partir de animales en estadios embrionarios comprendidos entre E16

y E18.

Las placas o los pocillos en los que se van a realizar los cultivos se tratan previamente
con una solucién al 0,1 mg/ml (p/v) de Poli-lisina (Poli-L) en Tampdn Fosfato Salino (PBS) para
permitir la adherencia de las células. Este tratamiento con Poli-L debe realizarse al menos una
hora antes del sembrado de las células, incubando las placas a 37 °C con un volumen de Poli-L
determinado por placa o pocillo (indicado en la Tabla 5). Antes de sembrar las células, la poli-

L es retirada de las placas que son lavadas con (PBS).

La solucién que se emplea para la disgregacidon de las neuronas, cuya enzima principal
es la papaina, debe prepararse el mismo dia de la diseccion. La solucién de papaina (Tabla 5)
estd compuesta por solucion EBBS 10 % (Sigma®), 0,5 M de EDTA (p/v Sigma), suspension de

papaina (Worthingtong Biochemical Corporation®), cisteina (Sigma®). La solucién tiene que ser
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burbujeada con 5 % de CO, hasta que vire a amarillo para activar la papaina y se mantiene a

37 °C hasta su uso.

Solucién EBSS Neurobasalde
+10/10 Neurobasal mantenimiento
5 ml por CLORGIIGENGEGIGE 500 ml de medio
diseccion

Solucién 10/10
EBSS 50 ml de
volumen

1 X de EBSS 10 X

(Earle’s Balanced RAsNgpl NN 5000
Salts Sigma - X

Aldrich®)

500 ml medio 500 ml de medio
Neurobasal Neurobasal
4,5 ml de (Gibco™) (Gibco™)
EBSS 1 X

500 mg de BSA
(Sigma-Aldrich®)

1,25 ml 10 ml MACS

0,
0,22% (/] de Glutamina NeuroBrew®-21

bicarbonato

H ™ ®
SGaliED (Gibco™) (MACS®)
500 mg de
Inhibidor de
Agua destilada trlp‘S|'na (Trypsm 10 ml MACS Glucosa al 4 %
hasta el volumen [Ilal{e]ide] Q@[ ¢y NeuroBrew®-21 (Sigam-Alsrich®)
deseado Egg White, (MACS®) g
Sigma-Aldrich®) 0,5 ml de
Solucidn
pHentre 7,3y EBSS hasta el 10/10 5\l Per/estrep i P festan
7.5 volumen (1%) (1%)
deseado * .
Esterilizar por Esterilizar por - o
filtrado (0,22 filtrado (0,22 Esterilizar por Esterilizar por

e N (AT )Ml filtrado (0,22 um)

um) um)

Tabla 5. Medios de cultivo. Tabla en la que se muestran la concentracion y los componentes de los distintos medios
utilizados en los cultivos primarios de neuronas de Cx e Hc de raton.

4.1.1._Diseccidn, disgregado del tejido y siembra de neuronas

Las hembras gestantes son sacrificadas mediante CO, y dislocacidn cervical. Los
embriones son extraidos por cesdrea y mantenidos en PBS frio hasta el momento de su
utilizacidn. La diseccién de la corteza cerebral e hipocampo de cada embridn se realiza bajo
campana a fin de evitar contaminaciones y con lupa con la finalidad de retirar las meninges.

Para disgregar el tejido:

1. La solucion de papaina se filtra (tamafio de poro 0,22 um) y se transfiere tejido recién
diseccionado a esta solucién, que se mantiene a 37 °C durante 20 min, invirtiendo y
moviendo el vial donde se encuentra el medio y el tejido cada 5 min.

2. Posteriormente se afiade 1 mg/ml de DNasa (Sigma-Aldrich®) a la solucién de papaina
y de tejido diseccionado. Se mezcla y se deja incubando a 37 °C durante 3 min. A

continuacioén, la suspension se centrifuga durante 5 min a 1200 g.
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3. Se aspira el sobrenadante y mantenemos el sedimento, donde se encuentran las
célulasy se resuspende con la solucidn EBSS (Tabla 5). Se afiade con cuidado la solucién
10/10 con el fin de que se formen dos fases. Se centrifuga la solucién durante 10 min
a 1200 g.

4. Por ultimo, se retira el sobrenadante y el sedimento se resuspende en medio de cultivo
Neurobasal (Tabla 5). Se filtra la suspension de Neurobasal y células usando filtros de

70 um de poro.

Las células se cuantifican utilizando Tripan Blue (Sigma-Aldrich®) y se siembran en
medio de cultivo Neurobasal en las placas tratadas previamente con Poli-L y lavadas con PBS.
El nimero de células sembradas dependera del tamafio del pocillo, de la placa utilizada y de
los dias en cultivo que se requieren para cada experimento (Tabla 6). Para experimentos mas

largos que los indicados en la Tabla 6, se redujo el nimero de células sembradas.

Tamaio de placa Superficie Volumen N2 de células por placa o pocillo
Cémara} de cultivo 0,69’ cm’ (por 10(? ul (por S I000-65.000 tdlilas
(8 camaras) camara) camara)
24 pocillos 2.cm’ 1ml 295.000-365.000 células
12 pocillos 4 cm’ 2 ml 590.000-730.000 células
3,5cm 10 cm’ 3 ml 800.000-1.000.000 células
6cm 28 cm”’ 7 ml 2.240.000-2.800.000 células

Tabla 6. Placas de cultivo utilizadas. Tabla en la que se muestran el tamaiio y las placas y utilizadas, asi como la
superficie, el volumen y el nimero de células sembradas en cada una de ellas para experimentos de entre 8 y 10DIC.

4.2. Cultivos de células Human Embryonic Kidney (HEK) 293 y HEK293-FT

Debido a su rapido crecimiento a su facil transfeccidn y a su naturaleza de célula
epitelial, se han empleado lineas celulares derivadas de células embrionarias de rifidén humano
HEK293 (ATCC®) que han sido cultivadas en Flash (Nunc™de 75 cm?), con el medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM Gibco™ ThermoFisher) suplementado con el 10 %
de Suero Fetal Bobino inactivado (SFBi Sigma-Aldrich®), 1 % de aminodcidos no esenciales
(ThermoFisher Scientific), 1 % de Penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®) y 2 mM L-
Glutamina (Sigma-Aldrich®). El medio se ha cambiado cada dos dias y los experimentos se han

realizado cuando las células estaban confluyentes.

Las células HEK293-FT son células derivadas de las HEK293 que han sido
transfectadas establemente con el antigeno T del virus SV40 que consigue una mejor
produccién de particulas lentivirales. Esta linea celular expresa un gen de resistencia a
geneticina por lo que ademas del medio y de los suplementos de las HEK293, se mantienen con

500 pg/ml de antibidtico G418 geneticina (ThermoFisher Scientific) como antibidtico selectivo.
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5. Produccion y amplificaciéon de plasmidos

La generacion y amplificacion de pldsmidos fue realizada y disefiada en el laboratorio
por el Dr. Antonio Escudero Paniagua durante el desarrollo de su tesis doctoral, segin el
protocolo que se indica a continuacion. Los plasmidos han sido destinados para la elaboracidn
de ARN de horquilla pequefia (shRNA) producidos mediante el injerto de las secuencias que se

muestran en el Esquema 22 en el vector pLVTHM (Addgene) (Esquema 23).

shCONTROL 5’ -CGCGT GCGCGCTTTGTAGGATTCG TTCAAGAGA CGAATCCTACAAAGCGCGC TTTT
shCRB2#2 CTACTGCACCTGC TTCAAGAGA GCAGGTGCAGTAG

shCRB2#3 5 AGTGGATGAGGACGAA TTCAAGAGA TTCGTCCTCA

shCRB2#4 5’ - CCAGAGGAGAGACTTA TTCAAGAGA TAAGTCT

B Nombre de los shRNAs.

B Extremos cohesivos con las enzimas de restriccion.
B Secuencias bucles.

B Secuencias complementarias al mMRNA de CRB2.

Esquema 22. Listado y secuencias de los shRNAs producidos. Secuencias elegidas que son insertadas en el vector
PVLTHM para la produccidn de los distintos shRNAs. En azul, se muestra la parte concreta de la secuencia en
direccion 5’-3’ complementaria al mRNA de CRB2. Los tres shCRB2 estdn dirigidos contra la especie Mus musculus,
mientras que el shCONTROL contra E. gracilis.

l. Anillamiento y fosforilacion de los oligonucledtidos

Se anillé cada pareja de oligonucledtidos de las secuencias shRNAs con el
tampon de anillamiento (100 mM de acetato potasico, 2 mM de acetato de
magnesio y 30 mM de HEPES pH 7,4) durante 5 min a 95 °C. Se deja que
alcancen la TA y los oligonucledtidos anillados se fosforilan con una solucidn
gue contiene una quinasa (Promega™), el tampdn PNK buffer 10X (Promega™)
y como fuente de pirofosfatos ATP (Promega™) durante 20 min a 37 °C y
posteriormente a 75 °C durante 10 min.

1. Corte y fosforilacion del pldsmido

Una vez que las secuencias fueron anilladas, se clonaron en el vector pLVTHM,
y para ello, el vector fue digerido por las enzimas de restriccién Clal y Mlul
(TermoFisher Scientific) en una mezcla constituida por un 10 % de
dithiothreitol (DTT) 10 mM, 10 % de espermidina 30 mM y 10 % de tampdn
Tris-Acético 330 mM pH 7,5, 100 mM de acetato de magnesio, 600 mM de
acetato potasico y 1 mg/ml de suero de albdmina bovino (BSA, Sigma-
Aldrich®). Se afiadid la enzima fosfatasa alcalina FastAP (ThermoFisher
Scientific) para desfosforilar el plasmido y evitar su reanillamiento. La mezcla
se incuba a 37 °C durante 30 min y posteriormente a 80 °C durante 20 min para

inactivar la enzima
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EBV_rev_primer
SV40_PA_terminator

ORF frame 1 Pmil (291)
NLS truncHIV-1_3_LTR
SV40 NLS HIV-1_5_LTR
SV40_3_splice HIV-1_psi_pack
SV40_int Notl (1145)
Eagl (1145)

SV40pro_F_primer

SV40_enhancer RRE
SV40_origin ORF frame 2
SV40_promoter Sall (2027)
pBABE_3_primer ORF frame 1
EF1a_promoter

pLVTHM
11085 bp

pBR322_origin
Fspl (7380) EF1a_fwd_primer
ORF frame 3 Pacl (3323)
Ampicillin cPPT
EGFP_N_primer
Y66 (EGFP)
EGFP
ORF frame 2
AmpR_promoter
pGEX_3_primer EGFP_C_primer
tet (300 - 563) Spel (4329)
pBRrevBam_primer Ndel (4336)
Sp6_primer WPRE
Xbal (5884) ORF frame 3
truncHIV-1_3_LTR ORF frame 2
HIV-1_5_LTR Mscl (4945)
loxP Kpnl (4953)
Clal (5628) cPPT
U3PPT
BamHI (5077)
TRE
EcoRI (5392)
H1_primer

Esquema 23. Esquema del vector pLVTHM. Vector utilizado para la clonacion las distintas secuencias shRNA
empleadas en el presente trabajo. En el esquema se muestran los genes de interés, asi como los marcos de lectura
abierta (ORF) y algunos sitios de restriccion.

. Ligacidn
Por ultimo, se produce la ligacién de las secuencias de los shRNAs con el
vector pLVTHM mediante la enzima DNA ligasa del bacteriéfago T4 (New
England Biolabs™).

IV.  Secuenciacion
Los plasmidos obtenidos fueron secuenciados para comprobar que las
secuencias insertadas eran las correctas.

V.  Amplificacidn
Para la amplificacién de los pldasmidos y a fin de obtener la mayor cantidad
posible, se han utilizado bacterias competentes de Escherichia coli de la cepa

DH5a. Los plasmidos a amplificar, con una concentracion final de 0.1 pg/ul, se
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mezclan con las bacterias transformantes. La transformacion se produce

mediante un choque térmico: 90 segundos a 42 °Cy a 4 °C durante 4 minutos,

y se cultivan en el medio de cultivo Luria Broth (LB) con 100 ug/ul de ampicilina

para realizar la seleccidn positiva de las colonias transformantes. Se siembran

en placas con medio de cultivo LB-agar con 100 pg/ul de ampicilina y tras 12

horas a 37 °C, colonias aisladas son sembradas en medio LB liquido con el

mismo antibidtico y misma temperatura que las placas de agar, y en agitacidn

para facilitar a oxigenacion.

6. Transfeccion de cultivos celulares por el método del fosfato

calcico

Este método se basa en la formacion de precipitados de fosfato de calcio junto con el

ADN que se desea transfectar, que se anaden al medio y son internalizados por las células de

cultivo. Para ello se mezclan entre 2 y 4 ng de ADN con 100 pl de CaCl 1 M, 200 pul de agua

ultrapura y una solucién salina de fosfatos 2xHBSS (274 mM NaCl, 10 mM, 10 mM KCl, 1.4 mM

Na;HPO., 15 mM D-Glucosa, 42 mM HEPES). La solucidn tiene que ser mezclada lentamente

por goteo en agitacion con 300 pl del tampdn
salino HEPES 2X (Sigma-Aldrich®). Después se
incuba a TA durante 20 min y se afiade a la
placa de cultivo. Mediante este método se ha
transfectado el plasmido Crb2 ORF Clone
vector pCMV6-AC-GFP (OriGene
Technologies) que codifica para la proteina
CRB2 murina fusionada por el extremo C-
terminal a tGFP (Esquema 24) en células
HEK293-FT, asi como los plasmidos necesarios
para generar particulas lentivirales psPAX2
(Addgen) y pMD2.G (Addgen) (Esquema 25)

junto con los correspondientes plasmidos

generados de shRNAs en células HEK293-FT.

CMV promoter
VP1.5 primer

T7 promoter
r :

saf

ColE1

MG222655
(10.4 kb) N
g
L
.
~
SV40 on © GFP
PolyA signal

Reril
Esquema 24. Esquema de la secuencia y regiones de
interés del vector MG 222655. Codifica para la proteina
murina CRB2 unida a GFP.
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Esquema 25. Esquema de la secuencia y regiones de interés de los pldsmidos pMD2.G y psPAX2

7. Generacion de particulas lentivirales e infeccidon de neuronas

corticales y de hipocampo de raton

7.1._ Produccion de factores lentivirales en células HEK293-FT

La produccion de particulas lentivirales se realiza en células HEK293-FT que han sido
transfectadas en placas de 55 cm? (Corning®) sin tratar y tras varios pases, se encuentran en
confluencia. Tras varios lavados con PBS, las células son tripsinizadas con una solucion 0,05 %
de Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich®) e incubadas durante 2 min a 37 °C. Posteriormente, la
tripsinizacién se inactiva con suero, se centrifuga a 100 g durante 5 minutos y el sedimento
obtenido se resuspende en el medio de cultivo DMEM (10 % de Suero Fetal Bobino inactivado,
1 % de aminodacidos no esenciales, 1 % y L-Glutamina 2 mM) y se siembra en placas de 55 cm?
tratadas previamente con Poli-L-lisina. Tras dos dias, y tras comprobar que las células estan
confluyentes, se tripsinizan y se siembran 2.5 millones de células HEK293-FT para placas de 55
cm?, junto con geneticina como antibidtico selectivo (Gibco™ Thermo Fisher Scientific) a una

concentracion de 500 mg/ml en el medio de cultivo DMEM.

Transcurridas 24 h se procede a la produccion de las particulas lentivirales en las células
293-FT. La mezcla de transfeccién contiene 20 pg de los plasmidos pLVTHM de interés, 15 ug
del plasmido psPAX2 (Addgene) que codifica para las proteinas encargadas del

empaquetamiento, asi como 6 pug de plasmidos pMD2G (Addgene) que codifica para la
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envuelta del virién. La transfeccién se realizard por medio del método del fosfato cdlcico
indicado previamente (apartado 6). Tras 8 h de transfeccidn, se renueva el medio de cultivo y
48 h mas tarde, momento en el que se obtiene el mayor pico de produccidon de particulas
lentivirales, se recolecta el medio que es donde se encuentran estas particulas, eliminando
posibles restos celulares por centrifugacidén a TA durante 5 min a 1000 g. Todo el material que
ha estado en contacto con las células que producen las particulas lentivirales es tratado con

hipoclorito de sodio y depositado en contenedores de bioseguridad.

7.2._Infeccién de neuronas con particulas lentivirales

Para la infeccién de neuronas en cultivo de ratdn, se afiade entre 100 y 200 pul de medio
con las particulas lentivirales por cada 100.000 células de cultivo. La infeccidon se realiza a las
24 h de la siembra, 1 dia en cultivo (1DIC) y este medio de infeccidn solo se retira cuando es
necesario realizar un cambio de medio de las células, llegando a producirse en algun caso una

segunda infeccioén.
8. Produccion de anticuerpos

Los anticuerpos policlonales contra las proteinas murinas CRB2 y MPP4 han sido
disefiados por nuestro grupo de investigacién. Las secuencias especificas elegidas para
elaborar los anticuerpos se enviaron a GenScript Corporation™ e ImmunoStep SL para el caso
del anticuerpo contra CRB2, y Genosphere Biotechnology® para MPP4, que se encargaron de
la produccion de los péptidos, la inyeccion de los mismos en conejos y la posterior purificacion

de los antisueros.

La secuencia completa de aminodcidos de ambas proteinas se obtuvo de las bases de

datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y para la seleccion de las secuencias antigénicas

de cada proteina para generar cada péptido se empled la herramienta Antigenicity Plot de la

pagina web www.bioinformatics.org. Como se muestra en el Esquema 26, el anticuerpo

policlonal anti-CRB2, esta dirigido frente a la secuencia de aminodcidos entre la posicion 1243
y 1256 de la parte transmembranaria de la proteina. El anticuerpo policlonal anti-MPP4 esta

dirigido frente a la secuencia de aminodcidos entre la posicion 586 y 589.
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Esquema 26. Esquema de la localizacion de la secuencia de aminodcidos usada para la produccion de los anticuerpos.
Esquema en el que se muestra la estructura con los dominios que conforman las proteinas CRB2 y MPP4, asi como
la localizacion de la secuencia aminoacidica utilizada para la produccion de anticuerpos.

9. Inmunofluorescencia

Esta técnica se ha realizado en secciones de cerebro de ratdon y en cultivos primarios

de neuronas obtenidas de Cx y de Hc de raton.

9.1. Procesamiento de secciones

Los animales del genotipo y la edad determinada se anestesiaron con una solucién de
hidrato de cloral 5 % en solucién salina 0.9 % (p/v) administrandose 10 ul/g de peso del animal.
El efecto del anestésico se comprueba por la ausencia del reflejo de la cola, de la pata y por

ultimo del reflejo palpebral.

La fijacion de las muestras se llevé a cabo mediante perfusidn cardiaca por inyeccion
de 50 pl de una solucién de heparina sddica para evitar la formacidn de trombos. Se coloca una
canula en el ventriculo izquierdo donde, por medio de una bomba peristdltica se hace pasar
durante un minuto solucién salina al 0.9 % (p/v). Seguidamente se administra la solucion
fijadora compuesta por paraformaldehido (PFA) al 4 % (p/v) diluido en tampédn fosfato 0,1 M
pH 6,9. Tras 15 min de fijacidn se extrae el cerebro y se postfija durante 2 h en la misma
solucidn. Posteriormente se elimina el exceso de fijador realizando varios lavados con tampdn
fosfato 0,1 M pH 7,4 durante 24 h y a fin de evitar la formacion de cristales al congelarse, las
muestras son crioprotegidas en una solucién de sacarosa al 30 % (p/v) y tampdn fosfato 0,1 M

a pH 7,4. Después, las muestras se encastran en Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura) y se destinan,
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bien para seccionamiento inmediato o bien se congelan en nitrégeno liquido y se preservan a

-20 °C hasta su seccionamiento.

Las secciones se obtienen mediante criostato o microtomo de deslizamiento en funcidn

del grosor de las secciones que se pretende obtener.

e Microtomo de deslizamiento Leica® frigomobil, Jung SM 2000 Leica®, Nusscoch

Germany: Microtomo acoplado a una fuente fria, con el que se han obtenido secciones
de 30 um de grosor. Las secciones se recogen en placas de 12 pocillos (NUNC™ 4 x 3)
por orden de obtencién en una solucién de tampdn fosfato 0.1 M pH 7,4. Tras varios
lavados con tampdn fosfato 0.1 M pH 7,4, éste se sustituye por solucién congeladora
(20 % de tampdn fosfato 0,5 M, 30 % de glicerina (v/v) y 30 % de etilenglicol (v/v)) y
los cortes se almacenan a 4 °C hasta su empleo.

e Criostato Microm HM560, Thermo Scientific: Para la obtencién de secciones de 14 um
de grosor, que se recogen en portaobjetos Superfrost Ultra Plus® (ThermoFisher

Scientific) y se han conservado a -20 °C hasta su utilizacion.

9.2._ Procesamiento de cultivos celulares

Para la deteccion inmunohistoquimica de proteinas en cultivos neuronales se
emplearon células desde 1 hora hasta 25DIC. Para ello, primero se retira el medio de cultivo
Neurobasal en el que han crecido las células y posteriormente, tras haber realizado diferentes
pruebas de fijacion, se eligid la que proporcioné mejores resultados inmunohistoquimicos, que

fue la mezcla de PFA 4 % (p/v) en tampon fosfato 0,1 M pH 6,9, a 4 °C durante 1 h.

I Lavados y permeabilidad
Las secciones se lavan varias veces PBS 0.1 M pH7.4 a TA durante 10 min,
seguido de dos lavados de 10 min con PBS con Triton™ X-100 (PBS-Tx, Sigma
Aldrich®) a una concentracion 0,2 % (v/v), detergente usado para favorecer la
permeabilidad de la membrana plasmatica frente a los reactivos.

Il Bloqueo
Tras los lavados, las secciones son preincubadas con una solucién de bloqueo
compuesta por PBS-Tx (0,02 %), BSA 1 % (v/v) y suero al 5 % (v/v) del animal en
el que esté hecho el anticuerpo secundario que se utilice. El bloqueo se realiza

durante 1 h a TA.

77



Tesis Doctoral Jorge Fernandez Doldn

1. Incubacion con el anticuerpo primario
Para la deteccidn inmunohistoquimica de proteinas de interés, las muestras a
continuacién se incuban con el anticuerpo primario que detecta dicha proteina
(tipos y concentraciones indicadas en Tabla 7) diluido en una mezcla de PBS-Tx
(0,02 %), BSA 1 % (v/v) y suero al 2 % del animal del que se ha obtenido el
anticuerpo secundario durante toda la noche a 4 °C.

V. Lavados
Tras varios lavados con PBS y PBS-Tx de 10 min, se procede a la incubacién de
las muestras con los anticuerpos secundarios.

V. Incubacion con el anticuerpo secundario y marcadores nucleares
Los anticuerpos secundarios Alexa®-555, Alexa-488 vy/o Alexa-633
(ThermoFisher Scientific Invitrogen™) dirigidos contra la fraccidn constante del
anticuerpo primario correspondiente se incuban con las muestras a una
concentracion 1:750 (v/v) durante 1 h a TA en una solucion de PBS-Tx (0,02 %),
BSA 1 % (v/v) y suero al 2 % del animal en el que esté hecho el anticuerpo
secundario, junto con el marcador de nucleos DAPI (Sigma Aldrich®) o TO-PRO®
3-lodide (Invitrogen™).

VI. Lavado y montaje de las muestras
Para finalizar, se realizan dos lavados con PBS-Tx de 10 min y un lavado de 10
min de PBS y las muestras se montan en portaobjetos con el medio Prolong®

Gold Antifading reagent (ThermoFisher Scientific) y con cubreobjetos.

10._ Inmunohistoquimica con el método Avidina-Biotina-

Peroxidasa

Esta técnica se ha realizado en secciones de cerebro de ratén, en tejidos de origen

epitelial y en secciones de CxFr de cerebro humano.

i Lavados
Las secciones son sometidas a tres lavados de 10 min con PBS.

ii. Eliminacidn de la peroxidasa endégena
Después de varios lavados con PBS a TA y con el fin de eliminar la peroxidasa
enddgena del tejido, las secciones son sometidas a un bafo de PBS, metanol y

H20; al 30 % (v/v) durante 15 min. Seguidamente, las secciones son lavadas
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con PBS-Tx (0,05 %) 0,4 M (v/v) pH 8 hasta eliminar por completo las burbujas
formadas en el tejido en el paso anterior, sefial de la detencién de la reaccién.
Posteriormente, las secciones se someten a 3 lavados de 20 min en una
solucién PBS-Tx (0,05 %) 0,4 M (v/v) pH 8 a TA.

Incubacion con el anticuerpo primario
Las secciones son incubadas toda la noche a temperatura ambiente o 72 horas
a 4 °C con el anticuerpo primario contra CRB2 (Tabla 7) disuelto en una
solucion de PBS-Tx (0,05 %).

Lavados e incubacion con el anticuerpo secundario
Se realizan tres lavados de 10 min cada uno de ellos de las secciones con PBS-Tx
(0,05 %) a TA; las muestras se incuban con el anticuerpo secundario de rabano
(Jackson ImmunoResearch™ 1:300) en el medio PBS-Tx (0,05 %) durante 2 h.

Lavados e incubacion con el complejo ABC
El exceso de anticuerpo secundario se elimina con 3 lavados con PBS-Tx (0,05
%) de 10 min a TA y posteriormente, las muestras son incubadas durante 3 h a
TA con el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) en PBS-Tx (0,05 %) que
tiene que ser preparado con una antelacién de 30 min.

Lavados y revelado
La reaccion se detiene al realizar tres lavados de 10 min en PBS-Tx (0,05 %) y
para poner de manifiesto el marcaje, las secciones se incuban con una mezcla
de reaccion compuesta por 3-3’ diaminobencidina (DAB) y H.02 al 30 % en PBS-
Tx (0,05 %) a TA. La reaccidon enzimatica consiste en que el complejo ABC
reacciona con el H,0, de forma que el DAB precipita en el lugar en el que se
haya producido la reaccién, dando lugar a un precipitado de color marrén, un
cromégeno, que indicard la localizacién precisa de la proteina detectada con
los anticuerpos.

Lavados, deshidratacion y montaje de las muestras
Finalmente se realizan dos lavados con PBS-Tx (0,05 %) durante 10 mina TAy se
deshidratan en una bateria de alcoholes de graduacién creciente, se aclaran con

Xilol y se coloca un cubreobjetos con Entellan (Merck®) como medio de montaje.
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5 Casa comercial Referencia
moléculas fluorescentes
Calbindina Swant® 300 1:1000
Citoqueratina Sigma-Aldrich® C2562 1:100
Claudinal Santa Cruz Biotechnology® sc-81976 1:200
Disefio propio, produccion 2,25
FRe2 GenScript Corporation™ 2,25 g/l pg/mi
Disefio propio, produccion 2,25
CRB2 InmunoStep SL %25 g/ ug/ml
CRB2 Santa Cruz Biotechnology® sc-107192 1:200
CRB2 Sigma-Aldrich® HPA043674 1:200 1:100
CRB2 Thermo Fisher Scientific PA5-25628 1:200 1:100
CRB3 Santa Cruz Biotechnology® sc-27906 1:500
s S(f'fe';"‘i’r:zz;d'm' Sigma-Aldrich® D9542 1:10000
Doblecortina Santa Cruz Biotechnology® sc-8066 1:1000 1:200
Doblecortina (DCX) CusaBio® PAOOf:LBDAO 1:1000
GAPDH Sigma-Aldrich® G8795 1:10000
GFAP Sigma-Aldrich® G6171 1:500
GFP Clontech 632381 1:1000
Ibal Santa Cruz Biotechnology® sc-32725 1:250 1:100
iNOS Abcam® ab15323 1:200
MAP2 Sigma-Aldrich® M 1406 1:1000
Disefio propio, produccion ) :
MEE4 Genosphere Biotechnology® hi2=0 ket
Nestina Santa Cruz Biotechnology® sc-23927 1:200
Nestina Abcam® ab27952 1:200 1:500
NeuroD1 Santa Cruz Biotechnology® sc-46684 1:500
NeuroD1 Abcam® ab16508 1:100
Ocludina Invitrogen™ 71-1500 1:200
Oligl Everest Biotech EB07826 1:100
H00064398-
Pals 1 Abnova AO1 1:1000
Pals1 Millipore 07-708 1:1000
Par3 Millipore™ 07-330 1:250
Par6 Abcam® ab6022 1:100
PSD95 Thermo Fisher Scientific MA1-045 1:5000 1:2000
Rab8A Abcam® ab128022 1:100 1:500
SCRIB Santa Cruz Biotechnology® sc-11048 1:50
Sinapsina Synaptic Systems 106001 1:500 1:1000
Sinapsina la/b Santa Cruz Biotechnology® sc-7379 1:200
Sinaptofisina (SYP) Sigma-Aldrich® S$5728 1:5000 1:5000
TO-PRO 3-lodide ThermoFisher Scientific T3605 1:1000
Tull Biolegend® 801202 1:500
V-Glutl Synaptic Systems 135511 1:500
VPS35 Santa Cruz Biotechnology® sc-374372 1:50 1:100
B Actina Sigma-Aldrich® A5441 1:2500
B Catenina Santa Cruz Biotechnology® sc-1496 1:100
B Tubulina Sigma-Aldrich® T2200 1:10000

Tabla 7. Tabla en la que se muestran los anticuerpos primarios y moléculas fluorescentes utilizados. En la tabla se
muestran los anticuerpos primarios y moléculas fluorescentes utilizados en el presente trabajo, asi como la casa
comercial, la referencia y las concentraciones utilizadas para cada una de las técnicas realizadas.

80



Materiales y métodos

11. Western Blot

l.

Procesamiento de las muestras

Para analizar la expresion proteica tanto en tejido como en neuronas en cultivo
hemos empleado la técnica de Western blot. Todas las muestras han sido
recogidas en tampdn de lisis RIPA [150 mM Cloruro Sddico, 1 % de Triton X-100
(v/v), 0.5 % de Deoxicolato Sddico (p/v), 0,1 % de Dodecil Sulfato Sédico (SDS),
50 mM de Tris pH 8 con inhibidores de proteasas 1:1000 (v/v) (Sigma-
Aldrich™)]. La obtencién de las muestras difiere en funcién de su origen:

e A partir de tejido fresco: Se obtienen fracciones de aproximadamente

1 mm? de corteza, hipocampo y cerebelo y el tejido se disgrega
mecanicamente en el tampdn de lisis RIPA durante 2 h a 4 °C en
agitacién. Después, las muestras se centrifugan a 12000 g durante 20
min a 4 °C, reservando el sobrenadante donde se encuentran las
proteinas extraidas. Las muestras de tejido humano procedentes de
los bancos de cerebro fueron homogeneizadas en fragmentos de 1
cm?, tamafio original de cesion.

e A partir de células en cultivo: Se retira el medio de cultivo de los

pocillos seleccionados y se afiade tampdn de lisis RIPA. Se produce una
disgregacion mecdnica y se recoge el volumen total del pocillo donde

se encuentran disueltas las proteinas.

La concentracion de proteinas de cada muestra ha sido medida por el método
colorimétrico de Bradford (Bio-Rad Laboratories) en un espectrofotémetro LT
4000 microplate reader (Labtech). En el caso de las proteinas obtenidas a partir
de células en cultivo, con el fin de obtener la mayor cantidad de proteinas
posible, hemos saturado la extraccién de proteinas con exceso de tampdn RIPA
siendo necesario un proceso de concentracidn de proteinas de las muestras.
Para ello, las proteinas de las muestras se precipitan en una solucién de etanol
absoluto (5 partes de etanol por cada parte de solucién de proteinas) durante
una noche a -20 °C. Transcurrido el tiempo, y siempre sin perder la cadena de
frio, se centrifugan a la maxima velocidad, durante 15 miny a 4 °Cy se desecha
el sobrenadante resuspendiendo el sedimento de nuevo con el volumen

deseado de tampdn RIPA.
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1.

82

Las proteinas extraidas se preparan para la electroforesis afiadiendo tampdn
de carga Laemli pH 6,8 con 2 % SDS (v/v), 5 % 2-mercaptoetanol (v/v), 10 %
glicerol (v/v), 0,002 % azul de bromofenol (p/v) y 62,5 mM Tris-HCL.

Electroforesis

La electroforesis de las proteinas se ha realizado en condiciones
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (AMRESCO®). Las soluciones de
proteinas junto con el tampdn de carga se calentaron a 70 °C durante 10 min
para producir su desnaturalizacidn, y se mantuvieron en hielo hasta ser cargadas
en el gel. El cambio brusco de temperatura nos asegura que no se produzca una
renaturalizacion de la proteina, hecho que reforzamos con el tampdn de carga,
ya que tanto las cargas negativas que aporta el SDS a las proteinas como el 2-
mercaptoetanol evita que se renaturalicen.

Las proteinas asi obtenidas se cargan en el gel junto con un marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Standards (Bio-Rad Laboratories), aplicindose
un voltaje constante de entre 90 y 150 V en un tampdn de migracion (25 mM de
Tris-Base, 190 mM de glicina (p/v) y SDS al 1 % (p/v), pH 8,3 en agua) en una
cubeta mini-PROTEAN® (Bio-Rad Laboratories) hasta que las proteinas de menos

tamafio peso molecular han llegado hasta el final del gel.

Transferencia

Separadas las proteinas en los distintos pesos moleculares en funcién del
porcentaje del poro del gel, se transfieren a una membrana de PVDF
Immobilon™ (Millipore®) activada previamente con metanol. La transferencia
se realiza con un amperaje constante de 300 mA durante 3 h a 4 °C en un
tampdn de transferencia (25 mM de Tris-Base, 190 mM de glicina y 10 % de

metanol (v/v), pH 8,3 en agua) en un kit Mini Trans-Blot (Bio-Rad®).

Transcurrida la transferencia y a fin de comprobar que se ha realizado
correctamente, se tifie la membrana con el colorante rosa Ponceau al 0,1 %
(p/v) diluido en acido acético al 5 % (v/v) que tifie las proteinas transferidas a
las membranas. La membrana se lava con abundante agua hasta retirar por
completo la presencia de colorante y se trata durante 1 h a TAy en agitacidn

en una solucién de tampodn Tris-Base Salino (TBS).
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IV.  Preincubacidén
La membrana con las proteinas se preincuba durante 1 h a TA y en agitacién
en una solucidn de tampdn Tris-Base Salino (TBS) con Tween-20 como
detergente al 0,1 % (v/v) (TBST) y BSA al 2 % (TBST-BSA).

V. Incubacion con los anticuerpos primario y secundario

Tras retirar esta solucion de preincubacion, la membrana se incuba con los
correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 7), en una solucion de TBST-
BSA 2 % durante toda la noche a 4 °Cy en agitacion.

V. Lavados e incubacion con el anticuerpo secundario

Posteriormente, la membrana se lava tres veces durante 10 min cada lavado a
TA con TBST y se incuba con el anticuerpo secundario conjugado con la enzima
peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson ImmunoResearch™) a una concentracion
de 1:5000 (v/v) en TBST-BSA y 5 % de leche desnatada en polvo durante 1 h a
temperatura ambiente.
VIl.  Revelado

Tras varios lavados con TBST se realiza el revelado de las membranas, para lo
que se utilizd el kit de quimioluminiscencia Clarity™ Western ECL Blotting
Substrate (Bio-Rad Laboratories) que junto con la peroxidasa de rabano del
anticuerpo HRP, produce una sefial que se expone a una pelicula radiografica
Super RX (Fujifilm) con el kit RP X-OMAT EX Il (Kodak), se lava con agua y se fija
con el kit RP X-OMAT LO (Kodak).

12._ Marcaje de B-amiloide en secciones de cerebro humano

Hemos marcado placas de amiloide en secciones de cerebro de pacientes con EA, con
el fin de poder investigar la posibilidad de la localizaciéon de CRB2 en estas placas. Para ello se
ha utilizado el kit comercial de marcaje de placas de amiloide “Kit de tincién Rojo Congo — Kit
para identificacion de amiloide segin Highman” (Merck Millipore 1.01641.0001). El Rojo Congo
es un colorante anidnico que se deposita entre las fibrillas de amiloide, que adquieren un color

naranja-rojizo.

Para ello, las secciones de cerebro de 12 um mantenidas a -20 °C se descongelan a TA
durante 15 min, se lavan con agua destilada durante 1 min y se incuban con el reactivo 1 (Rojo
Congo) durante 40 min. El exceso de colorante se retira con un lavado con agua corriente durante

5 min y posteriormente se incuban con el reactivo 2 (solucion de KOH) durante 40 seg. El exceso
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de reactivo 2 se retira con un lavado de agua corriente de 5 min y se procede al montaje de las

secciones como se ha indicado previamente (apartado 10 de materiales y métodos).

13._ Estudio de polimorfismos de un unico nucledétido

Por medio del andlisis de Polimorfismos de un Unico Nucledtido (SNP) hemos

estudiado un SNP de CRB2 que consiste en un cambio de una C por una G en poblaciones

control y con Degeneracidon Macular Asociada a la Edad (DMAE). Se han analizado un total de

89 muestras tanto de pacientes control como con DMAE.
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Extraccion de ADN

Las muestras de ADN empleadas fueron cedidas por el Dr. Rogelio Gonzalez
Sarmiento (departamento de Medicina, Universidad de Salamanca), y habian
sido obtenidas a partir de 10 ml de sangre periférica extraida por los métodos
habituales y previo consentimiento informado. La manipulacién de las
muestras se realizard siempre con puntas con filtro y todo serd desechado en
contenedores de restos bioldgicos.

Se centrifugan las muestras a 850 g durante 15’ a 4 °C, consiguiendo que se
formen tres fases: la fase superior es el plasma (suero mas factores de
coagulacién), en el fondo toda la fase eritrocitaria y entre ambas fases una
estrecha capa blanquecina que constituye la fase de células blancas o nucleadas.
Recogemos la capa de células blancas o nucleadas y la transferimos a un vial al
que se afiade 25 ml de agua destilada, se mezclay se centrifuga a 850 g durante
15’ a 4 °C. Con este paso se consigue la hidrdlisis de los glébulos rojos
(hemolisis) por diferencia osmética.

El sobrenadante se descarta y se repite el paso “b” para asegurarnos de una
completa hemolisis.

Se resuspende el tapdn celular obtenido en tampédn de lisis (apartado 3.1) y se
aplica el mismo protocolo de extraccién de ADN que el realizado a partir de

colas de raton.

Andlisis de la discriminacion alélica

Para llevar a cabo la discriminacién alélica del SNP de CRB2 (rs1105222) se han

utilizado sondas TagMan, sondas marcadas con fluorocromos que permiten
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analizar los productos de
Temperatura | Tiempo |Repeticiones

PCR por PCR a tiempo real

95 °C 3 min

o PCR cuantitativa (qPCR)

2 95 °C 10 seg
(termociclador a tiempo

3 58FC 20 seg 35
real Applied Boisystem)

4 72°C 40 seg
siguiendo los tiempos vy

5! 72 °C 7 min 1

ciclos que se indican en la

Tabla 8. Temperatura, tiempo y ciclos utilizados en la técnica

Tabla 8. Llas sondas de gPCR.

TagMan presentan un fluoréforo en el extremo 5’ y un represor de fluoréforo
en el extremo 3’ (conocido como quencher) ya que cuando ambos extremos
estdn préximos, no emite fluorescencia. Estas sondas se unen a los productos
de la PCR y a medida que la ADN polimerasa avanza, elimina el extremo 5’ de
la sonda mediante su actividad 5’ exonucleasa, haciendo que se separe del
extremo 3’ y emita fluorescencia. La discriminacién de ambos alelos se ha
realizado por medio del uso de dos fluorocromos: VIC (que excita a 528 nm y
emite a 546 nm) y FAN (que excita a 492 nm y emite a 515). De este modo, los
resultados obtenidos de la amplificacion del ADN y la medida de fluorescencia
han servido en clasificar a la poblacién en homocigota si se registra
fluorescencia sélo del VIC o FAN o heterocigota si se registra fluorescencia de

ambos (Esquema 27).
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Esquema 27. Representacion grdfica del mecanismo de accion de la PCR a tiempo real con sondas TagMan

. Quencher

14. Imagenes de fluorescencia

Las imagenes de fluorescencia realizadas en este trabajo se obtuvieron con un
microscopio laser confocal (TCS SP2) con un valor de pinhole de 1,2 Airy Units y objetivo de

inmersién de 40 y 63x. Los distintos fluorocromos utilizados (AlexaFluor®488 o Cy2 Sigma-
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Aldrich®, AlexaFluor®555 o Cy3 Sigma-Aldrich®, AlexaFluor®633, y TO-PRO®3-lodide) se
excitaron con laseres de 488 nm, 543 nm y 633 nm. La captura de las imagenes de todos los
canales se ha realizado de manera secuencial y se procesaron con el software Leica Confocal
Software y los ajustes de brillo y contraste se realizaron con el programa informatico Adobe®

Photoshop® CS6 Extended.

Ademas, se ha utilizado el microscopio invertido Axio Observer Z1 (Carl Zeiss
Microscopy, UC, USA, Zeiss®) acoplado a una camara Axio MRm Zeiss® para la obtencion de las
imagenes de pseudoconfocalidad y el estudio temporal de cultivos neuronales. Las imdgenes
han sido procesadas con el software ZEN 2011, y los ajustes de brillo y contraste se realizaron

con el programa informatico Adobe® Photoshop® CS6 Extended.

El contaje de células en las distintas capas de corteza, asi como el contaje del numero
de células que expresan CRB2, que se infectan con los distintos shRNA utilizados como la
relacion que existen entre ambas, y el andlisis de nucleos apoptéticos, se ha realizado gracias
al programa informatico Imagel y su herramienta de contaje de células Image-based Tool for

Counting Nuclei (ITCN).
15._ Analisis estadistico

El andlisis estadistico realizado en este trabajo se ha realizado con el programa de
analisis estadistico SPSS® Statistisc 20.0 (IBM®) y el programa Excel 2016 (Microsoft® Office)

para la edicion de los datos.

En primer lugar, se ha comprobado si las variables a estudiar tienen una distribuciéon
normal de sus datos, es decir, si sus datos son o no paramétricos. Para ello, se ha utilizado el
test de Kolmogorov-Smirnof cuando la n es mayor de 50 y el test de Shapiro-Wilk para muestras
de n menor de 50. En las muestran que presentan una distribucion paramétrica se ha
comprobado si presentan homogeneidad en sus varianzas, es decir si son homocedasticas o
no. Para ello se ha hecho uso del test de homogeneidad de varianza o prueba de Levenne.
Llegados a este punto, a las muestras paramétricas y homocedasticas han sido sometidas a test
paramétricos; mientras que aquellas muestras que o bien no son paramétricas o bien son

paramétricas, pero no homocedasticas, han sido sometidas a test no paramétricos.

Para estudiar la existencia o no de diferencias entre muestras con distribucién

paramétrica y homocedasticas, se ha realizado la prueba T de Student para comparar dos
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muestras independientes, o el test ANOVA para poder comparar mas de dos muestras

independientes y el test de Bonferrori como prueba post-hoc del ANOVA.

Para el resto de las muestras que no tienen una distribucién paramétrica, no son
homocedasticas o ambas posibilidades a la vez, se ha comprobado la existencia o no de
diferencias por medio de la prueba U de Mann-Whitney para dos muestras independientes, o

la prueba de Kruskal-Wallis para comparar mds de dos muestras independientes.

En el caso del andlisis del polimorfismo SNP, se ha estudiado las frecuencias genotipicas
y alélicas de ambas poblaciones por medio del test de Chi-Cuadrado (x?). Ademds, se ha

calculado el factor de riesgo u Odd ratio (odd).

En todos los casos se ha considerado que existen diferencias significativas cuando el p-
valor obtenido ha sido menor de 0,05 (abreviado como *), y diferencias altamente significativas

cuando el p-valor obtenido ha sido menor de 0,01 (abreviado como **).
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1. Expresion vy distribucién de CRB2 en tejidos de ratén adulto

Para afrontar el primer objetivo de esta Tesis Doctoral, en primer lugar quisimos
comprobar si el anticuerpo generado por nuestro grupo de trabajo (procedimiento descrito en el
apartado de “materiales y métodos”) era eficaz para detectar de forma especifica la presencia de
CRB2 en cerebro de ratdén, pues hasta la fecha, los anticuerpos comerciales descritos en otros
trabajos no habian proporcionado esa informacién. En primer lugar, quisimos comprobar que
este anticuerpo reconocia la proteina en lisados celulares a partir de tejidos en los que se conoce
su presencia, como el epitelio pigmentario y la retina (Figura 1 A). Ademas, quisimos comprobar
si nuestro anticuerpo reconocia la proteina en otros tejidos de origen epitelial en los que
previamente se habia demostrado la presencia del ARN mensajero para CRB2, como el rifidn y el

pulmén, por lo que se usaron estos lisados como control positivo, junto con un lisado celular a

) & e Cultivos
A g s N S celulares
LS g9 & & s
U T g £ o I
& & S & ¢ «Q HEK293

CRB2 — [ ™| [ == == | CRB2 — [N e |
B-Tubulina — [~ Wl [we e = & B-Actina — [0 S|

B Cerebro  Muestras cerebro C
Ratén humano 250 kDa —
Cx Hc b & Hc
150 kDa —
CRe2 — [ W W] &= o [F5
B-Acting — [s mm o] [ =] uww vl 100 kDa —

1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220

Proteina CRB2 | PLGTNCSCOE G i 'CRVASG IFECTCSAGF SGQFCEVVK
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B Secuencia reconocida @ Dominio extracelular O B Dominio intracelular
por el anticuerpo

Figura 1. Estudio de la expresion de la proteina CRB2 en células epiteliales y cerebro murino y humano. A: Andlisis
por Western blot de la deteccion de CRB2 en lisados proteicos de tejidos en los que se ha demostrado la presencia
de CRB2 como EP (Epitelio Pigmentario) y retina, asi como en distintos derivados epiteliales como rifién y pulman.
Lisados proteicos de musculo y corazon se utilizaron como controles negativos. Lisados de células epiteliales en
cultivo (HEK-293) fueron utilizados como control positivo. B: Deteccion por medio de Western blot, de la presencia
de la proteina CRB2 en extractos proteicos de distintas dreas del cerebro de ratdn adulto como corteza (Cx),
hipocampo (Hc) y cerebelo (Cb), asi como la deteccion en muestras de corteza e hipocampo humanas. [-tubulina y
[-actina se han empleado como control de carga. C: Western blot de la deteccion de CRB2 en un lisado de Cb de
raton en el que se muestran distintas bandas a diferentes pesos moleculares correspondientes a las posibles
modificaciones postraduccionales que puede sufrir la proteina. D: Esquema representativo de la secuencia
aminoacidica de la proteina CRB2 humana y murina, asi como sus dominios estructurales y la secuencia que reconoce
el anticuerpo en cada caso en el que se observa hasta un 78,57 % de homologia estructural entre ambas secuencias.
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partir de un cultivo de células epiteliales de rifidn humano HEK293, que también expresan esta
proteina (Figura 1 A). A modo de control negativo, se ha utilizado lisado de proteinas de musculo,
en los que no se ha detectado el mensajero, y corazén, donde apenas se identificé una minima
proporcién del mensajero para CRB2 . Con estas pruebas se comprobd
que el anticuerpo generado en nuestro laboratorio reconoce especificamente una banda de
aproximadamente 150 kDa en todos los drganos, tejidos y células en lo que se ha descrito la
presencia de la proteina (epitelio pigmentario y retina), asi como en tejidos derivados epiteliales,
en los que se ha comprobado la presencia del mensajero para la proteina (rifidn y pulmon),
mientras que en lisados de tejidos de origen no epitelial como el musculo y corazdn, el anticuerpo

no detecta ninguna banda especifica para CRB2.

Demostrada la eficacia de este anticuerpo para el reconocimiento de la proteina
murina, quisimos comprobar si también es eficaz para reconocer la proteina en cerebro de
ratdn. Para ello, se realizaron andlisis por Western blot a partir de lisados de proteinas de
distintas zonas de cerebro de raton adulto como corteza (Cx), hipocampo (Hc) y cerebelo (Cb).
Se comprobd asi que este anticuerpo efectivamente reconoce de forma especifica la proteina
CRB2 en cerebro, observandose una banda de 150 kDa en estos lisados (Figura 1 B). Del mismo
modo, quisimos comprobar si el anticuerpo también era valido para detectar la proteina
humana y para ello utilizamos lisados proteicos a partir de corteza frontal e hipocampo de
pacientes humanos, observando una banda que equivale al peso de la proteina CRB2 (Figura 1
B). En la mayoria de los lisados proteicos analizados, como en las muestras de cerebelo, se ha
detectado ademas una banda de aproximadamente 250 kDa (Figura 1 C), que podria
corresponder a algun tipo de modificaciéon postraduccional que sufra la proteina tal y como
sucede en otros tejidos y se ha descrito en la bibliografia . El analisis
del porcentaje de homologia entre la secuencia murina y humana que es reconocida por
nuestro anticuerpo ha mostrado compartir una homologia del 78,57 % (Figura 1 D). Todos
estos andlisis permiten concluir que el anticuerpo disefiado por nuestro grupo de investigacion
es por tanto efectivo no solo para detectar la proteina murina, sino también la proteina

humana en lisados de cerebro, que presenta un peso molecular aproximado de 150 kDa.

1.1. Presencia de CRB2 distintos tejidos de derivados epiteliales

Es conocido que las proteinas CRB en general se expresan en células epiteliales y
estudios previos en nuestro laboratorio ya se habia descrito la presencia de la proteina CRB2
concretamente en epitelio pigmentario de la retina. Una vez comprobada la efectividad y

especificidad del anticuerpo para CRB2, quisimos aprovechar esta herramienta para investigar
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la presencia de la proteina CRB2 en otros érganos de origen epitelial en ratén adulto. Para ello,
se analizd la presencia de la proteina CRB2 en tejidos como rifidn y pulmdn, que se emplearon
como control positivo, intestino delgado, testiculo, vejiga y bazo, tanto por Western blot
(Figura 2 A), como por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica (Figura 2 B-R). Asi, hemos
podido comprobar que el nuevo anticuerpo es capaz de reconocer una banda del peso
molecular estimado para CRB2 (150 kDa) en todos los tejidos derivados epiteliales,
observandose la ausencia de proteina en el tejido adiposo, utilizado como control negativo al
tratarse de un tejido de origen no epitelial. En secciones sagitales de intestino delgado (Figura
2 B-D) se aprecia de manera general, la presencia de CRB2 en el citoplasma del epitelio simple
cilindrico que recubre la mucosa (asteriscos Figura 2 B-C). Ademds, CRB2 también se expresa
en los enterocitos, que se distinguen por su caracteristico borde en cepillo (asterisco Figura 2
B y D) y en las células caliciformes (puntas de flecha amarillas Figura 2 B). Ambas células,
enterocitos y células caliciformes, son variantes celulares del tejido epitelial que constituye el
intestino delgado. En el rifidn (Figura 2 E-G) CRB2 se localiza en la capa de células epiteliales
gue constituye la hoja parietal de la capsula de Bowman (puntas de flecha amarillas Figura 2
E), y en las células epiteliales de los tubulos proximales renales que presentan un ancho borde
en cepillo (asteriscos Figura 2 Ey G). En el testiculo (Figura 2 H-J) hemos detectado la presencia
de CRB2 Unica y exclusivamente en los espermatocitos (Figura 2 H-J), que junto con las
espermatogonias y las células de Leydig (donde en ninglin caso hemos observado marcaje para
CRB2), constituyen lo que se conoce como epitelio seminifero que conforma los tubulos
seminiferos contorneados. En pulmén (Figura 2 K-M), la proteina CRB2 se localiza en el epitelio
de los bronquiolos formado por las células ciliadas y células de Clara, con su caracteristico
abultamiento convexo hacia la luz del bronquiolo. Por otro lado, podemos observar la
presencia de CRB2 en el epitelio alveolar constituido por neumocitos de tipo | y Il. En vejiga
(Figura 2 N-O) podemos observar que CRB2 se extiende por toda la lamina epitelial o ureotelio
gue reviste toda la mucosa, que se caracteriza por una capa basal de células epiteliales
proliferativas seguidas de varias capas de células epiteliales de transicién (Figura 2 N-O). Por
ultimo, en el bazo (Figura 2 P-R) observamos la presencia de CRB2 en el epitelio reticular que
constituye la pulpa roja y que deriva del ectodermo embrionario (Figura 2 P). Por otro lado, en
ningun caso hemos detectado la presencia de CRB2 en las trabéculas de tejido conjuntivo que

se extiende hacia el interior del bazo (ampliacién Figura 2 P).
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De este modo, hemos podido comprobar que la proteina CRB2 murina presenta una
amplia distribucion por diversos tejidos de origen epitelial y que nuestro anticuerpo es efectivo
para detectar su presencia en estos tejidos, por lo que este estudio se convierte en el primero

gue describe la presencia y localizacion celular de CRB2 en estos derivados epiteliales.

Espermatocitos
Espermatidas
v/ /]

%

Bronquio
respiratoria
Espermatogonias|

y
Célula de Leydig

- Citoqueratina - —_—

- Citoquerat

Figura 2. Caracterizacion de la expresion de la proteina CRB2 en distintos derivados epiteliales de raton. A: Western
blot de derivados epiteliales como rifidn, intestino delgado, testiculo, pulmdn y vejiga en el que se observa la
presencia de una banda a 150 kDa de peso molecular, correspondiente a la proteina CRB2. Se ha utilizado como
control negativo tejido adiposo y se usé f-actina (42 kDa) como control de carga. B-R: Localizacion de CRB2 por
inmunofluorescencia e inmunohistoquimica en secciones de distintos drganos de ratén. B-D: En secciones coronales
de intestino de ratdn, CRB2 se localiza en el epitelio simple cilindrico de la mucosa, asi como en los enterocitos y
células caliciformes que constituyen el tejido epitelial del intestino delgado. E-G: En secciones coronales de rifion de
ratén, CRB2 se localiza en la hoja parietal de la cdpsula de Bowman y en las células epiteliales de los tubulos
proximales renales. H-J: En secciones coronales de testiculo de raton, CRB2 estd presente en los espermatocitos,
formando parte del epitelio seminifero de los tubulos seminiferos. K-M: En secciones coronales de pulmén de raton,
CRB2 se localiza en el epitelio alveolar, formado por neumocitos de tipo | y Il. N-O: En secciones coronales de vejiga
de raton, se demuestra la presencia de CRB2 en el uroepitelio que reviste la mucosa. P-R: En secciones coronales de
bazo de ratén, CRB2 se localiza en el epitelio reticular de la pulpa roja. DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barras de
escala: 50um (B, D, G, T, K, M, N, O, P, R); 100 um (C, I, N, Q); 20 um (E, F, H); 25 um (L).
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1.2. Localizacién y distribucion de la proteina CRB2 en cerebro de raton

A continuacién, quisimos conocer la localizacion de la proteina CRB2 en cerebro de ratén
adulto. Para ello, realizamos técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en
secciones tanto sagitales como coronales de cerebro de ratdn. De este modo, hemos puesto
de manifiesto como la proteina CRB2 esta presente de manera generalizada y punteada por
todo el cerebro (Figura 3) aunque en zonas concretas hemos encontrado un marcaje mas
intenso y abundante, como son areas de corteza (CX), hipocampo (Hc), cerebelo (Cb), nicleo

mesencefalico del trigémino (Me5) y especialmente en el hipotalamo (H) (Figura 3 A).

Figura 3. Localizacion de la proteina de CRB2, en cerebro de raton adulto. A: Inmunofluorescencia para CRB2 en
secciones sagitales de cerebro de ratén adulto donde se observa un marcaje punteado por todo el cerebro, siendo
mds evidente su presencia en zonas como la corteza (CX), el hipocampo (Hc), el cerebelo (Cb), el nicleo mesencefdlico
del trigémino (Me5), el tracto dptico (opt) y en hipotdlamo (H) (flechas amarillas). B: Inmunohistoquimica para CRB2
en secciones coronales del hipotdlamo de cerebro de ratén adulto. Se observa un marcaje de CRB2 mds particular
en nucleos del hipotdlamo como el drea dorsal (DA), el nicleo periventricular (PVN), el nicleo dorsomedial (DMH),
el nucleo ventromedial (VMH), el drea supradptica retroquiasmdtica (Rchl), el nucleo arcuato lateral (Arcl) y el
nucleo supradptico retroquiasmdtico (SOR). C: Inmunofluorescencia para CRB2 en secciones coronales del
hipotdlamo de cerebro de raton en el que se puede observar un marcaje punteado altamente ordenado desde el DA
hasta la zona SOR (flechas amarillas). DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barra de escala: 200 um (A-C).
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En concreto, es en la zona del hipotdlamo donde hemos detectado un marcaje mds
particular de la proteina CRB2 (Figura 3 B). Ademas del marcaje punteado observado por todo
el cerebro, en el hipotdlamo se detecta la presencia de la proteina en cuerpos celulares que se
encuentran organizados en nucleos concretos y delimitados. De este modo, hemos observado
que CRB2 estd presente en el Nucleo Periventricular del hipotalamo dorsal (PVN), Nucleo
Dorsomedial del Hipotalamo (DMH) y el Nucleo Ventromedial del Hipotalamo (VMH) (Figura 3
B). Ademads, encontramos un marcaje punteado particular, que se distribuye desde estas areas
hacia al drea Supradptica Retroquiasmatica (SOR) (puntas de flecha amarillas en Figura 3 C),
donde se detecta la presencia de la proteina CRB2 en cuerpos celulares concretos organizados

en el ndcleo SOR.
2. CRB2 esta presente en neuronas

Caracterizada la distribuciéon de CRB2 en el cerebro de ratdn adulto, nos propusimos

determinar en qué tipo/s celular/es se expresa la proteina.

Las técnicas de inmunolocalizacidn pusieron de manifiesto que el marcaje particular para CRB2
se encuentra en células con cuerpos celulares voluminosos y redondeados, caracteristicas que
indican que podrian ser neuronas. Para poder averiguarlo, disefiamos experimentos con dobles
inmunofluorescencias para CRB2 y GFAP (Proteina Acida Fibrilar de la Glia) (Figura 4 A-D) y
para CRB2 y otros marcadores para otros tipos celulares presentes en el sistema nervioso
central (SNC), como microglia (Ibal) (Figura 4 E-G) y oligodendrocitos (Oligl) (Figura 4 H-J). De
este modo, hemos podido comprobar que tanto el marcaje punteado citoplasmatico, como el
marcaje para CRB2 que se observa en los procesos celulares, en ningln caso colocaliza con
GFAP (Figura 4 A-D), por lo que podemos descartar que la proteina CRB2 se encuentre en
astrocitos (Figura 4 A-D). Con respecto al resto de marcadores utilizados, se comprobé que en
ningun caso hay colocalizacion ni con Ibal ni con Oligl (Figura 4 E-J), descartando por tanto su
presencia en la glia del cerebro. Con la finalidad de confirmar estos resultados, y de asegurar
que CRB2 estd presente solo en neuronas, se disefiaron experimentos de doble marcaje para
CRB2 (Figura 4 K, M, N, O, P, R) y distintos marcadores neuronales conocidos, como el
marcador clasico neuronal Calbindina (proteina ligante de calcio), presente en la mayoria de
las neuronas del hipotdlamo

(Figura 4 L-M), Tubulina Ill o Tuj1, especifica de neuronas, (Figura 4 N-O) o el

marcador de microtubulos asociados a proteina 2 (MAP2) (Figura 4 P-R).
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Figura 4. Localizacion celular de la proteina CRB2 en el PVN de cerebro adulto de ratén. Imdgenes de microscopia de
Idser confocal del marcaje para CRB2 (A, B, D, E, G, H, J) y el marcador de astrocitos GFAP (A, C, D), de microglia Iba1l
(F, G) y de oligodendrocitos Olig1 (1, J) en secciones coronales del PVN. CRB2 no colocaliza con ninguno de estos
marcadores, por lo que no estd presente en astrocitos, en microglia o en oligodendrocitos. Doble
inmunofluorescencia para CRB2 (K, M, N, O, P, R) y marcadores neuronales como calbindina (L-M), Tuj1 (N-O) o
MAP2 (Q-R) en secciones coronales, en las que se observa que todas las neuronas marcadas para CRB2 contienen
calbindina (numeracion en blanco en K 'y M), pero no al contrario. Los marcadores del citoesqueleto neuronal Tuj1
(N-0) y MAP2 (Q-R), demuestran que CRB2 estd presente en los somas neuronales que se rodean de las proyecciones
neuronales marcadas para Tujl y MAP2. DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barra de escala: 100 um (A), 15 um (B-D),
20 um (E-J), 50 um (K-R).
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La doble inmunohistoquimica realizada para CRB2 y Calbindina demuestra la colocalizacién de
estas dos proteinas en las mismas estructuras celulares, confirmando la hipétesis inicial de que
CRB2 se expresa en neuronas (Figura 4 K-M). Ademas, al cuantificar el nUumero de neuronas
positivas para ambos marcadores, comprobamos que todas las neuronas positivas para CRB2
lo son también para Calbindina (numeracién en blanco Figura 4 K, M), pero no al contrario, es
decir, no todas las neuronas que contienen calbindina (numeracién en amarillo en Figura 4 M),
expresan la proteina CRB2 (Figura 4 L-M). Por otro lado, los resultados obtenidos con respecto
al marcaje de CRB2 y los marcadores de citoesqueleto neuronal Tujl (Figura 4 N-O) y MAP2
(Figura 4 P-R), corroboran la idea de que CRB2 se encuentra en neuronas, al observar el
marcaje de CRB2 en los somas de las neuronas que estan rodeados de las proyecciones del

citoesqueleto, marcado para Tuj1 o MAP2.

Asi, podemos concluir que la proteina CRB2 al no colocalizar con marcadores de
astrocitos, microglia u oligodendrocitos, estad Unica y exclusivamente presente en neuronas,
hecho que hemos demostrado al comprobar la colocalizacién de CRB2 con otros marcadores

de este tipo celular.

Debido a que CRB2 se encuentra distribuido por todo el cerebro de ratén y también a
la importancia de las proteinas que constituyen los complejos de polaridad para el
establecimiento y desarrollo de las células neurales en el desarrollo del SNC, nos propusimos
comprobar si CRB2 esta presente en las zonas descritas como neurogénicas en cerebro adulto
de ratén. Para ello, se realizaron dobles marcajes para CRB2 y Doblecortina (DCX) (Figura 5),
proteina que marca microtubulos de precursores neurales. La identificacion de neuronas
jévenes de nueva generacién que expresan DCX en la zona subventricular (Figura 5 A),
hipocampo (Figura 5 B) y bulbo olfativo (Figura 5 C) que ademas expresan la proteina CRB2

permitié determinar que en cerebro adulto, CRB2 estd presente en algunas de estas neuronas

Figura 5. Localizacion de la proteina CRB2 en zonas de neurogénesis en cerebro de raton adulto. Imdgenes de
epifluorescencia en las que se muestra la presencia de CRB2 en distintas zonas neurogénicas de cerebro adulto como
zona subventricular (A), hipocampo (B) y bulbo olfativo (C). V: ventriculo. DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barra de
escala: 100 um (A), 50 um (B-C).

98



Resultados

de nueva formacion. Pese a ello, como se ha indicado antes, la expresion de CRB2 no es
exclusiva de estas zonas neurogénicas ni es donde mas abundantemente se encuentra, siendo
otras zonas del cerebro de ratén adulto como el hipotdlamo, donde su expresion estd mas

extendida.

Como se ha indicado previamente, CRB2 presenta una distribucion general por todo el
cerebro en somas neuronales, pero ademas de este patrdn general de distribucion de CRB2, se
detectd un marcaje peculiar entre nucleos del hipotdlamo en lo que parecen ser
prolongaciones o proyecciones neuronales hacia distintos nucleos (puntas de flecha amarillas
en Figura 3 C). Para comprobar si este marcaje punteado se corresponde con terminales
sindpticos o con vesiculas se disefiaron experimentos de doble marcaje inmunohistoquimicos
para CRB2 vy distintos marcadores de terminales sinapticos (Figura 6), tanto postsinapticos,
marcando la proteina de la densidad postsinaptica 95 (PSD95) (Figura 6 A-F) como
presinapticos, como la proteina sinaptofisina (SYP) (Figura 6 G-L). De este modo, hemos
determinado que en ninguln caso existe colocalizaciéon entre PSD95 y CRB2 (Figura 6 A-C),
descartando por tanto que CRB2 se encuentre en terminales postsinapticos; pero no solamente
eso, sino que en muchos casos se observa que algunos perfiles positivos para PSD95 (puntas
de flecha en Figura 6 B-C) estan enfrentados a perfiles positivos para CRB2 (puntas de flecha

amarillas en Figura 6 Ay C, ampliacién en Figura 6 C).

Por su parte, el doble marcaje para SYP y CRB2 demuestra una clara colocalizacion
entre estas dos proteinas (Figura 6 G-l), confirmando que CRB2 se encuentra en terminales
presinapticos (ampliaciones en Figura 6 1). Sin embargo, no todo el marcaje observado para
CRB2 (puntas de flecha amarillas Figura 6 1), lo es también para SYP (puntas de flechas blancas
Figura 6 1) y ademas, no se aprecia colocalizacion de estos marcadores con CRB2 en el marcaje
punteado que se encuentra en los somas neuronales, ni para PSD95 (puntas de flecha Figura 6

D-E) ni para SYP (puntas de flecha Figura 6 J-L).

Para poder determinar con exactitud la presencia de CRB2 en los terminales
presinapticos, y que efectivamente, estos terminales que contienen CRB2 estan enfrentados a
terminales postsindpticos, como parece indicar el doble marcaje CRB2/PSD95 (Figura 6 A-C),
se realizaron experimentos de triple inmunofluorescencia para CRB2, el marcador
postsindptico (PSD95) y el marcador presindptico (Sinapsina la/b) (Figura 7). Mediante el
analisis de secciones ortogonales obtenidas por pseudoconfocalidad, se comprobd que CRB2 y
el marcador del terminal postsinaptico PSD95 no colocalizan y que ambos perfiles estan

claramente enfrentados (Figura 7 A).
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Figura 6. Andlisis de la proteina CRB2 en elementos sindpticos. Imdgenes de microscopia de laser confocal de CRB2
(A, C D,F, G, J, L)y distintas proteinas sindpticas; tanto postsindpticas como PSD95 (B, C, E, F) como presindpticas
como SYP (H, I, K, L) en secciones coronales del PVN. A-C: CRB2 (puntas de flecha amarillas) y PSD95 (puntas de
flechas blancas), no colocalizan en los perfiles punteados para CRB2, pero si que se puede observar que en muchos
casos ambas proteinas se encuentran enfrentadas la una con la otra. G-I: Colocalizacion entre las proteinas CRB2 y
SYP, aunque existen algunos perfiles positivos para SYP (puntas de flecha blancas) que son independientes de CRB2
(puntas de flecha amarillas) y al contrario. En los cuerpos celulares, no existe colocalizacion de CRB2 ni con PSD95
(D-F) ni con SYP (J-L). Barra de escala: 10 um (A-C, G-y J-L), 5 um (D-F).
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Al analizar el marcaje obtenido entre CRB2 y Sinapsina la/b, se aprecié que hay una colocalizacién
parcial de estas dos proteinas en muchos de los perfiles (en color blanco en Figura 7 B). Al igual
que ocurria con el doble marcaje CRB2/PSD95, el marcaje para Psd95 y Sinapsina la/b demuestra
gue estas dos proteinas no colocalizan y que ademas, los perfiles estan enfrentados (Figura 7 C).
Asi, la triple inmunofluorescencia CRB2/PSD95/Sinapsina la/b demuestra que CRB2 se localiza de
forma especifica en el terminal presindptico (que se observa en blanco al colocalizar con
Sinapsina la/b), y que estd enfrentado a terminales postsinapticos positivos para PSD95 (Figura

7 D), confirmando las observaciones previas indicadas en la Figura 6.

/ PSD95 / Synapsina la/b
“ TR

Figura 7. Estudio de la proteina CRB2 en los terminales sindpticos. Imagen en la que se muestra una
proyeccion a lo largo del eje Z de pseudoconfocalidad para CRB2 (rojo), y terminales postsindpticos (PSD95
en verde) y presindpticos (Sinapsina la/b en azul) de secciones coronales del PVN de cerebro de ratén adulto.
Las vistas ortogonales (eje XY imdgenes en el lado superior y eje XZ imdgenes en el lado derecho) muestran
como no existe colocalizacion entre CRB2 y PSD95 (terminal postsindptico), mientras que si existe con
Sinapsina la/b (terminal presindptico), ambos enfrentados al marcaje de PSD95. Barra de escala: 20 um.

Por ello, podemos concluir que CRB2 estd presente en los terminales presinapticos
neuronales al colocalizar con marcadores presinapticos y al localizarse en contraposicién a

marcadores postsinapticos.

Con la finalidad de poder acotar y dilucidar a qué corresponde el marcaje vesicular de

CRB2 observado en los somas neuronales, se realizaron dobles marcajes inmunohistoquimicos
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para analizar la expresidon de CRB2 junto con la de distintos marcadores vesiculares, como V-
Glutl (Figura 8 A-C), transportador de glutamato vesicular 1 que se expresa en vesiculas
sindpticas excitatorias. El doble marcaje permite discernir que existe una colocalizacién entre
las dos proteinas en somas de neuronas del PVN (puntas de flecha blancas en Figura 8 A-C).
También permite descartar la colocalizacion de estas dos proteinas en las proyecciones

neuronales (puntas de flecha amarillas Figura 8 A-C).

La proteina CRB2 pertenece a un complejo de polaridad apical en el que participan
otras proteinas, como por ejemplo Pals1. Es por ello que disefiamos una doble inmunotincién
para analizar el marcaje punteado de CRB2 junto con Palsl, para ademas investigar si en el
cerebro, CRB2 y Pals1 también forman parte del mismo complejo de polaridad (Figura 8 D-F).
Observamos que existe una colocalizacién parcial entre ambas, tanto en los somas neuronales
(puntas de flecha blancas Figura 8 D-F) como en sus proyecciones, aunque hay marcaje para

Palsl completamente independiente del de CRB2 (puntas de flecha amarillas Figura 8 F).

Por ultimo, con el mismo fin de caracterizar el marcaje vesicular observado para CRB2
en los somas neuronales, quisimos comprobar la relacidn entre CRB2 y las distintas rutas de
trafico vesicular, ya que como todas las proteinas transmembranarias, ésta debe ser
transportada en la célula mediante vesiculas. Con esta finalidad se planteé el disefio de
experimentos de doble marcaje para CRB2 y diversas proteinas que intervienen en el tréafico
de vesiculas tanto por endocitosis como por exocitosis. Estos experimentos demostraron que
existe una colocalizacién parcial entre CRB2 y una proteina presente en vesiculas de la via
exocitica, Rab8A (puntas de flecha blancas en Figura 8 G-l), sugiriendo que CRB2 y Rab8A en
algunos casos se transportan en las mismas vesiculas de exocitosis, aunque no siempre, ya que
se observan puntos de marcaje independiente para ambas proteinas (puntas de flecha
amarillas en Figura 8 1). Para analizar los procesos de endocitosis se analizd la distribucion de
la proteina VPS35, que forma parte del retrémero. Este complejo proteico es el encargado de
dirigir el trafico retrégrado de endosomas de la membrana plasmatica hacia el complejo de
Golgi para el reciclaje de proteinas. Los analisis muestran colocalizacidn parcial entre CRB2 y
VPS35 tanto en el soma como en proyecciones neuronales (puntas de flecha blancas en Figura
8 K-L), aunque se puede observar marcaje independiente para VPS35 y CRB2 (puntas de flecha
amarillas en Figura 8 L). Por ello, se puede afirmar que CRB2 estd presente en algunas vesiculas

que viajan desde membrana plasmatica, via endocitica, en asociacidn con el retromero.
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Figura 8. Estudio del marcaje vesicular de CRB2 en los somas neuronales. Imdgenes de microscopia de Idser confocal
que muestran el marcaje por inmunofluorescencia de la proteina CRB2 (A, C,D, F, G, I,J, L) y V-Glut1 (B, C), Pals1 (E,
F), Rab8A (H, 1) y VPS35 (K, L) en secciones coronales del PVN. A-C: el marcaje punteado de CRB2 de los somas
neuronales colocaliza parcialmente con el transportador de glutamato vesicular 1 (puntas de flecha blancas). D-F:
CRB2 y Pals1 frecuentemente colocalizan (puntas de flecha blancas en D-F) tanto en el soma como en los procesos
neuronales, aunque hay marcaje tanto para Plas1 como para CRB2 independiente el uno del otro (puntas de flecha
amarillas en F). G-1: CRB2 colocaliza parcialmente con Rab8A (puntas de flecha blancas en G-1), existiendo marcaje
de Rab8A completamente independiente de CRB2 (puntas de flecha amarillas en I). J-L: Existe colocalizacion parcial
entre CRB2 y VPS35 (puntas de flecha blancas en J-L), aunque hay marcaje de VPS35 independiente de CRB2 (puntas
de flecha amarillas en L). Barra de escala: 10 um (A-C), 100 um (D-F), 10 um (G-1), 20 um (J-L).
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Por lo tanto, como conclusion del primer objetivo planteado podemos decir que la proteina
CRB2 presenta una distribucién generalizada por todo el cerebro, existiendo zonas como la
corteza, hipocampo, cerebelo o nicleo mesencefalico del triggmino donde la presencia es mas
evidente y abundante. Es en el hipotdlamo donde se observa una distribucién de CRB2 mucho
mas particular, apareciendo un marcaje punteado en cuerpos celulares de nucleos concretos,
asi como un patrén punteado de marcaje en hileras, que se extiende de unos nucleos a otros.
CRB2 esta presente Unica y exclusivamente en neuronas donde colocaliza con vesiculas
presindpticas y excitatorias. Ademads, comprobamos que en cerebro de ratén, CRB2 colocaliza
parcialmente con Pals1, otro miembro del complejo de polaridad Crb, ademas de con proteinas
encargadas del transporte vesicular tanto endocitico como exocitico demostrando asi alguno
de los componentes moleculares de ambas rutas con los que CRB2 viaja en su transporte hacia

y desde la membrana plasmatica, su localizacién final en la célula.

3. Analisis comparativo de la expresion de CRB2 en raton

control y mutante para CRB1

Debido a las similitudes estructurales y funcionales de las proteinas CRB1 y CRB2,
hemos querido comprobar si la disfuncionalidad de la proteina CRB1 en el ratdn mutante
CRB1"® pudiera producir alteraciones en la expresién de CRB2. Asi, se ha realizado un estudio
comparativo de la distribucion de la proteina CRB2 entre el animal control y el raton mutante
CRB1", mediante técnicas de fluorescencia (Figura 9). Para ello, se ha analizado con mas
detalle la expresidon de CRB2 en las principales zonas donde encontramos un marcaje mas
abundante de esta proteina, como son el hipocampo, cerebelo, hipotdlamo o el nucleo
supradptico retroquiasmatico (SOR). De este modo, se comprobd que en el hipocampo, el
marcaje para CRB2 estd presente en las capas CA1, CA3 o el giro dentado (DG), y es en la capa
CA3 donde mayoritariamente estad presente CRB2 (Figura 9 A). Al comparar la cantidad de
marcaje entre el animal control y el mutante en estas tres areas no se observaron diferencias
entre los fenotipos (Figura 9 A-B). En cerebelo, CRB2 se encuentra principalmente en la capa
de las células de Purkinje (Figura 9 C) y comparando la presencia de CRB2 entre el ratén control
y el mutante, se comprobd que no habia diferencias entre los dos fenotipos (Figura 9 D). En el
hipotdlamo, asimismo, la distribucién e intensidad para el marcaje de CRB2 en el animal control
(Figura 9 E) y el animal mutante resulté ser la misma (Figura 9 F); resultados que se repiten al
comparar el marcaje de la proteina en el nucleo supradptico retroquiasmatico entre ambos

genotipos (Figura 9 G).
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Figura 9. Estudio comparativo del marcaje para CRB2 entre cerebro de ratdn adulto control y mutante CRB1%, A:
Imdgenes de epifluorescencia en la que se muestra la distribucion del marcaje para CRB2 en las distintas capas del
hipocampo del cerebro adulto del ratén control: CA1, CA3 y DG. B: Imagen que muestra la comparativa del marcaje
para CRB2 en las distintas dreas del hipocampo entre el animal control (WT) y el mutante (CRB1'%). C: Distribucion
del marcaje obtenido para CRB2 en el cerebelo del raton adulto control. D: Imagen que muestra la comparativa del
marcaje para CRB2 en las distintas dreas del cerebelo entre el animal control (WT) y el mutante (CRB1'%), E-F:
Distribucion y comparativa del marcaje obtenido para CRB2 en los diferentes nucleos del hipotdlamo del cerebro el
ratdn control (E) y mutante (F). G: Marcaje comparativo para la proteina CRB2 en el nticleo SOR entre WT y (CRB1798).
DG (giro dentado), M (capa molecular), P (capa de células de Purkinje), G (capa granular), W (sustancia blanca), DA
(drea dorsal), DMH (Nucleo Dorsomedial del Hipotdlamo), VMH (Nucleo Ventromedial del Hipotdlamo), SOR (Nucleo
Supradptico Retroquiasmdtico) DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barra de escala: 200 um (A-F), 50 um (G).

Continuando con este analisis comparativo de las distintas areas encefdlicas,
analizamos la expresion de CRB2 en la corteza cerebral en animales control y mutantes para
CRB1 (Figura 10). En un primer analisis del marcaje inmunofluorescencia se detecté que CRB2
no presenta una distribucidn generalizada como el observado en otras areas encefalicas (Figura
3 A-B), sino que se localiza en varias capas corticales, como la capa lI/lll y V, tanto del raton

control como mutante, el marcaje para CRB2 es mucho mds evidente y abundante (Figura 10).
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Figura 10. Distribucion de la proteina CRB2 en la corteza de ratdn adulto. Imdgenes de epifluorescencia del marcaje
para CRB2 en secciones sagitales de corteza de ratén adulto control (A) y mutante CRB1 (B). C: Grdfica de la
cuantificacién del marcaje para CRB2/pixel en las diferentes capas corticales de ambos genotipos. D: Cuantificacién
final del marcaje total para CRB2 por pixel, para ambos ratones sin distinguir entre las distintas capas. E-F: Andlisis
de la expresion de CRB2 por Western blot. E: Comparativa de la expresion de la proteina CRB2 (150 kDa) en corteza
(Cx), hipocampo (Hc) y cerebelo (Cb) de ambos genotipos. F: Cuantificacion y comparativa de los datos normalizados
a partir de los resultados obtenidos por Western blot, de la expresion de CRB2 en distintas dreas de ambos genotipos.
Se usé S-actina (42 kDa) como control de carga. DAPI (en azul): marcaje nuclear. Barra de escala: 200 um. Los datos
de las cuantificaciones se muestran como * s.e.m. Informacion estadistica: Se uso el test de Kolmogorov-Smirnov
para el andlisis de la distribucion normal. En C-WT, como estadigrafo de contraste paramétrico se uso el test ANOVA
de una via con el test Bonferroni como test post-hoc (n = 3). En C-rd8, como test no paramétrico se ha utilizado el
test Kruskal Wallis (n = 3). En D, la comparativa entre grupos se ha realizado con el test paramétrico T-Student (n =
3). En F, en todos los casos se ha utilizado como estadigrafo de contraste el test no paramétrico U de Mann Whitney
(n = 3). Un asterisco indica la presencia de diferencias estadisticas. Dos asteriscos indican la presencia de diferencias
altamente sianificativas.
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Un analisis cualitativo de este marcaje sugirié que en este area si podrian existir diferencias en
cuanto a la cantidad de marcaje para CRB2 en la corteza del animal control (Figura 10 A) y
mutante (Figura 10 B). Para analizar las posibles diferencias se empled el software informatico

Imagel) para cuantificar y analizar la cantidad de seiial fluorescente.

Este analisis estadistico ha permitido determinar la cantidad de marcaje para CRB2 en
las distintas capas de las cortezas encefalicas de ambos genotipos (Figura 10 C). Asi, se
evidencio que en general, el marcaje para CRB2 estd predominantemente localizado en las
capas II/lll y V (confirmando la observacién cualitativa inicial) y que en la corteza del ratdn
mutante hay una mayor cantidad de marcaje en estas zonas. Al analizar las diferencias entre
capas, se observa que existen diferencias significativas entre la capa | y la capa V del ratén
control (p-valor = 0,043; n = 3) (Figura 10 C), mientras que en el raton mutante se observan
diferencias altamente significativas entre las capas | y V (p-valor = 0,005; n = 3) y diferencias
significativas entre las capas | y VI (p-valor = 0,011; n = 3) (Figura 10 C). En ningun caso, se han
encontrado diferencias significativas al analizar la intensidad de CRB2 en las mismas capas
entre genotipos distintos. Sin embargo, al analizar la cantidad de marcaje total para CRB2 en
corteza entre ambos genotipos, sin discernir entre capas, observamos que si existe un
incremento significativo en la cantidad de marcaje para CRB2 en los animales mutantes en
comparacion con los controles (p-valor = 0,024; n = 3) (Figura 10 D). Debido a que la técnica de
inmunofluorescencia y las cuantificaciones realizadas posteriormente pueden considerase
técnicas de tipo cualitativas, mas que cuantitativas, quisimos comprobar estos resultados
mediante el empleo de técnicas cuantitativas como Western blot, ampliando asimismo el
numero de muestras. De este modo, se analizaron mediante esta técnica la expresion de CRB2
en lisados de corteza, el drea donde encontramos mayor cantidad de marcaje en el ratén
mutante mediante fluorescencia y en hipocampo y cerebelo, donde no se aprecié esta
diferencia (Figura 10 E). La cuantificacion de estos resultados pone de manifiesto que
efectivamente, en la corteza del genotipo mutante hay una mayor cantidad de CRB2 que en
control y esa diferencia es significativa (p-valor = 0,029; n = 15), algo que no ocurre en

hipocampo o cerebelo (Figura 10 F).

Al observar diferencias significativas (al menos en corteza) con respecto a los niveles
de CRB2 entre ambos animales, nos propusimos analizar la expresion del resto de proteinas
que forman parte del complejo de polaridad Crb, asi como proteinas encargadas del
establecimiento de uniones celulares (Figura 11) para investigar si, ademas de un aumento en

la expresion de CRB2, existen cambios o alteraciones en la expresion de moléculas
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relacionadas. Para ello, hemos analizado la expresién por Western blot de Par3 como
componente del complejo Par, distintas proteinas de adhesion celular como B-catenina
(uniones adherentes) y ocludina (uniones ocluyentes) en zonas como corteza, hipocampo y
cerebelo de ratén tanto control como mutante (Figura 11 A). Este analisis cuantitativo pone de
manifiesto que no hay diferencias en cuanto a la expresién de ninguna de las proteinas
analizadas entre los dos genotipos (Figura 11 B). Aunque si se detecta un incremento en la
tendencia de la expresidon de B-catenina tanto en corteza como en cerebelo del genotipo
mutante, la diferencia con el control no es significativa (Figura 11 B), por lo que podemos
concluir que el genotipo mutante no presenta alteraciones en la expresién de proteinas de

uniones celulares analizadas, o del complejo Par (Par3) con el control.
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WT rd8 WT rd8 WT rd8

Par3

B-catenina—|— -| |- -| |-._ ﬂ,

Ocludina—lu_hj -— !
s D ] S

25 rd8

2 Wwr
1,5 I I
1 I I I I I I I I I
0,5
0
Par3 Par3 Par3 ina Ocludi Par3 Par3 Par3 : " Par3 Par3 Par3 . "
180kD 150kD 100kD B-catenina Ocludina 180KD 150kD 100kD B-catenina Ocludina 180KD 150kD 100KD B-catenina Ocludina
Incremento en corteza Incremento en hipocampo Incremento en Cerebellum
(comparado con WT) (comparado con WT) (comparado con WT)

Figura 11. Andlisis comparativo de la expresion de CRB2, Par3 y proteinas de union celular en corteza, hipocampo y
cerebelo de ratones control y mutante CRB1%, A: Andlisis comparativo por WB en el que se muestra la expresion de
CRB2 (150 kDa), Par3 (isoformas de 180 kDa, de 150 kDa y de 100 kDa) y moléculas de adhesion celular (Ocludina
de 65 kDa, y f-catenina de 92 kDa) tanto en Cx, Hc y Cb de ratones control y mutantes. B: Grdfica en la que se
muestra la cuantificacién comparativa de las proteinas analizadas en A. Se usé S-actina (42 kDa) como control de
carga. Los datos se representan con la media * s.e.m. Informacion estadistica: Se ha utilizado el test de Kolmogorov
Smirnov para el andlisis de la normalidad de las muestras. En todos los casos de B, la comparativa de los dos grupos
experimentales se ha realizado por medio del test U de Mann Whitney (n = 15).

Por tanto, respecto al segundo objetivo podemos concluir que: CRB2 esta presente en
las capas CA1, CA3y en el giro dentado del hipocampo; en la capa de las células de Purkinje en

cerebelo; en el nucleo supradptico retroquiasmatico; en el ndcleo mesencefalico del trigémino
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y en el hipotdlamo donde se concentra en el drea dorsal, nicleo dorsomedial y ventromedial.
En corteza encefalica, CRB2 presenta una distribucidn mas abundante en las capas ll/llly Vy el
analisis comparativo de la expresién de esta proteina entre el cerebro de ratén mutante y el
control demuestra que, al menos en corteza, existe un incremento en sus niveles de expresion

en el ratédn mutante CRB1",

El modelo mutante CRB1™® se emplea para el estudio de patologias retinianas debido a
gue presenta alteraciones en la retina por los problemas derivados de la mutacion de la
proteina CRB1. Del mismo modo, se ha descrito que la retina de este modelo animal, como uno
de los mecanismos de respuesta al dafio, presenta un aumento en la expresion de la proteina
glial GFAP en las células de Miiller, la glia radial de la retina. Con el fin de determinar si en el
cerebro de ratédn mutante CRB1" existe un mecanismo de gliosis similar como consecuencia
de la mutacion en Crb1, hemos realizado un estudio de la expresion por inmunofluorescencia

de la proteina GFAP en distintas areas del cerebro como corteza, hipocampo o cerebelo (Figura

E Corteza Hipocampo Cerebelo
WT rd8 WT rd8 WT rd8
Nos — =] W Tm) B )

GFAP — S ] [
GAPDH — (4 8 % * ——
lbal — [0 e (e . -

F Gliosis reactiva en cerebro de ratén

W Control WT

O iNos
@ GFAP
1 B Ibal
0,5 I
0

Corteza Hipocampo Cerebelo

Figura 12. Estudio comparativo de la gliosis reactiva en cerebro adulto entre animales WT y CRB1', Imdgenes de
epifluorescencia de la expresion de la proteina dcida fibrilar de la glia (GFAP) en zonas de corteza e hipocampo (A) y
cerebelo (C) del ratén control, y de corteza e hipocampo (B) y cerebelo (D) del ratén mutante CRB1'. E:
Cuantificacion de los niveles de expresion de proteinas relacionadas con la neuroinflamacion como GFAP, éxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) o Ibal. Se usé GAPDH (37 kDa) como control de carga. DAPI (azul): marcaje nuclear.
Barra de escala: 100 um (A-B), 50 um (C-D). Los datos se representas como media * s.e.m. Informacidn estadistica:
Se ha utilizado el test de Kolmogorov Smirnov para el andlisis de la normalidad de las muestras. En todos los casos
la comparativa de los dos grupos experimentales se ha realizado por medio del test T de Student (n = 3).
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12). Al analizar la expresién de GFAP en ambos genotipos, no hemos observado un incremento
en su expresion (Figura 12 A-D), resultado que se confirma con el analisis de la expresidn de
GFAP en ambos modelos mediante Western blot (Figura 12 E-F). Con el fin de realizar un
estudio mas detallado de una posible reaccién inflamatoria en el genotipo mutante como
respuesta a la mutacion de CRB1, se ha comparado la expresién de otras proteinas relacionadas
con la gliosis reactiva en zonas de corteza, hipocampo y cerebelo, como las proteinas Ibal e
iNOS (estrechamente relacionadas con una respuesta microglial e inflamatoria) y en ningun

caso hemos obtenido diferencias significativas entre ambos genotipos (Figura 12 E-F).

De este modo podemos concluir que el modelo murino CRB1" presenta un aumento
en los niveles de la proteina CRB2 en corteza, aunque no presenta ninguna alteracién en la
expresién de proteinas relacionadas con los complejos de polaridad o uniones celulares, ni en
los niveles de proteinas relacionadas procesos inflamatorios en comparacién con el animal
control. Por tanto, este modelo no presenta alteraciones o dafios neuronales evidentes mas

alla de los aumentos en la expresion de CRB2 en la corteza cerebral.

Por tanto, estos resultados muestran la presencia de la proteina CRB2 en cerebro
adulto de ratén, donde se localiza Unica y exclusivamente en neuronas, principalmente en
terminales y vesiculas presinapticas excitatorias. Ademas, colocaliza con otras proteinas del
complejo Crb y con proteinas del transporte vesicular endocitico y exocitico. En el ratdn
mutante CRB1™, hemos detectado un incremento de los niveles de CRB2 en corteza cerebral,
sin observar alteraciones en la expresion de la proteina en el resto de areas analizadas o en la
expresion de proteinas relacionadas con los complejos de polaridad o uniones celulares. Todos
estos resultados han sido recogidos en un articulo cientifico publicado recientemente con el
titulo “Expression and localization of the polarity protein CRB2 in adult mouse brain: a

III

comparison with the CRB1® mutant mouse model” en Scientific Reports

4. Caracterizacion de CRB2 en un modelo in vitro

Una vez analizada la expresion de la proteina CRB2 y su localizacion en el cerebro de
ratdn, procedemos a abordar el siguiente objetivo, caracterizar la expresion y localizacion de
CRB2 durante el proceso de diferenciacion y maduracidon de neuronas in vitro. Para ello,
desarrollamos un método de cultivo primario de neuronas a partir de corteza cerebral e

hipocampo, dos de las areas cerebrales que presentan niveles elevados de CRB2 y que son
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perfectamente diferenciables y de facil extraccidn, en los que investigamos la expresion de

CRB2 de forma gradual durante el crecimiento y diferenciacidn de las neuronas.

4.1. Caracterizacién de del proceso de diferenciacion de los cultivos primarios
Para caracterizar el crecimiento de los cultivos primarios de neuronas (Figura 13)
hemos extraido porciones de corteza e hipocampo de embriones de estadios embrionarios
comprendidos entre E.16 y E.18 y se ha analizado el desarrollo temporal de ambos cultivos
mediante imagenes realizadas cada diez minutos, durante un periodo maximo de 5 dias de
cultivo (5DIC) en un microscopio de célula viva. De esta forma se comprobd que en ambos tipos
de cultivo, tanto corticales (Figura 13 A) como hipocampales (Figura 13 B), es entre las primeras
12 y 24 horas cuando las neuronas comienzan a formar los primeros procesos o extensiones
celulares, entrando en contacto unas con otras. Es a partir del tercer dia del cultivo (3DIC),
cuando la mayoria de las neuronas empiezan a mostrar signos de diferenciacion y establecen
contactos estables entre ellas. Es de destacar la capacidad de migracién que presentan las
neuronas, principalmente aquellas obtenidas de hipocampo y la necesidad que muestran de
crecimiento en conjunto, produciendo aciumulos de neuronas hipocampales necesarios para
su supervivencia y diferenciacion (Figura 13 B). Esta caracteristica del crecimiento de los

cultivos hipocampales no se ha observado en el caso de los cultivos de neuronas corticales, las

A

Cultivos primarios
neuronas corticales

B

Cultivos primarios
neuronas
hipocampales

Figura 13. Andlisis temporal del cultivo primario de neuronas de raton control. Reconstruccion temporal de los cultivos
primarios de neuronas aisladas de la corteza (A) e hipocampo (B) de embriones en estado de desarrollo comprendido
entre E.16 y E.18 (dias de gestacidn), obtenidas en un microscopio de célula viva. Barra de escala: 50 um.
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cuales se distribuyen por toda la placa, ocupando la mayor superficie posible y establecen

contacto unas con otras (Figura 13 A).

4.2. CRB2 se expresa en los cultivos neuronales

Los estudios in vivo realizados en la presente Tesis Doctoral y presentados en los
apartados anteriores demuestran que en cerebro de ratdn adulto, la proteina CRB2 solo se
expresa en neuronas. Para analizar el patrén de expresiéon temporal de CRB2 y su
comportamiento durante el desarrollo de las neuronas se emplearon cultivos obtenidos
mediante el protocolo indicado en la seccién de material y métodos. Uno de los tipos celulares
mas abundante en las meninges son los astrocitos, de modo que retirar estas membranas es
un paso limitante para la viabilidad del cultivo puro de neuronas. Ademads, el estadio
embrionario del cual se extrae el tejido debe ser lo mas exacto posible, ya que si se emplea
tejido de estadios anteriores a los indicados, conlleva a una disminucidon considerable del
numero de células a obtener. Si se emplean estadios posteriores, esto conlleva a un aumento
sobremanera del nimero de neuronas, especialmente en el caso de los cultivos de hipocampo
donde el rendimiento siempre es mas bajo, pero en estadios tardios se produce un aumento
de la cantidad y la internalizacién de las meninges en el tejido extraido, haciendo que en
muchos casos sea casi imposible su manipulacién y eliminacion, y por lo tanto, un incremento
en el nimero de células contaminantes, como astrocitos. Es necesario por tanto mantener un
equilibrio entre el mayor rendimiento celular a obtener en cultivos de neuronas hipocampales
y la menor cantidad posible de astrocitos y desarrollo de meninges que se consigue al emplear

los estadios embrionarios descritos en este trabajo.

Con el fin de validar estos cultivos se efectuaron pruebas en las que se analizé la
expresion de CRB2 junto con la de otros marcadores neuronales y de astrocitos en cultivos
corticales (debido al mayor numero de células que obtenemos por experimentos en
comparacién con los de hipocampo) (Figura 14). La proteina Doblecortina o DCX estd asociada
a los microtubulos de neuronas inmaduras y se sabe que su expresion se conserva durante
todo el proceso de maduracidn, tras el cual disminuye coincidiendo con el aumento de
expresion del marcador de neuronas maduras NeuN (del inglés Nucleo Neuronal), cuya
expresion se corresponde con la salida del ciclo celular y el inicio de la diferenciaciéon neuronal.
Con este analisis hemos comprobado que la expresion de DCX (Figura 14 A) comienza a las 24
h de establecer el cultivo, momento en el que se pueden apreciar proyecciones neuronales en
elongacion y precursores neurales (Figura 14 A). El marcaje para CRB2 también aparece a partir

del 1DIC, de forma preferente en el soma de las células, siendo a partir de 3DIC cuando se
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distribuye por toda la neurona (Figura 14 A-E). Como se ha indicado anteriormente, en el
procedimiento de establecer los cultivos se retiran las meninges con el fin de disminuir la
cantidad de astrocitos en los cultivos, pero en ningin momento se inhibe el crecimiento de los
que estan en el propio tejido. Para poder establecer cultivos puros neuronales y al mismo
tiempo investigar si en estos cultivos, de la misma forma que en tejido, CRB2 se expresa
exclusivamente en neuronas, se aifade citosina B-D-arabinofurandsido (ARA) al cultivo. El ARA
es un inhibidor del proceso de replicacion, ya que se une al ADN y actla sobre la topoisomerasa
| formando fragmentos de ADN, de modo que cualquier célula que se divida sera eliminada al
no poder completar la divisidn. El analisis por inmunofluorescencia para GFAP y CRB2 tras la

adicion de ARA a las 24 horas de establecer el cultivo demuestra la presencia de células

CRB2/

o)
P / DAPI

CRB2/ Ne CRB2/

CRB2/

CRB2/

Figura 14. Andlisis de la expresion temporal de CRB2 y distintos marcadores celulares en cultivos de neuronas
corticales de raton control. Imdgenes de microscopia ldser confocal que muestran el marcaje por
inmunofluorescencia para CRB2 y distintas proteinas de expresion neuronal (como DCX A, NeuroD1 C, Tujl1 D o
Nestina E) y de epifluoresccencia para CRB2 y astrocitos (como GFAP B) a distintos tiempos de cultivos. Barra de
escala: 50 um.

113



Tesis Doctoral Jorge Fernandez Doldn

positivas para GFAP a 1DIC (Figura 14 B). A dias posteriores de cultivo, este marcaje para GFAP
desaparece, pero no asi el marcaje para CRB2 (Figura 14 B). De este modo, al desaparecer el
marcaje para GFAP pero no para CRB2, confirmamos que conseguimos un cultivo puro de
neuronas (que no se dividen y no se eliminan al afiadir ARA) en las cuales se expresa CRB2. Es
importante indicar que no se ha afiadido ARA en todos los experimentos porque la viabilidad
de los mismos disminuye considerablemente al eliminar el componente glial

, de modo que se han mantenido astrocitos residuales en algunos cultivos para
aumentar la supervivencia neuronal (Figura 14 B). El factor de diferenciacidon neuronal de tipo
1 (NeuroD1) es un factor de transcripcién necesario para la maduracion neuronal e interviene
por ejemplo en el establecimiento de las dendritas. Empleando este marcador comprobamos
que la expresién de NeuroD1 empieza a ser evidente en los somas y en algunas proyecciones
neuronales entre 3 y 5DIC (Figura 14 C). El marcaje para la proteina Tubulina B Il (Tuj1) permite
identificar el principal componente del citoesqueleto de neuronas (Figura 14 D) y pone de
manifiesto que es el principal componente de los cultivos primarios realizados en este estudio.
Ademas, este marcaje permite discernir que el citoesqueleto neuronal se desarrolla a partir de
las 24h de la siembra, siendo a 3DIC cuando se identifica por completo la morfologia neuronal
con soma y prolongaciones (Figura 14 D). Los resultados obtenidos con el marcaje para Tujl
también sustentan la hipdtesis de que CRB2 se encuentra en neuronas. Por ultimo, los
filamentos intermedios de tipo IV (Nestina), abundante en estadios iniciales del desarrollo
neural, se localiza en el soma ya a las 24 horas de establecimiento del cultivo, y es a 2 y 3DIC
cuando se extiende por toda la estructura de la neurona, colocalizando en las mismas

estructuras con el marcaje para CRB2 (Figura 14 E).

Estos experimentos iniciales de caracterizacidon de los cultivos primarios neuronales
corticales de animales control permiten comprobar que CRB2 (coincidiendo con los resultados
in vivo) se expresa Unicamente en neuronas, al colocalizar en estructuras identificadas como
tal por el empleo de distintos marcadores neuronales (como DCX, NeuroD1, Tujl o Nestina) y
al no disminuir su expresion al afiadir un inhibidor de proliferacidn celular que permite eliminar

células en divisién y que provoca una disminucion de GFAP que se expresa en células gliales.

Al mismo tiempo, para comprobar la expresidn de todos los marcadores empleados en
los experimentos de inmunofluorescencia en los cultivos neuronales, se realizaron analisis de
Western blot de la expresidon de DCX, Nestina y Neuro D1 (Figura 15 A); y también se analizé la
expresion en estos cultivos de proteinas de los complejos de polaridad apical, con el fin de

establecer una linea temporal de la expresion de las mismas (Figura 15 B).
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Asi, se comprobd que el marcador de neurogénesis DCX se expresa desde el primer
momento de establecer el cultivo, observandose un pico de expresion entre 1DIC y 3DIC;
momento en el que empieza a disminuir su expresién hasta 10DIC (Figura 15 A). Por su parte,
Nestina comienza su expresién entre 2DIC y 6DIC, cuando se produce un aumento en su
expresion que se mantiene hasta al menos 10DIC, al mismo tiempo que disminuye la expresion
de DCX (Figura 15 A). De manera muy parecida, se puede observar cdmo la proteina NeuroD1,
esencial para la diferenciaciéon neuronal, comienza a expresarse a 6DIC, cuando comienza a

disminuir la de DCX y aumenta la de Nestina (Figura 15 A).

Con respecto a las proteinas de los complejos de polaridad apical (Figura 15 B), la
proteina Par3, componente del complejo de polaridad Par se expresa a 1 hora del
establecimiento del cultivo, aunque en ese momento solo se detecta la isoforma de mayor
peso molecular (180 kDa). La isoforma de menor peso molecular (100 kDa) empieza a
expresarse a las 3 horas de la siembra de las neuronas. Es de destacar que en ningln caso se
ha detectado la isoforma de peso molecular intermedio (150 kDa) (Figura 15 B), que si aparece
en lisados proteicos de corteza de ratén adulto (Figura 11). Con respecto a proteinas del
complejo Crb, se aprecia que Pals1 comienza a expresarse a las 3 horas del cultivo y sus niveles
de expresion aumentan a dias de cultivo mdas avanzados (Figura 15 B). La proteina MPP4
presenta un patron de expresion muy parecido a Pals1, empezandose a detectar a las 3 horas

del establecimiento del cultivo (Figura 15 B). Por ultimo, se ha analizado la expresidn de varias
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Figura 15. Expresion temporal de proteinas neuronales y de los complejos de polaridad apical en cultivos de neuronas
corticales de animales control. Western blot de lisados proteicos a distintos dias de cultivos primarios de neuronas
corticales, en el que se analizan proteinas neuronales (A), y proteinas de los complejos de polaridad apical (B). A: El
marcador de neurogénesis DCX, es el primero en aparecer, mostrando un incremento entre 1 y 3DIC, momento en el
que empieza a disminuir y empieza a aumenta la expresion de Nestina y NeuroD1. B: Se detectan dos de las tres
isoformas de PAR3, del complejo Par, siendo la de mayor peso molecular la que primero se expresa. Las proteinas
del complejo de polaridad Crb, Pals1 y MPP4, presentan unos niveles de expresion muy parecidos, detectables a
partir de las tres horas de establecimiento del cultivo. CRB2 se detecta a partir de 3DIC mientras que CRB3 se expresa
a partir de las 3h de establecimiento del cultivo.
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proteinas CRB, como CRB3, que comienza a detectarse desde el comienzo de la generacion del
cultivo, mientras que CRB2 se detecta a partir del 3DIC. Este retraso temporal en la deteccidon
de la proteina CRB2 por Western blot respecto a los resultados de inmunofluorescencia
podrian deberse a una baja concentracidn de la cantidad total de proteina CRB2 presente en

los primeros dias de cultivos, que podria ser insuficiente para ser detectada por esta técnica.

Por ello, podemos concluir que de todas las proteinas analizas del complejo de
polaridad apical, la proteina Par3 es la primera en comenzar a expresarse, seguida de Pals1,
MPP4 y CRB3, siendo CRB2 la ultima proteina de los complejos de polaridad en ser detectada

en cultivos neuronales.

Del mismo modo, analizamos el patron de expresion temporal de proteinas de distintos
tipos de uniones celulares como Ocludina, Claudinal y B-Catenina; proteinas presentes en
vesiculas como Rab8A o VPS35; y por ultimo, proteinas sinapticas como PSD95, SYP o Sinapsina
(Figura 16). Con respecto a las proteinas de unién analizadas, tanto Ocludina como Claudinal,
ambas proteinas de uniones ocluyentes, se expresan desde el primer momento de establecer
el cultivo, lo mismo que B-Catenina, proteina relacionada con las uniones adherentes (Figura

16). Con respecto a las proteinas de vesiculas
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Figura 16. Expresion de proteinas de uniones celulares,

asociadas a transporte vesicular y sindpticas en cultivos ~ mantiene en el tiempo (Figura 16). Con
de neuronas corticales de animales control. Western blot

de lisados proteicos a distintos dias de cultivos primarios ~ fespecto a las proteinas sinapticas, podemos
de neuronas corticales. Las proteinas de union, tanto de
uniones ocluyentes (Ocludina y Claudinal) como
adherentes ([(-Catenina), empiezan a detectarse desde PSD95
el primer momento de establecer el cultivo. La proteina !
Rab8A se detecta a 1DICy VPS35 a partir de 2DIC. Ambas  Sjng psina, empiezan a detectarse entre las 3
presentan un pico mdximo de expresion a 6DIC. Las

proteinas sindpticas comienzan a detectarse entre las 3 y las 24 h de establecimiento de los cultivos
y 24 horas.

observar que, tanto la proteina postsindptica

como las presinapticas SYP vy

(Figura 16).
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Conocida la expresion de las distintas proteinas sinapticas analizadas por medio de
Western blot, se realizaron experimentos de dobles inmunomarcajes para investigar la
localizacion de estas proteinas en los cultivos primarios de neuronas corticales de ratén. Para
ello, hemos analizado tanto la distribucion de proteinas presinapticas (Figura 17 A-B) como
postsinapticas (Figura 17 C). Asi, comprobamos que la proteina SYP estd presente a 1DIC de
realizar el cultivo, aunque su mayor expresién se produce partir de los 5DIC, momento en el
gue pasa de un marcaje punteado e inespecifico en el soma, a un marcaje punteado e intenso
por toda la neurona (Figura 17 A). La proteina presinaptica Sinapsina, que esta descrita como
una de las encargadas de la liberacién de vesiculas sindpticas, en los cultivos primarios que
hemos establecido aparece desde 1DIC de cultivo y se distribuye por toda la neurona,
modulandose su expresion con el paso del tiempo y colocalizando con CRB2 en estadios mas
avanzados (Figura 17 B). El marcaje para la proteina postsindptica PSD95, también empieza a
ser detectado a 1DIC de establecer el cultivo, observandose una intensidad de marcaje mayor
qgue en el caso de SYP. Es a partir de 5DIC cuando el marcaje obtenido tanto para SYP como
PSD95 es mucho mas definido y concreto por toda la neurona, existiendo puntos de
colocalizacion con CRB2 tanto para SYP como para PSD95 (Figura 17 A y C). El marcaje
observado en todas las dobles inmunofluorescencias realizadas demuestra una distribucidn

punteada por toda la neurona, tanto en soma como en sus prolongaciones.

CRB2/5S

CRB2 /Sinz

CRB2 / P

Figura 17. Andlisis de la expresion temporal de CRB2 y distintos marcadores sindpticos en cultivos de neuronas
corticales de raton control. Imdgenes de microscopia Idser confocal que muestran el marcaje por
inmunofluorescencia para distintas proteinas presindpticas, Sinaptofisina o SYP (A) y Sinapsina (B) y postsindpticas,
PSD95 (C) a distintos tiempos de cultivos. Barra de escala: 50 um.
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Por tanto, estos experimentos de doble marcaje han permitido comprobar que estos
cultivos neuronales expresan proteinas presinapticas y postsinapticas esenciales para el
establecimiento de conexiones neuronales, es decir, para su funcionalidad, lo que demuestra

la viabilidad de los cultivos.

Conocida la temporalidad en la expresion de las distintas proteinas del complejo de
polaridad apical mediante los experimentos de Western blot, quisimos identificar por medio
de inmunofluorescencia la presencia de varios componentes del complejo Crb, como CRB2,
Pals1 y MPP4; del complejo Par, como Par6; y del complejo de polaridad basal Scrib, como la
misma proteina SCRIB, a 10DIC (Figura 18), periodo en el que todas estas proteinas se expresan
por Western blot en neuronas (Figura 15 y Figura 16). También analizamos la expresion de
diversas proteinas del transporte vesicular por exocitosis, como Rab8A y por endocitosis, como
VPS35 (Figura 18). El doble marcaje CRB2/SCRIB pone de manifiesto que no existe
colocalizacion entre ambas en las neuronas en cultivo, observandose que ambas presentan un
patron de marcaje muy similar, punteado y distribuido por toda la neurona, tanto en el soma
como en las proyecciones (Figura 18 A). Este resultado concuerda con las funciones que éstas
realizan in vivo, ya que la proteina SCRIB es uno de los elementos esenciales del complejo de
polaridad basal Scrib, mientras que CRB2, que pertenece al complejo Crb, esta involucrada en
el establecimiento de la polaridad apical. También se ha analizado la localizacién de otras
proteinas del complejo de polaridad Par (Figura 18 B) y del complejo Crb, tales como Palsly
MPP4 (Figura 18 C-D). Los dobles marcajes ponen de manifiesto la colocalizacidn entre Par6,
Palsl y MPP4 con CRB2 (puntas de flecha blancas), aunque es de destacar la diferencia de
marcaje observada entre estas proteinas. El marcaje para Par6 es un marcaje punteado que se
distribuye tanto en soma como en proyecciones (Figura 18 B) donde se observa una
colocalizacion parcial con CRB2 (puntas de flecha blancas), aunque existen perfiles
independientes para ambos marcajes (puntas de flecha amarillas). El marcaje detectado para
Palsl también esta presente en el soma, pero es en las proyecciones neuronales donde se
puede observar una deteccion mas especifica y selectiva (Figura 18 C). El marcaje hallado para
la proteina MPP4, comparandolo con el otro componente del complejo Crb, Pals1, es un
marcaje mucho mas punteado presente en las proyecciones neuronales, pero sobre todo en el
soma neuronal (Figura 18 D), donde se observa una colocalizacion parcial con CRB2 (puntas de
flecha bancas) y puntos independientes de ambas proteinas (puntas de flecha amarillas). Por
ultimo, el analisis de la localizacion de CRB2 vy distintas proteinas encargadas del trafico

vesicular muestra que existe una colocalizacion parcial entre CRB2 y el componente de la via
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Figura 18. Estudio de la localizacion de CRB2 y distintas proteinas de complejos de polaridad y proteinas encargadas
del trdfico vesicular en cultivos de neuronas corticales de ratén control a 10DIC. Imdgenes de microscopia Idser
confocal que muestran el marcaje por inmunofluorescencia para la proteina del complejo de polaridad basal Scrib,
SCRIB (A, en verde) que no colocaliza con CRB2 (en rojo). La proteina del complejo de polaridad Par, Par6 (B, en
verde), y del complejo Crb, Pals1 (C en verde) y MPP4 (D en verde) colocalizan con CRB2. CRB2 colocaliza parcialmente
con la proteina VPS35 (componente del retromero, via endocitica) (E) mientras que con la proteina de la via exocitica
Rab8A (F) presenta una colocalizacion casi completa. Puntas de flecha blancas: puntos de colocalizacién. Puntas de
flecha amarillas: puntos de marcaje independientes. Barra de escala 50 um.

endocitica VPS35 (puntas de flecha blancas en Figura 18 E) y una colocalizacién casi completa
entre CRB2 y Rab8A (puntas de flecha blancas en Figura 18 F) componente de la via exocitica;
observandose del mismo modo que habiamos visto en los experimentos in vivo, perfiles
independientes entre CRB2 y las proteinas de trafico vesiculas VPS35 y Rab8A (puntas de flecha

amarillas Figura 18 E-F).

Estos resultados nos permiten concluir que al igual que lo que ocurre en células
epiteliales, CRB2 se expresa en conjunto con otros elementos de los complejos de polaridad
apical también en neuronas, al colocalizar con diversas proteinas relacionadas con éste, y no
con las del complejo basal. Del mismo modo, y tal y como hemos observado in vivo, CRB2 esta
relacionada con elementos de las dos principales vias de transporte vesicular: endocitica y

exocitica.

4.3. CRB2 en cultivo de neuronas de hipocampo

Para comprobar si el patron de expresion temporal de proteinas es el mismo en los dos

tipos de cultivos neurales que hemos establecido, se realizd este mismo estudio en cultivos
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Figura 19. Expresion de proteinas neuronales, de uniones celulares y vesiculas en
cultivos de neuronas hipocampales de animales control. Western blot de lisados
tiempos de cultivo, proteicos a distintos dias de cultivos neuronales primarios de hipocampo. CRB2 se
detecta entre las 6 horas y 2DICy el resto de proteinas analizadas mantienen la misma
observando que la expresion temporal que lo observado en cultivos neuronales corticales.

obtenidos a distintos

proteina CRB2 empieza a detectarse entre las 6 horas y los 2DIC (Figura 19), bastante antes
que en el caso de neuronas corticales (Figura 15). El resto de proteinas analizadas presentan
un patrén temporal de expresidn bastante similar con respecto a los resultados obtenidos en
los cultivos de neuronas corticales. Es de destacar que en el caso de la proteina Par3, sélo se

ha detectado la isoforma de peso molecular intermedio (180 kDa).

De este modo, podemos concluir que al menos en neuronas de hipocampo in vitro, la

proteina CRB2 empieza a expresarse antes que en los cultivos corticales.

4.4. CRB2 presenta una expresidon temprana en el mutante CRB1"®
Para investigar si, del mismo modo que se detectd un incremento en la expresion de
CRB2 en areas encefalicas del genotipo mutante

CRB1" tales como la corteza cerebral debido a

defectos en la expresion de CRB1, sucede algo

Palsl—| B e ‘

similar en los cultivos, quisimos analizar la

MPP4 — |

expresion de CRB2 en cultivos neuronales

DCX — | e '
obtenidos del modelo mutante CRB1"%.
Claudina 1 —| - e oW ‘
VPS35 — | 2 2= ¥ | Para ello, se analizaron por Western blot lisados
Rab8A — | D5 ‘ proteicos obtenidos a distintos tiempos de cultivo
B. actina — | g —gp— ‘ (Figura 20) y se estudié la distribucion de CRB2

Figura 20. Caracterizacion de la expresion de Mediante experimentos de inmunofluorescencia

proteinas del complejo de polaridad apical,
neuronales y de vesiculas en cultivo de neuronas
corticales de animales mutantes CRB1%. Western
blot de lisados proteicos a distintos dias de cultivos Los andlisis de Western blot con los que
primarios de neuronas. CRB2 comienza su expresion

desde 1DIC-2DIC. La proteina Palsl empieza a hemos analizado el patrén de expresion temporal
expresarse entre 3DICy 4DIC, mientras que MPP4 es

detectada desde el principio del cultivo. Las de distintas proteinas de los complejos de

proteinas DCX y Claudinal son detectadas a 3DIC. . .
VPS35 es detectada a 2DICy Rab8A a partir de 4DIC. polaridad y vesiculares muestran que en el caso

(Figura 21).
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de los cultivos primarios corticales de ratén mutante CRB1™® (Figura 20), la proteina CRB2
empieza a detectarse entre 1DICy 2DIC, aumentando su expresidn con el paso del tiempo. Este
resultado muestra que en las neuronas corticales del modelo mutante para CRB1, la proteina
CRB2 adelanta su expresidn en comparacion con lo observado en las neuronas obtenidas del
animal control (Figura 15). Por su parte, algunas proteinas del complejo Crb, como Palsl y
MPP4 empiezan a detectarse a partir de 3DICy 1DIC respectivamente, observandose por tanto,
un retraso en la expresién de Palsl en comparacidn con los cultivos primarios de neuronas
corticales del modelo control (Figura 15). El marcador de microtibulos de precursores neurales
DCX, empieza a detectarse a 2DIC, experimentando un incremento a 5DIC que permanece
constante en el tiempo (Figura 20). La proteina de uniones ocluyentes Claudinal, empieza a
ser detectada a 3DIC y sus niveles de expresion perduran con el paso del tiempo (Figura 20).
Con respecto a las proteinas relacionadas con el transporte de vesiculas, VPS35 empieza a

detectarse entre 1y 2DIC, mientras que Rab8A se detecta a 4DIC.

.
/ MRP4

LPSD95 e : d; - / Rab8A

Figura 21. Localizaciéon de CRB2 y distintas proteinas neuronales, del complejo de polaridad apical, sindpticas y
encargadas del trdfico vesicular en cultivo de neuronas corticales del genotipo mutante Crb1 a 10DIC. Imdgenes
de microscopia Idser confocal de doble inmunofluorescencia para CRB2 y diversos marcadores. A, Tuj1 (verde) y CRB2
(rojo), colocalizan en las neuronas en cultivo. By C, las proteinas del complejo Crb, MPP4 (verde en B) y Pals1 (verde
en C) colocalizan con CRB2 (rojo en By C). D y E, tanto la proteina sindptica SYP (verde en D) como postsindptica
(verde en E) colocalizan con CRB2 (rojoen Dy E). Fy G, CRB2 (rojo en Fy G) colocaliza parcialmente con la proteina
VPS35 (verde en F), mientras que con la proteina de la via exocitica Rab8A (verde en G) presenta una colocalizacion
completa. Barra de escala 50 um.
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Los experimentos de dobles inmunohistoquimicas a 10DIC de cultivos de neuronas
primarias corticales de ratén mutante CRB1® (Figura 21) ponen de manifiesto que, al igual que
sucedia con la expresién de la proteina CRB2 en cultivos de animales control y como era de
esperar, CRB2 se expresa en neuronas también en el genotipo mutante al colocalizar en células
marcadas con Tujl (Figura 21 A); constituye parte del complejo de polaridad Crb al colocalizar
con las proteinas MPP4 (Figura 21 B) y Pals1 (Figura 21 C); existe colocalizacién entre CRB2 y
las proteinas sinapticas SYP (Figura 21 D) y PSD95 (Figura 21 E); y hay también colocalizacion
entre VPS35 (Figura 21 F) y Rab8A (Figura 21 G).

De este modo, y en comparacion con los resultados obtenidos en los cultivos del
genotipo control, parece que en las neuronas corticales de los animales mutantes para CRB1,
CRB2 comienza su expresidn casi desde el primer momento de establecerse el cultivo. Por el
contrario, al comparar la expresién de la proteina del complejo Crb, Palsl, se observa un

retraso en relacion con los cultivos control, igual que ocurre con las proteinas DCX y Claudinal.
5. CRB2 y silenciamiento

Para investigar las funciones de CRB2 durante el desarrollo de las neuronas en cultivo
se procedid al silenciamiento especifico de la expresidon de la proteina CRB2 en los cultivos
primarios de neuronas obtenidas de corteza cerebral de animales control mediante el empleo
de particulas lentivirales conteniendo las secuencias de silenciamiento seleccionadas e
indicadas en el apartado de materiales y métodos. Tras realizar diversos experimentos en los
que se afiadidé a los cultivos las particulas lentivirales a distintos tiempos con el fin de
seleccionar el momento dptimo de adicidn e incubacion de los lentivirus para conseguir
cambios a nivel de expresion proteica de CRB2 adecuados, se determind que este periodo
Optimo es a 25 DIC (Figura 22). Siguiendo el protocolo indicado en el apartado de material y
métodos, los cultivos se trataron de forma independiente con lentivirus con tres secuencias de
shARN (ARN de horquilla pequefia) distintas (sh2-sh4) para el silenciamiento de CRB2 y una
control shCTR y se recogieron muestras de lisados proteicos a 25DIC para su anadlisis mediante
Western blot. Los resultados muestran una disminucion significativa (p-valor =0,014; n = 4) de
los niveles de la proteina CRB2 con la secuencia sh4 en relacién con los controles (Figura 22 A).
Por tanto, a pesar de que todas secuencias elegidas estaban disefiadas para el reconocimiento
de la secuencia del mensajero de CRB2, solo una de ellas, la secuencia denominada sh4, ha

demostrado ser eficaz para su silenciamiento con respecto a los niveles de CRB2 control en
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cultivos neuronales, y debido a este resultado, esta secuencia es la que se empled en el resto

de los experimentos mostrados en esta Tesis Doctoral.

Uno de los experimentos realizados para comprobar los efectos de la disminucién de
CRB2 en las neuronas fue analizar los niveles de expresién de distintas proteinas relacionadas
con esta proteina y con la adquisicidn de polaridad y adhesién celular, como B-Catenina (Figura
22 A), CRB3, Pals1l, MPP4 (Figura 22 B) o con distintas funciones neuronales como NeuroD1,
PSD95, SYP, VPS35 o Rab8A (Figura 22 C). Asi, hemos comprobado que solo se producen
cambios importantes en los niveles de expresidn de la proteina Palsl, ya que se ha obtenido
una disminucion significativa de su expresion en comparacion con el experimento control (p-
valor = 0,026; n = 4) (Figura 22 B). La cuantificacion del resto de las proteinas analizadas no ha
mostrado diferencias significativas en la expresion proteica entre los cultivos silenciados y los
controles, aunque es de destacar una aparente disminucidén en los niveles proteicos de B-

Catenina y MPP4 (Figura 22 C).
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Figura 22. Caracterizacion del efecto del silenciamiento de CRB2 con particulas lentivirales en cultivo de neuronas
corticales del raton control. A: Western blot de lisados proteicos a 25DIC de cultivos de neuronas corticales de raton
control para comprobar la efectividad del silenciamiento de CRB2 de las distintas secuencias utilizadas. La secuencia
sh4 muestra una disminucion significativa de los niveles de la proteina CRB2 en comparacion con el control (p-valor
= 0,014). B: Estudio de los niveles de expresion de distintas proteinas del complejo de polaridad Crb y proteinas
sindpticas. Los niveles de Pals1 muestran una disminucion significativa (p-valor = 0,026) respecto a los niveles
control. C: Cuantificacion de los niveles de proteinas relacionadas con las uniones, las sinapsis y funciones neuronales
analizadas en las que en ningun caso se han observado diferencias estadisticas entre los cultivos silenciados para
CRB2 y los controles. Se usé [f-actina (42 kDa) como control de carga. Los datos se representas como media + s.e.m.
Informacion estadistica: Se ha utilizado el test de Kolmogorov Smirnov para el andlisis de la normalidad de las
muestras. En todos los casos la comparativa de los dos grupos experimentales se ha realizado mediante el test T de
Student (n = 4). Un asterisco indica la presencia de diferencias estadisticas y dos asteriscos indican la presencia de
diferencias altamente significativas.

Para analizar el efecto del silenciamiento de CRB2 en las neuronas en cultivo también se

realizaron experimentos mediante técnicas de inmunofluorescencia en cultivos de neuronas
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corticales de ratdn control con silenciamiento para CRB2 y controles (Figura 23). En primer
lugar realizamos un andlisis de la cantidad de expresiéon de la proteina CRB2 mediante
inmunofluorescencia en tres cultivos diferentes infectados con la secuencia control (Figura 23
A) y la secuencia sh4 (Figura 23 B). Para ello se obtuvieron 5 imagenes aleatorias de cada
experimento y se cuantificd el nimero de neuronas CRB2 positivas, es decir, neuronas
expresando la proteina CRB2. Asi, observamos una disminucidn significativa (p-valor = 0,01; n
= 3) del nimero de neuronas CRB2 positivas al comparar los cultivos infectados con la
secuencia sh4 respecto a los controles (Figura 23 C). A modo de control también se realizaron
experimentos empleando la secuencia sh2 (que en los resultados por Western blot no mostré
una reduccidn efectiva de los niveles de CRB2), observandose que no existen diferencias
significativas en el nimero de células positivas para CRB2 al compararse con el control (Figura
23 C). Es de destacar la presencia de marcaje para CRB2 en neuronas infectadas con las
secuencias de silenciamiento (en verde), evidenciando que no se produce un silenciamiento

total de la expresion de la proteina CRB2 en cultivo. Al comparar las neuronas infectadas con
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Figura 23. Caracterizacion del efecto del silenciamiento de la proteina CRB2 mediante particulas lentivirales en
cultivos de neuronas corticales de raton control. A, B: Imdgenes de dobles inmunofluorescencia para CRB2 (rojo) y
GFP (verde, células infectadas) de cultivos de neuronas corticales de raton control a 25DIC infectados con la
secuencia control (A) y la secuencia sh4 (B). C: Cuantificacion del numero de neuronas positivas para CRB2 en los
cultivos silenciados para CRB2 (sh4) y control mostrando una disminucion significativa de células expresando CRB2
en los cultivos infectados con sh4 (C). D: Cuantificacion del numero de proyecciones emitidas por neuronas CRB2
positivas en los cultivos silenciados para CRB2 y control, que no muestra diferencias significativas entre ambos. E:
Cuantificacion de la longitud de las proyecciones neurales en los cultivos silenciados para CRB2 y control, mostrando
que las células infectadas con sh4 muestran proyecciones mds cortas que las de los cultivos control. Los datos se
representan como media + s.e.m. Informacion estadistica: Se ha utilizado el test de Kolmogorov Smirnov para el
andlisis de la normalidad de las muestras. En todos los casos la comparativa de los dos grupos experimentales se ha
realizado por medio del test T de Student (n = 3). Barra de escala 100 um. Un asterisco indica la presencia de
diferencias estadisticas y dos asteriscos indican diferencias altamente significativas.
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la secuencia control y la secuencia sh4, se detecté que las infectadas con la secuencia sh4
presentaban una morfologia diferente a las neuronas control, ya que mostraban una estructura
mas irregular, con mayor nimero de proyecciones, aunque mas cortas que las que presentaban
las neuronas control. Con la finalidad de comprobar estas diferencias cualitativas de una forma
cuantitativa, se midid el numero de proyecciones que emiten las neuronas CRB2 positivas en
los cultivos control y los infectados con la secuencia sh4 (Figura 23 A). Los resultados muestran
gue no existen diferencias significativas en cuanto al nimero de proyecciones entre las
neuronas control y las neuronas infectadas con la secuencia sh4 (Figura 23 D). Al analizar la
longitud de las proyecciones neuronales se comprobd que en este caso, si existe una
disminucién altamente significativa (p-valor = 0,001; n = 3) en la longitud de las proyecciones

de las neuronas infectadas con la secuencia sh4 (Figura 23 E).

Por ultimo, para comprobar si el silenciamiento de CRB2 produce un aumento en la muerte
celular en los cultivos neuronales, se analizaron los nucleos de las neuronas infectadas con las
secuencias control y sh4 (Figura 24). Para ello, hemos cuantificado el nimero de nucleos con
morfologia tipicamente apoptética (Figura 24). Hemos considerado como un nucleo normal
aquel que presenta una morfologia homogénea, redondeada, y con un marcaje uniforme con
DAPI. Por otro lado, hemos considerado un nuicleo apoptdtico aquel que presenta un tamafio
mas pequefo (tamafio maximo 9,5 um), mostrando mucha intensidad de marcaje para DAPI o
cuando se encuentra fragmentado en varias partes. Asi, hemos detectado un aumento
significativo (p-valor = 0,039; n = 3) del nimero de nucleos apoptéticos al comparar las neuronas

infectadas con la secuencia de silenciamiento sh4 y la secuencia control (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis de apoptosis en cultivo de neuronas corticales de raton control silenciadas para la proteina CRB2.
A: Inmunofluorescencia para DAPI en neuronas corticales silenciadas para CRB2 y control a 25DIC, mostrando las
diferencias morfoldgicas entre los nucleos normales y apoptdticos. B: En los cultivos silenciados para CRB2 se
aprecia un aumento significativo en el nimero de nucleos apoptéticos. Los datos se representan como media +
s.e.m. Informacion estadistica: Se ha utilizado el test de Kolmogorov Smirnov para el andlisis de la normalidad de
las muestras. En todos los casos la comparativa de los dos grupos experimentales se ha realizado por medio del
test T de Student (n = 3). Barra de escala 25 um. Un asterisco indica la presencia de diferencias estadisticas.
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Con respecto al tercer objetivo propuesto en la presente Tesis Doctoral, podemos
concluir que CRB2 se expresa Unicamente en neuronas donde colocaliza con proteinas del
complejo de polaridad apical, proteinas sindpticas y algunas proteinas relacionas tanto con la
via exocitica como endocitica del transporte de vesiculas. CRB2 comienza a expresarse a 3DIC,
siendo la ultima de los complejos de polaridad apical Crb y Par que aparece. Su deplecién en
cultivos primarios de neuronas corticales produce una disminucién significativa en los niveles
de Palsl y alteraciones estructurales caracterizadas por la disminucién del tamafio de las

proyecciones emitidas por las neuronas y un aumento de la apoptosis neuronal.

6. Analisis de la expresion de CRB2 en muestras humanas

6.1. CRB2y enfermedad de Alzheimer

Estudios en Drosophila han demostrado que Crb realiza un importante papel
modulando la actividad de y-secretasa . La y-
secretasa es una proteasa que procesa la escisidn de la proteina precursora de amiloide o APP
a distintos niveles, formando péptidos de 3-amiloide (AB), que participan en la formacién de
placas seniles detectadas en la patologia de Alzheimer

. En trabajos con células epiteliales humanas y de neuroblastoma se postulé a CRB2
como modulador negativo de y-secretasa sugiriendo que defectos en esta proteina
transmembranaria podria promover el desarrollo de patologias neurodegenerativas como la

enfermedad de Alzheimer

Por todo ello, y para explorar la hipétesis formulada en trabajos previos, hemos querido
comprobar si los niveles de la proteina CRB2 en cerebro humano difieren en pacientes control y
pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) (Figura 25). Para ello, trabajamos con lisados
proteicos de muestras de corteza frontal e hipocampo de pacientes humanos que han sido
amablemente cedidas por el Dr. Eugenio Santos de Dios, del Centro de Investigacion del Cancer.
Como se ha indicado previamente, los experimentos de Western blot demostraron que el
anticuerpo disefiado por nuestro grupo de trabajo reconoce especificamente la proteina CRB2
humana (Figura 1 B). Por tanto, mediante Western blot analizamos la presencia de la proteina
CRB2 en cerebro humano control y patoldgico (Figura 25 A) y los resultados mostraron que en
pacientes con EA, hay una disminucidn altamente significativa de los niveles de la proteina CRB2
al menos en corteza frontal (p-valor = 0,010; pacientes control n = 3; paciente con EA n = 6)
(Figura 25 B). En el caso del hipocampo, también se aprecia una expresion reducida en la cantidad

de CRB2 en las muestras de pacientes con EA, que podria suponer una tendencia en la
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disminucién de estos niveles, pero no se encontraron diferencias significativas (Figura 25 C) con

este nUmero de muestras analizadas (pacientes control n = 4; pacientes con EA n = 4).

Para investigar la distribucion y localizacién de CRB2 en cerebro humano se realizaron
tinciones inmunohistoquimicas para CRB2 en secciones de corteza frontal humana, tanto de
pacientes control como de pacientes con EA. Las muestras control fueron cedidas por el Banco
Nacional de tejidos (CIEN) y las muestras de pacientes con EA por el Banco de Tejidos del
Instituto de Neurociencias de Castilla y Ledn (BTN-INCYL). Tras la tincién inmunohistoquimica
para CRB2 se cuantificé el nUumero de neuronas positivas para CRB2 en un paciente control
(puntas de flecha en Figura 25 D) y para dos pacientes con EA (puntas de flecha en Figura 25
E). Estos resultados mostraron que hay un menor nimero de neuronas positivas para CRB2 en
la corteza de pacientes con EA respecto a la corteza control y que esta diferencia es significativa
(Figura 25 F). Ademas, no solo eso, sino que en pacientes con EA, las neuronas marcadas para
CRB2 se agrupan principalmente formando densificaciones (puntas de flecha verdes en Figura

25 E). Para analizar estas dreas de enriquecimiento de CRB2 y conociendo que uno de los signos
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Figura 25. Estudio y cuantificacion de los niveles y distribucion de la proteina CRB2 en muestras de pacientes control
y con enfermedad de Alzheimer. A: Western blot de los niveles de la proteina CRB2 en corteza frontal (Cx Fr) e
hipocampo (Hc) en pacientes control (CTR) y con enfermedad de Alzheimer (EA). B: Cuantificacion de los niveles de
CRB2 en Cx Fr mostrando una disminucion significativa en las muestras de EA. C: Cuantificacion de los niveles de
CRB2 en Hc donde no hay diferencias entre los grupos. D-E: Andlisis inmunohistoquimico de secciones de corteza
frontal de paciente control (D) y paciente con EA (E) mostrando acumulos de marcaje para CRB2 en E. F:
Cuantificacion del nimero de neuronas positivas para CRB2, mostrando una disminucion del numero de neuronas
CRB2 positivas en pacientes con EA. G: Tincién para Rojo Congo e inmunomarcaje para CRB2 en pacientes con EA
mostrando que los acumulos de marcaje para CRB2 se produce en las placas de amiloide tefiidas con Rojo Congo. Se
usé p-actina (42 kDa) como control de carga. Los datos se representan como media + s.e.m. Informacidn estadistica:
Se ha utilizado el test de Kolmogorov Smirnov para el andlisis de la normalidad de las muestras. En todos los casos
la comparativa de los dos grupos experimentales se ha realizado por medio del test T de Student. Barra de escala
100 um (D-E), 50 um (G). Un asterisco indica la presencia de diferencias estadisticas. Dos asteriscos indican la
presencia de diferencias altamente significativas.
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patoldgicos mas conocidos de los pacientes con EA es que en ciertas regiones encefdlicas, como
en la corteza frontal, se generan las conocidas placas de B-amiloide, nos propusimos analizar
la distribucidn de estas placas en las muestras disponibles mediante la técnica del marcaje de
Rojo Congo, que es especifico para la identificacion de los acimulos de B-amiloide, estructuras
que adquieren una tonalidad naranja rojiza al depositarse entre sus fibras el colorante. La doble
tincién de Rojo Congo con la inmunohistoquimica para CRB2 nos permitié comprobar que las
estructuras mas densas observadas como consecuencia del acimulo de marcaje para CRB2,
son efectivamente placas de -amiloide, al tefiirse de un color rojizo con este método (Figura

25 G).

Podemos concluir con el cuarto objetivo del presente trabajo, que CRB2 esta presente
tanto en corteza frontal como en hipocampo humano y los niveles de la proteina se encuentran
disminuidos en corteza de pacientes con EA donde se han observado acimulos de CRB2 en

estructuras densas identificadas como placas de amiloide, caracteristicas de esta patologia.

6.2._ CRB2 y degeneracion de retina
Como se ha descrito en la introduccidn, se conoce que mutaciones en el gen CRB1
producen degeneraciones retinianas como la Amaurosis Congénita de Leber y la retinosis
pigmentaria . En ratén se
ha comprobado que mutaciones en CRB2 ocasiona alteraciones que simulan las producidas en
CRB1 y desencadenante de la retinopatias , pero en humanos, estas
mutaciones de CRB2 no presentan evidencias alélicas que demuestren estas patologias
. La proteina CRB2 presenta una alta tasa de polimorfismo comparada
con CRB1, por lo que no se puede descartar que cualquier variacion alélica de la proteina o
algun polimorfismo pudiera desencadenar retinopatias humanas
. Estudios previos en nuestro laboratorio, en los que se identificd por primera vez la
proteina CRB2 en epitelio pigmentario de la retina sugieren un importante papel de la proteina
en el mantenimiento de la homeostasis de las células del epitelio pigmentario. Alteraciones en
estas células pueden desencadenar la muerte de los fotorreceptores y la aparicién de la
retinopatia conocida como Degeneracién Macular Asociada a la Edad (DMAE) caracterizada
por la pérdida de visidn en la zona de la macula en edades adultas que se caracteriza por la
formacién de agregados heterogéneos en la ldmina basal de las células del epitelio
pigmentario, conocidos como drusas. Ademds, uno de los componentes téxicos de esta
patologia y que se acumula en las drusas son acumulos de B-amiloide, elemento comun de esta

patologia con la enfermedad de Alzheimer y que cuya generacidon, como sugieren algunos
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autores, podria depender en ambos casos de las funciones de CRB2 (Ambati & Fowler, 2012;
Anderson et al,, 2004; Luibl et al., 2006; Zweifel et al., 2010). Por ello, en esta Tesis Doctoral
hemos querido explorar la posibilidad de que mutaciones o polimorfismos relacionados con el
gen CRB2 fueran causantes de alguna variante de este trastorno (Figura 26).

Grupo paciente

Tipo de Herencia | Grupo control DMAE

Odd ratio p-valor

c/C 41 (46 %) 37 (42 %) 1 0,504
c/G 35(39,8 %) 40 (45 %) 1,018 (0,432 - 2,398)
G/G 12 (13,6 %) 11°(12,5 %) 2,59 (0,641 -10,489)

c/C 41 (46 %) 37 (42 %) 1 0415

C/G-G/G 47 (53,4 %) 51 (57,5 %) 1,153 (0,494 - 2,694)

G/G-G/C 76 (85,5 %) 77 (87 %) 1 0,299
G/G 12 (13,6%) 11 (12,5%) 0,600 (0,070 - 5,164)

Figura 26. Distribucion genotipica del polimorfismo rs1105222 en el gen CRB2 en grupos control y con DMAE. Estudio
de la distribucidn genotipica del Polimorfismo de un Unico Nucledtido (SNP) de un cambio de una C por una G por
medio de la sonda rs1105222 en el que no se observa diferencias entre ambos grupos poblacionales. Informacion
estadistica: Se ha utilizado el andlisis de Chi-Cuadrado (x2) para el estudio de las diferencias genotipicas y alélicas
entre ambos grupos poblacionales. Se ha calculado el factor de riesgo u Odd ratio.

Se define como polimorfismo a dos o mdas formas alternativas de un gen en una
poblacién, de modo que la variante menos frecuente no puede ser explicada por medio de una
mutacion patogénica al estar presente con al menos una incidencia del 1 % en la poblacién de
estudio. Existen distintos tipos de polimorfismos ya que pueden afectar a un nimero variable
de bases, aunque lo mas normal es que afecten a un cambio de un nucledtido en la secuencia
de ADN, conocido como Polimorfismos de un Unico Nucleétido (SNP). En el presente trabajo
se ha procedido a estudiar el SNP rs1105222 que consiste en una sustitucién de una citosina
por una guanina, produciendo un cambio en el codén 932 del ARN mensajero de la parte
extracelular de la proteina, que produce un cambio de una alanina (GCC) por una glicina (GGC)
en la posicién 94 de la proteina (NCEI, 2018), en poblaciones control y con Degeneracion

Macular Asociada a la Edad (DMAE).
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Para este analisis preliminar hemos trabajado con un total de 89 muestras de ADN
tanto de pacientes control como de pacientes con DMAE, que han sido amablemente cedidas

por el Dr. Rogelio Gonzdlez Sarmiento del Dpto. de Medicina de la Universidad de Salamanca.

El analisis comparativo realizado sobre la distribucidn alélica y genotipica de este
polimorfismo entre los dos grupos poblacionales mostré que no existen diferencias
significativas entre ellos (Figura 26). Del mismo modo, ajustando el modelo de regresion al
factor de riesgo, no hemos observado diferencias significativas. Por tanto, con respecto al
quinto y ultimo objetivo de la presente Tesis Doctoral podemos concluir que el cambio de una

C por una G no produce ningun factor de riesgo o proteccion frente a la enfermedad.
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1. Expresion de CRB2 en el raton adulto.

En la presente Tesis Doctoral se ha analizado la presencia de la proteina CRB2 en
distintos tejidos y nuestros resultados demuestran por primera vez la expresion selectiva de la
proteina en determinados tejidos de origen epitelial. Del mismo modo, hemos descrito de
forma novedosa la presencia de esta proteina de polaridad en cerebro adulto murino y humano
donde podria desempenar un importante papel neuroprotector frente a patologias

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.

1.1._ Expresion de CRB2 en cerebro y derivados epiteliales

Son varios los trabajos que han demostrado la expresién del ARN mensajero para Crb

asi como la presencia de las tres proteinas CRB en distintos tejidos, también en mamiferos

. En concreto, aunque hay varios estudios que ponen de manifiesto la presencia del
mensajero para Crb2 en estos tejidos , la presencia de la proteina
CRB2 solo habia sido detectada hasta la fecha en cerebro embrionario

, en epitelio pigmentario de ratén ,enla
retina neural y en rindn
Aunque son varios los anticuerpos disponibles por distintas casas comerciales para poder
identificar la proteina CRB2, la mayoria estan dirigidos frente a la region extracelular de la
proteina y los datos inconsistentes en cuanto a la determinacion del peso molecular y
distribucién de CRB2 en diferentes tipos de muestras y tejidos pone de manifiesto la
variabilidad e ineficacia de estos marcadores, que podria ser una de las razones por las que no
existen datos constatables de la presencia de esta proteina en otros tejidos. Las pruebas
preliminares realizadas con estos anticuerpos comerciales y tejido control en nuestro
laboratorio no aportaron resultados satisfactorios. Por ello, en un trabajo previo del
laboratorio se disefiaron, generaron y caracterizaron anticuerpos dirigidos frente a una
secuencia Unica de la regidn citoplasmatica de la proteina que demostraron su efectividad para
detectar la proteina murina y humana
. Con el empleo de estos anticuerpos especificos, en la presente Tesis Doctoral
hemos podido determinar por primera vez la expresién de la proteina CRB2 (tanto mediante
Western blot como por inmunohistoquimica) y su caracterizacidn en tejidos de origen epitelial

distintos a los ya conocidos, asi como en cerebro humano y de ratén adulto.
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La técnica de Western blot ha permitido detectar en todos los tejidos y tipos celulares
que se han empleado, la presencia de una banda de 150 kDa, cercana al peso molecular
estimado de 134 kDa de la proteina CRB2 . En muchos tejidos se ha detectado
ademas una banda secundaria de aproximadamente 250 kDa. En la literatura se habia descrito
gue CRB2 presenta un peso molecular estimado de entre 100 y 220 kDa en la linea celular de
células pluripotentes de raton CGR8 y en las lineas celulares
humanas HEK293 y SH-SYS5 . Del mismo
modo, se habia identificado que la proteina CRB2 puede sufrir modificaciones
postraduccionales . Esto explicaria que en la presente Tesis Doctoral
se haya detectado que CRB2 se presenta con un peso molecular aproximado de 150 kDa en los
distintos tejidos analizados y la presencia de bandas secundarias en algunos de ellos. Seria
necesario realizar experimentos adicionales para investigar la posibilidad de que se produzcan

modificaciones postraduccionales de CRB2 en los tejidos analizados.

Los analisis realizados para establecer la presencia de CRB2 en distintos tejidos de
origen epitelial demuestran que esta proteina se expresa en intestino delgado, rifidn, testiculo,
pulmodn, vejiga y bazo, y que su peso molecular es similar al previamente establecido y descrito.
Sin embargo, cabe destacar la necesidad de realizar estudios en profundidad sobre la presencia
de posibles modificaciones postraduccionales que pueda sufrir la proteina, al tratarse de

tejidos muy diversos con funciones muy distintas.

1.1.1._ Expresion y localizacion de CRB2 en cerebro de ratén adulto.

Los resultados obtenidos mediante las técnicas de Western blot e inmunofluorescencia
en muestras de cerebro de ratén demuestran la presencia de la proteina CRB2 en este tejido. De
entre las proteinas del complejo de polaridad Crb, en cerebro de ratdn se conocia la existencia
de las proteinas Pals1 ,
pero hasta la fecha no habia datos en relacidn a la proteina CRB2, aunque si se conocia la
expresion de su mensajero en neuronas . La especificidad del
anticuerpo policlonal previamente disefiado por nuestro grupo de laboratorio

ha permitido identificar por primera vez la presencia de CRB2 en este tejido.

Los experimentos de dobles y triples inmunofluorescencias con marcadores
neuronales y gliales han permitido demostrar que en el cerebro de ratén adulto, CRB2 se
expresa exclusivamente en neuronas, en grupos de vesiculas del soma y en las proyecciones,
donde se localiza principalmente en vesiculas sinapticas. Ademads, hemos podido comprobar

que, aunque CRB2 presenta una distribucién generalizada por todo el cerebro, su presencia es
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mas evidente en dreas concretas como en corteza, hipocampo, cerebelo e hipotalamo. En la
retina se ha descrito que CRB2 es necesaria para la correcta laminaciéon de la capa de los
fotorreceptores ya que su defecto provoca una organizacion aberrante de esta zona

Las dareas cerebrales donde mayor presencia hemos observado de CRB2 se
caracterizan por una alta organizacién en capas y nucleos, y debido a las funciones descritas en
la retina, cabria esperar que pudiera estar involucrada en la organizacidn estructural y laminar
del cerebro durante el desarrollo. Sin embargo, seria necesario realizar estudios especificos de

déficit de CRB2 durante el desarrollo neural para poder explorar esta posibilidad.

La formacién de nuevas neuronas en cerebro adulto queda relegada a zonas restringidas
del cerebro de mamiferos, donde se ha estudiado mediante distintas herramientas, como la
incorporacion de bromodesoxiuridina (BdrU) durante la divisién celular, o marcadores de
distintas fases del ciclo celular, como Ki-67 o PCNA. También se ha propuesto el uso de la proteina
Doblecortina (DCX) como marcador de neurogénesis

,ya que se le supone un papel
esencial en la estabilizacion de los microtibulos durante la morfogénesis y migracion neuronal
. También en el desarrollo neuronal, tanto los procesos
de adquisicién de polaridad como los de migracion celular estan altamente regulados por la
actividad de los complejos de polaridad celular. Por ejemplo, los procesos de migraciéon celular
tanto en la neurogénesis embrionaria como en cerebro adulto dependen de la interrelacion de
varios elementos, entre los cuales se ha identificado al gen Par6 (componente del complejo de
polaridad apical Par) como uno de los componentes esenciales reguladores del proceso
. Nuestros resultados demuestran que, al menos en cerebro adulto, CRB2
se encuentra en algunas zonas neurogénicas, identificadas con el marcaje para Doblecortina
(DCX). Debido a la relacién que se ha demostrado entre las proteinas del complejo Pary las del
complejo Crb, cabe la posibilidad de que CRB2, de la misma forma que se ha demostrado para
Par6, pueda tener un papel importante en la neurogénesis adulta. Del mismo modo, los
resultados de la presencia de CRB2 en zonas neurogénicas por excelencia en cerebro adulto como
son el hipocampo y la zona subventricular evidenciarian una posible
relacién entre CRB2 y la neurogénesis adulta, aunque seria necesario experimentos concretos

gue ayuden a esclarecer esta hipotesis.

Al analizar el marcaje obtenido por medio de técnicas de inmunofluorescencia para la
proteina CRB2 en cerebro de ratén, hemos comprobado que se localiza de forma punteada

tanto en el soma neuronal como en las proyecciones celulares que emiten. La proteina CRB2,
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gue es transmembranaria, tiene como destino final la membrana plasmatica, pero al igual que
otras proteinas de membrana, no se sitta en ella de forma continuada, sino que se traslada en
la célula mediante un constante trasiego vesicular . Por ello,
consideramos que el marcaje punteado citoplasmatico que hemos encontrado en nuestros
estudios, muy probablemente se corresponderia con este marcaje vesicular y por ello
realizamos experimentos de doble marcaje con distintas proteinas involucradas en las vias de
transporte por exocitosis y endocitosis. El transporte vesicular es un elemento esencial para el
proceso de polaridad celular y otras caracteristicas importantes de las células
. Los experimentos de colocalizacién de CRB2 con las proteinas Rab y
VPS35 nos han permitido analizar con mas detalle la relacién entre esta proteina y el tréafico
vesicular. Las Rab-GTPasas son proteinas que regulan el trafico vesicular desde su formacién
hasta la membrana plasmatica, es decir via exocitica y presentan una alta expresion en
neuronas, sugiriendo un importante papel en la actividad neuronal
. Rab8 regula el
tréfico apical de novo en células epiteliales y en neuronas regula la extensién de las neuritas
por medio del trafico anterégrado ,
aunque resulta precipitado establecer una funcionalidad concreta de estas dos proteinas, ya
que Rab8A en neuronas y Rab8B en células epiteliales, aunque estan muy relacionadas entre
si, estan codificadas por genes distintos . Realizan un importante papel
en el transporte proteico a la membrana asi como en el establecimiento del citoesqueleto en
la adquisicion de la morfologia celular , siendo
importantes en el desarrollo de neuritas en células PC12 durante la maduracién neuronal
. Alteraciones en las rutas vesiculares mediadas
por Rab se han relacionado con varias patologias como inmunodeficiencias, desérdenes
neurolégicos o cancer . Se sabia que las proteinas Rab regulan directamente
el transporte de las proteinas CRB hacia la membrana plasmatica
, por lo que podrian controlar también los niveles de CRB2 y el resto de
proteinas del complejo en el dominio apical en neuronas. La colocalizacién parcial observada
en nuestros resultados entre Rab8A y CRB2 evidencia por tanto la existencia de vesiculas de
CRB2 que tras su sintesis y/o su reciclaje, viajan a la membrana mediante transporte exocitico

junto con Rab8A.

Por otro lado, el retrémero es un complejo proteico involucrado en la ruta de

endocitosis, transporte retrégrado o de reciclaje de vesiculas en algunos tipos celulares

136



Discusion

. La proteina VPS35 es uno de
los principales componentes del retrémero y que se encarga por tanto de clasificar el contenido
del sistema endocitico (como por ejemplo las proteinas transmembranarias) y recuperar parte
de estas proteinas de los endosomas a la red trans-Golgi

y al igual que sucedia con las proteinas Rab, se ha visto que alteraciones en la ruta
retromérica mediada por VPS35 estan relacionadas con enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson
En el establecimiento de la polaridad de las células epiteliales, el transporte retrégrado que
experimentan las proteinas CRB es esencial para constituir el dominio apical celular, siendo
esta via la encargada del recambio de la proteina transmembranaria por medio de VPS35, que
se sabe interactla directamente con CRB regulando sus niveles y localizacién, en definitiva,

controlando el complejo apical de polaridad

Nuestros resultados de colocalizacion entre las proteinas CRB2 y VPS35 han servido para
caracterizar la via vesicular retromérica y de renovacién de la proteina CRB2 en las neuronas y
la colocalizacién parcial observada entre ambas proteinas demuestra que hay vesiculas con

componentes del retrémetro en las que CRB2 podria ser reciclada.

Por todo ello, los resultados del estudio vesicular, tanto para muestras control como
para mutantes de CRB1, demuestran por primera vez que en cerebro de ratén adulto, CRB2
estd presente en vesiculas de las dos principales vias de transporte: endocitica y exocitica. De
modo que en neuronas, CRB2 seria transportada desde su sintesis hacia su destino final, la
membrana plasmatica, por la via exocitica identificada por Rab8A y por la via retromérica,
identificada por VPS35, encargada de su recambio. Ambas vias de transporte vesicular estan
compuestas por numerosas proteinas esenciales para el correcto funcionamiento de las
mismas, entre las que se encuentran VPS35 y Rab8A

, Y ademds en todos estos experimentos hemos encontrado marcaje para CRB2
independiente de VPS35 y/o Rab8A, por lo que seria necesario analizar otras proteinas de estas
vias de transporte para poder desentrafar el mecanismo completo de las rutas de transporte

vesicular de la proteina CRB2 en neuronas.

El andlisis de otros componentes vesiculares como proteinas sinapticas, tales como V-
Glutl, un transportador esencial en la transmisidn sinaptica
que regula el transporte vesicular

del glutamato y que se localiza de forma especifica en vesiculas
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glutamatérgicas, y nuestros resultados de colocalizacién con CRB2, demuestran que al menos
en el soma neuronal, también existe colocalizacién entre estas proteinas. Estos resultados
manifiestan por tanto la presencia de CRB2 en las mismas vesiculas que V-Glutl en la ruta
exocitica. Los estudios de colocalizacion realizados con proteinas sindpticas nos han permitido
analizar la relacién de la proteina CRB2 con los distintos elementos proteicos de los terminales
tanto pre como postsindpticos. Sinapsina y SYP, dos de las principales proteinas localizadas en
vesiculas presindpticas , estan implicadas en
distintos procesos como sinaptogénesis, plasticidad neuronal, modulacidn sindptica o
liberacion de neurotransmisores
. PSD95 es miembro de la familia de proteinas MAGUK, y el principal componente de
andamiaje en el elemento postsinaptico donde ejerce un papel clave en la respuesta sinaptica
controlando el anclaje de receptores a las espinas dendriticas, la localizacidn de canales idnicos,
asi como la interaccion entre neurotransmisores y receptores
. El andlisis de la colocalizacion de CRB2 con estas proteinas puso de
manifiesto que CRB2 solo colocaliza con las proteinas presinapticas, no asi con PSD95 y solo lo
hace en las proyecciones, en los terminales sindpticos, haciéndolo muy raramente en el soma.
Estos resultados sugieren que el marcaje vesicular observado para CRB2 en el soma de la célula
tenga como destino final el terminal presinaptico, aunque el transporte hasta estos terminales
no se realice en el mismo pool vesicular que lo hacen sinapsina y/o SYP. Sin embargo, los
analisis de colocalizacién entre CRB2 y PSD95 en los cultivos primarios de neuronas mostraron
discrepancias con los obtenidos en el cerebro adulto, ya que en cultivos neuronales si
encontramos colocalizacién parcial entre estas dos proteinas. Esta discordancia podria deberse
a la propia limitacién metodoldgica de las técnicas in vitro y la reproducibilidad de los datos in
vivo, o a que en estadios adultos se produzca una maduracién o remodelacién sinaptica

completamente diferente a la observada en el desarrollo de los cultivos neuronales primarios.

La gran variedad morfoldgica, asi como la gran complejidad de sus conexiones
sindpticas, hace que las neuronas sean un claro ejemplo de polaridad extrema que puede
adquirir una célula . En células epiteliales, la proteina
CRB2 forma parte del complejo apical gracias a la interaccién con otras proteinas que
conforman el complejo de polaridad Crb

entre las que se encuentran Pals1 o MPP4.
Palsl es miembro de la familia de proteinas MAGUK o guanilato quinasas asociadas a

membrana , que sirve de adaptador a la proteina CRB y a distintas proteinas
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de unidn para el establecimiento y mantenimiento de la polaridad celular en células epiteliales
interactuando con el dominio citoplasmdtico de
CRB1 y con CRB2 . Se ha visto que Palsl interactua con Par3
y desempefia un papel esencial regulando las células de Schwann en el proceso de
mielinizacidon de axones , que controla la
localizacion de los miembros CRB en las células de Miiller de la retina
0 cdmo la pérdida de Palsl produce fallos en la polarizacién y establecimiento de uniones
estrechas . Nuestros resultados de colocalizacién entre CRB2 y Palsl
demuestran que coinciden de manera parcial, de forma que al parecer, CRB2 también forma
parte de este complejo de polaridad apical en cerebro de ratén adulto, aunque la ausencia de
colocalizacidon completa podria evidenciar la presencia de mecanismos de transporte distintos
para ambas proteinas y su interaccién de forma independiente con otras, como se ha descrito
en la bibliografia en otros sistemas
. Ademas, esta falta de colocalizacidn total entre las dos proteinas podria
explicarse por el hecho de que Palsl no es una proteina transmembranaria, por lo que su
transporte hacia y desde la membrana plasmatica podria ser independiente del transporte
vesicular que debe experimentar la proteina CRB2. Por otro lado, algunos trabajos realizados
con embriones han mostrado que CRB2 interactua con Pals1 en el correcto desarrollo cortical
, por lo que nuestros resultados refuerzan estos datos apoyando la idea de
que CRB2 podria desempefiar un importante papel en el establecimiento de la polaridad

neuronal y la interaccion correcta con otras proteinas también en cerebro adulto.

Por ultimo, estudios de microscopia confocal demuestran que las neuronas que
presentan CRB2 también expresan calbindina, una proteina ligante de calcio que esta presente
en neuronas y que es especialmente abundante en el hipotdlamo lateral

. Diversos estudios han demostrado un aumento en los niveles de
calcio durante la seiializacién y comunicacidn neuronal en neuronas calbindina positivas,
sugiriendo un importante papel de esta molécula para tales procesos

. Sin embargo, no todas las neuronas que son positivas para calbindina lo son para
CRB2, demostrando la presencia de una subpoblacién de neuronas calbindina positivas del
hipotdlamo lateral que expresan CRB2. Ademas de con calbindina, CRB2 colocaliza
parcialmente con Palsl y VGIutl en el soma neuronal y en vesiculas presinapticas en los

terminales presinapticos. Estas observaciones junto con lo descrito en trabajos previos
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sugieren que CRB2 podria desempefar una importante funcidn en procesos de seializacidn y

comunicacion neuronal en cerebro de ratdn adulto.

1.1.2._ CRB2 en el cerebro del ratén mutante CRB1": estudio comparativo
El ratdn mutante CRB1™ presenta alteraciones en la proteina CRB1, que se manifiestan
con alteraciones retinianas caracterizadas por la desorganizacion y fragmentacion de la
membrana limitante externa en la zona nasal inferior y la formaciéon de pseudorosetas de
fotorreceptores que se hacen de mayor tamafio a medida que avanza la neurodegeneracién
. Nuestros resultados del analisis
de la expresion de la proteina CRB2 por inmunofluorescencia y técnicas de Western blot en el
cerebro de este modelo demuestran que CRB2 presenta la misma distribucién que en cerebro
del animal control, salvo en el caso de la corteza cerebral, donde hemos encontrado un

incremento significativo de su expresion.

Las proteinas CRB1 y CRB2 presentan una estructura molecular muy parecida y se sabe
gue al menos en retina, ambas se expresan en las mismas areas e incluso son redundantes en
algunos tipos celulares, como por ejemplo, en las células de Miiller, donde su presencia
coincide en la membrana limitante externa, en las zonas de unién con los fotorreceptores.
Algunos autores han postulado, aunque no se haya demostrado, que esta redundancia en
algunos tipos celulares se explicaria porque estas dos proteinas podrian estar realizando las
mismas funciones, es decir, que habria también una redundancia funcional

. El incremento en la expresiéon de CRB2 que hemos observado en corteza del ratén
mutante CRB1™® también apoyaria esta hipétesis, y podria deberse a un efecto compensatorio
como consecuencia de la pérdida funcional de la proteina CRB1, de la misma forma que se
postula podria suceder en las células de Miiller . Del mismo modo, este
efecto compensatorio explicaria que no se haya observado aumento o alteracidon en los niveles
de proteinas relacionadas con el complejo Crb, como por ejemplo Par3, B-Catenina u Ocludina.
Estudios previos de nuestro laboratorio sobre el efecto de la proteina truncada CRB1 en este
modelo mutante han demostrado que las alteraciones en la retina como consecuencia en la
modificaciéon de CRB1 producen un aumento de la expresion de GFAP y otros indicadores de
reaccion glial ya desde estadios postnatales tempranos
Los experimentos que se han realizado para comprobar si también en cerebro del modelo
mutante CRB1™® se produce un efecto de gliosis debido a la disfuncién de esta proteina
demuestran que en ningln caso existe tal mecanismo, desvinculando la posibilidad de

producirse dafio en el cerebro como consecuencia de defectos en la proteina CRB1 y aumento
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de los niveles de CRB2. Estos datos concuerdan con estudios anteriores que han mostrado
como los cambios y defectos en CRB1 conducen a retinopatias, pero en ningln caso se ha

relacionado con alteraciones cerebrales

y también apoyarian nuestra hipotesis del efecto compensatorio funcional de CRB2 en
cerebro. Por otro lado, se ha descrito que la pérdida de CRB2 durante el desarrollo embrionario
produce cambios importantes en la correcta formacion de la corteza del ratdn, caracterizados
por una disminucién en la expresién de las proteinas del complejo de polaridad Crb, Palsl y
CRB3 y proteinas de unién celular como B-Catenina . Ademas, algunos
estudios han evidenciado que la proteina B-Catenina interactda con proteinas de los complejos
de polaridad siendo esencial durante la gastrulaciéon

. Nuestros resultados han mostrado que en cerebro de ratén adulto
se produce un ligero aumento en los niveles de expresidén de la proteina B-Catenina, aunque
de forma no significativa, principalmente en corteza, que es la zona donde aumentan los
niveles de CRB2 en el modelo con defectos en CRB1. Conociendo la relacion descrita en la
bibliografia entre defectos en CRB2 y los niveles de B-Catenina , huestros
resultados reforzarian esta hipotesis de la interaccidn entre CRB2 y la regulacién de la

expresion de proteinas de las uniones adherentes.

Por lo tanto, nuestros resultados parecen confirmar por primera vez la existencia de
mecanismos compensatorios en corteza del ratén mutante CRB1™8, al aumentar los niveles de
CRB2 como consecuencia de la mutacién en la proteina CRB1. Del mismo modo, este
mecanismo compensatorio podria explicar la ausencia de cambios en los niveles de expresion
del resto de proteinas analizadas, mostrando con ello la carencia de alteraciones importantes

en el cerebro del ratén CRB1"%,
2. CRB2 en neuronas: cultivos primarios neuronales

En vista de nuestros resultados, considerando la importancia de la polaridad celular en
el desarrollo neuronal y cerebral y del papel fundamental
gue desempeniia la proteina CRB2 en el proceso de gastrulacion ,
quisimos estudiar el papel de CRB2 en la maduracién neuronal. Para ello caracterizamos la
expresion gradual de la proteina CRB2 en cultivos neuronales, junto con la de otros miembros

necesarios para la adquisicion de polaridad y funcionalidad neural; asi como los efectos del
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silenciamiento de esta proteina y en neuronas del ratén mutante CRB1, con déficits en la

expresion de CRB1.

2.1._ Formacién de los complejos de polaridad

Los estudios mediante Western blot han permitido determinar el patrén de expresién
de diversas proteinas de los complejos de polaridad apical Crb y Par durante el desarrollo y
maduracién de las neuronas en cultivo. En el establecimiento del domino apical, ademas de las
proteinas que conforman el complejo de polaridad Crb, se encuentran las proteinas Par3, Par6

y aPKC que interactuan entre ellas y componen el complejo de polaridad apical Par

. Ademads, el complejo Par se ha descrito como un regulador esencial en el
establecimiento de la polaridad axo-dendritica de las neuronas
y maduracién de las uniones ocluyentes . Entre sus
funciones se ha descrito que Par6 pone en contacto diversas proteinas como Pals1 o CRB3 con
quinasas, para el establecimiento de la polaridad celular
. Par3 puede interaccionar con otras proteinas del complejo como PatJ
y es esencial en el establecimiento de las uniones celulares durante el desarrollo del
neuroepitelio embrionario , donde se ha comprobado cdmo las distintas
proteinas de unién juegan un papel fundamental en el correcto desarrollo del neuroepitelio
Nuestros resultados en relacién con la
temporalidad de su expresién demuestran que ya esta presente en las neuronas desde el
comienzo del cultivo, adquiriendo una distribucién por el soma neuronal y proyecciones en los
cultivos mas tardios. Del mismo modo, los resultados de inmunofluorescencia en los que se
demuestra la existencia de colocalizacion parcial entre CRB2 y Par6, pondrian de manifiesto la
interaccion entre ambas proteinas como se ha demostrado que sucede con otras proteinas

CRB durante el establecimiento de la polaridad celular.

En cerebro, las proteinas MAGUK desempeiian un papel central en el establecimiento
de la sinapsis, su transmisidn y plasticidad . MPP4, al igual que Pals1, es
miembro de la familia de proteinas MAGUK y su expresion génica fue identificada por primera
vez en retina , siendo el principal drgano donde esta presente, aunque
también se ha localizado en otros, entre ellos el cerebro .En
la retina, la proteina MPP4 ha sido identificada en vesiculas presindpticas de la membrana
plexiforme externa y en la regién subapical de la membrana limitante externa, zona formada

por uniones tanto adherentes como ocluyentes entre los fotorreceptores y las células de
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Maller
. En la regién subapical de la membrana limitante externa se ha identificado que la
proteina CRB1 interactya con Palsl y del mismo
modo, se ha visto que las tres proteinas, MPP4, Pals1 y CRB1 colocalizan, por lo que parecen
realizar un papel esencial conjunto en la correcta polarizacién de los fotorreceptores
. Ademas, se ha visto que MPP4 colocaliza con distintas proteinas
presindpticas en conos y bastones, donde tendria un papel esencial en la en la organizacién del
andamiaje sindptico, asi como en la modulacion de la homeostasis sinaptica del calcio y la
transmisidn sinaptica . Nuestros resultados sobre la
temporalidad de la expresidon de las proteinas MAGUK, Palsl y MPP4, componentes del
complejo Crb en cultivos neuronales demuestran que se expresan casi desde los primeros
estadios del cultivo neuronal y de las proteinas CRB, componentes transmembranarios del
complejo Crb, es la isoforma CRB3 la que se detecta casi desde el inicio, habiendo comprobado
qgue CRB2 es la que mas tarde se expresa en este patrén de expresion de los componentes este
complejo, hecho que coincide con andlisis previos de polarizacion en el epitelio pigmentario

realizados por nuestro laboratorio

Estudios previos sobre el analisis de CRB2 en el desarrollo de precursores neurales a
partir de células madre embrionarias habian analizado la expresién temporal de varias
proteinas del complejo de polaridad apical en células pluripotentes de ratén, presentando a
CRB2 como un regulador del desarrollo de estos progenitores neurales, donde se expresa en la
zona apical de las rosetas neurales del neuroepitelio . Nuestros
resultados en este sentido resultan novedosos al ser los primeros que analizan y demuestran
la expresién temporal de las distintas proteinas que participan en el establecimiento de los
complejos de polaridad celular apical en cultivos primarios de neuronas, aportando

informacién detallada de la temporalidad en la expresion e interaccion de estas proteinas.

2.2. Relacion temporal de la expresion de proteinas neuronales, vesiculares y

de uniones celulares

El analisis temporal de la expresion de distintas proteinas neuronales, vesiculares y de
uniones celulares nos ha permitido caracterizar el modelo in vitro de desarrollo neuronal y
poderlo relacionar con los datos de expresion de las distintas proteinas de los complejos de
polaridad, a fin de poder entender con mas detalle la relacion de cada una de estas proteinas

con la diferenciacién neuronal.

143



Tesis Doctoral Jorge Fernandez Doldn

La expresion de proteinas encargadas de la diferenciaciéon neuronal como DCX, Nestina

o NeuroD1, presentaron un desfase temporal en su expresién. Estudios previos han

identificado la proteina Doblecortina (DCX) como esencial en el proceso inicial de desarrollo y

diferenciacién neuronal y hemos podido comprobar

gue es la primera en expresarse en los cultivos realizados para este trabajo, coincidiendo con

la expresidn de varios miembros del complejo Par. Por su parte, la expresién del marcador de

progenitores neurales, Nestina , que ha sido

identificado como un mediador de la reorganizacion del citoesqueleto celular

, coincide con la expresién de las proteinas CRB en los cultivos

neuronales. Por otro lado, el factor de transcripcion NeuroD1 que presenta un papel esencial
en la neurogénesis , regulando la supervivencia y desarrollo neuronal

y que en el bulbo olfativo regula el final de la diferenciacién neuronal

, coincide con la expresién temporal de CRB2 en estos cultivos. Por todo ello, y en

funcién a los resultados obtenidos, podemos concluir que Par3 es la proteina de los complejos

de polaridad analizados que comienza su expresién coincidiendo con unos estadios neuronales

indiferenciados, al coincidir con la expresién de DCX. Seguidamente, empiezan a expresarse el

resto de las proteinas del complejo de polaridad Crb, como Palsl, MPP4 y CRB3, que

probablemente intervienen en el comienzo de la maduracidn y diferenciacién neuronales, que

identificamos por el aumento de Nestina y de proteinas vesiculares, Rab8A y VPS35,

responsables de la movilizacién y reciclaje de las proteinas CRB.

Las uniones adherentes han sido identificadas como elementos indispensables tanto en

la formacién del neuroepitelio, como en la diferenciacién del mismo a neuronas

. Por otro lado, en el desarrollo epitelial embrionario, el establecimiento de las
uniones adherentes precede a las ocluyentes, identificAndose en el neuroepitelio ambos tipos
de uniones . Se ha identificado que en patologias
neurodegenerativas, se observa una disminucién de la proteina de uniones ocluyentes
Ocludina, al afectar al correcto desarrollo de la barrera hematoencefalica, sugiriendo un papel

esencial para Ocludina en el desarrollo y diferenciacién del SNC
. Con respecto a la expresion temporal de las proteinas de uniones celulares, hemos

observado que comienzan a hacerse evidentes desde los primeros estadios de diferenciacion

neuronal. En el desarrollo el SNC, el establecimiento de uniones estrechas es esencial para la
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diferenciacién neuronal , al igual que las uniones adherentes, cuyo papel
en la diferenciacion neuronal, remodelacién y plasticidad sinaptica es fundamental
. Asi, en nuestros
experimentos hemos comprobado cémo la expresion de las proteinas Par analizadas y las del
complejo Crb, como Palsl y MPP4, podrian interactuar con las proteinas de uniones
ocluyentes, Ocludina y Claudina 1, al coincidir en la temporalidad de su expresién, como se ha
demostrado en estudios previos, donde se ha visto que CRB2 controla el mantenimiento de
uniones ocluyentes del epitelio pigmentario , 0 el
complejo Pary la proteina Pals1 en la maduracidn y establecimiento de las uniones ocluyentes
. Por otro lado, la proteina MPP4 presenta un papel

esencial en el correcto establecimiento del andamiaje sinaptico de la retina
por lo que las proteinas Par analizadas, asi como Palsl y MPP4,
podrian interactuar con las proteinas sinapticas SYP, Sinapsina o PSD95, controlando con ello

la diferenciaciéon neuronal y la localizacidn y distribucién de vesiculas sinapticas.

Las cadherinas son un conjunto de proteinas adherentes entre las que se encuentra B-
catenina, esencial en el SNC, tanto en el desarrollo como en adultos, donde ha sido implicada
en la formacién de la sinapsis, encargada de la localizaciéon de vesiculas sindpticas en el
elemento presinaptico, de mecanismos de plasticidad sindptica, asi como en la interaccién con
factores secretables como Wnt y el establecimiento de la ruta candnica Wnt/B-catenina,

esencial durante el desarrollo del SNC y en cerebro adulto

. Nuestros resultados sobre la expresion de la proteina de uniones adherentes -
catenina coincide en el tiempo con la de las proteinas CRB, corroborando de nuevo los estudios
previos en los que se habia demostrado una relacidn directa entre los niveles de CRB2 y de
otras proteinas del complejo con los niveles de B-catenina . Por tanto,
nuestros resultados podrian ayudar a evidenciar una posible relacién de las CRB sobre Ila
diferenciacidon neuronal por medio del control de la expresion de la proteina B-catenina. De
este modo, el aumento en los niveles de expresion de las proteinas CRB iria acompafiado del
proceso de diferenciacion neuronal y de mecanismos celulares que aseguren la correcta
distribucién proteica en la célula, hecho que corroboraria la coincidencia en el tiempo de

expresion entre las proteinas vesiculares y las CRB.

CRB2 es la ultima proteina del complejo Crb que se expresa durante este desarrollo

neuronal, coincidiendo con la deteccién de NeuroD1, indicando el fin de la diferenciacion
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neuronal y con el momento de mayor expresion de la proteina 3-Catenina. Por ello, y en
comparacién con lo descrito en la bibliografia, en la que se muestra el papel esencial de CRB2
en la viabilidad neuronal ; del complejo Par en la maduracién neuronal

; las proteinas MAGUK Pals1y MPP4 en el establecimiento
del andamiaje sinaptico en fotorreceptores ; al establecimiento de
las uniones celulares en la diferenciacién neuronal , ¥ a los resultados
obtenidos, que ponen en relacién de manera novedosa la expresién temporal de proteinas
neuronales con las proteinas de los complejos de polaridad apical, podemos concluir que la
proteina CRB2 podria presentar un rol fundamental en el control del resto de proteinas durante
el proceso de diferenciacidon neuronal, siendo su expresion y localizacién lo que determinan las
fases finales de la diferenciacidon neuronal. Es de destacar que pese a no haber sido analizado
en el presente trabajo, el establecimiento de la polaridad celular realizada por los complejos
de polaridad Crby Par en neuronas, al igual que sucede en células epiteliales, también depende
de las funciones del tercer complejo de polaridad, complejo Scrib, encargado de la
diferenciacidon del dominio basal. El complejo de polaridad basal Scrib realizaria un papel
esencial en el proceso de diferenciacién neuronal asi como en el establecimiento del andamiaje

necesario para los procesos sinapticos

En los cultivos de células obtenidas de hipocampo control se obtuvo un patrén de
expresion muy parecido de todas las proteinas analizadas, salvo en el caso de CRB2, donde se
detectd un adelanto en el momento de su expresion. Consideramos que este desfase en el
periodo de su expresidon podria deberse a que en el cerebro, hipocampo y corteza tienen
también estadios de maduracidn diferentes, funciones diferentes y la proteina CRB2 también
podria estar realizando roles diferentes en estas dos areas del cerebro. Del mismo modo, de
las isoformas descritas para la proteina Par3, solo ha sido posible la deteccién de la isoforma
de peso molecular intermedio. Se sabe que puede haber una expresioén selectiva de tejido de
las isoformas de Par3 hecho que justificaria las diferencias en temporalizacion
de la expresion para Par3 y CRB2 observadas neuronas de hipocampo, aunque sera necesario
la realizacion de otros experimentos para comprobar si estas diferencias son debidas a las

diferencias de areas cerebrales o a que realizan funciones diferentes en estas dos areas.
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2.3._ Expresion de las proteinas de los complejos de polaridad en el ratén

mutante CRB1™8

Por medio del andlisis de la expresidon temporal de las distintas proteinas de los
complejos de polaridad, hemos podido comprobar como las alteraciones en la proteina CRB1
que presenta el ratén mutante CRB1™, ocasionan cierto retraso temporal en la expresion de
varias de las proteinas analizadas, como Claudinal, Rab8A o Palsl, lo que podria resultar en
importantes alteraciones en el desarrollo neuronal que implicaran alteraciones cerebrales. Sin
embargo, como se ha indicado previamente, en ningln caso se ha podido relacionar tal
mutacién con alteraciones en el cerebro

, hecho que podria
deberse al ligero adelanto observado en la expresién de CRB2 en los cultivos de neuronas
obtenidas del mutante CRB1™ comparandolo con los cultivos control. Asi, es posible que la
mutacién en Crb1 pueda provocar un adelanto en la expresién de CRB2 a modo de mecanismo
de compensacidén, con el fin de mantener bajo control la expresién del resto de componentes
del complejo Crb y mantener una expresién normal o al menos suficiente del resto de proteinas
analizadas, al no observarse cambios en la temporalizaciéon de su expresiéon. Sin embargo, es
necesario la realizacion de otra serie de experimentos especificos para profundizar en este

posible mecanismo compensatorio.

2.4. Consecuencias del silenciamiento in vitro de la proteina CRB2

Caracterizado el proceso de diferenciacion y la temporalizacion de la expresion de las
distintas proteinas del complejo de polaridad, nos propusimos determinar las posibles
consecuencias del silenciamiento de la proteina CRB2 durante el desarrollo de las neuronas en
cultivo. Se conoce que la proteina CRB2 es esencial para el proceso de gastrulacidon vy
modificaciones en su expresidon conlleva a alteraciones tanto del desarrollo embrionario, como
cambios en el reordenamiento del neuroepitelio, en la neurogénesis o alteraciones congénitas

neuroldgicas, como alteraciones renales en la etapa adulta

Los resultados obtenidos tras el silenciamiento in vitro de la proteina CRB2 por medio
de particulas lentivirales han demostrado que este defecto conlleva a cambios morfolégicos y
moleculares evidentes en las neuronas. Asi, la disminucidn significativa de la expresién de CRB2
comporta una disminucidn también significativa de la proteina Pals1, por lo que la pérdida de
CRB2 en neuronas produciria cambios importantes en el correcto establecimiento vy

ensamblaje del complejo de polaridad apical, ya que, como se ha descrito en trabajos previos,
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la disminucién en la expresiéon de la proteina Palsl provoca alteraciones en la polaridad
. Este mismo hecho se corroboraria al observar una tendencia a disminuir
la cantidad del resto de proteinas del complejo de polaridad Crb analizadas, como MPP4 y
CRB3. Se ha descrito la presencia del gen Mpp4 en cerebro de ratén , pero
hasta la fecha se desconocia la presencia, patron de expresién y localizacion de la proteina. En
la retina, principal 6rgano donde se ha estudiado e investigado la expresion del gen Mpp4, se
ha comprobado cémo modificaciones en sus niveles proteicos conllevan a importantes
alteraciones en la sinapsis y homeostasis de los fotorreceptores
. El gen Crb3 ha sido identificado en varios
tejidos, entre ellos el cerebro ,
aunque es en la retina y en tejidos epiteliales donde se han realizado un mayor nimero de
estudios
La proteina CRB3 se encuentra directamente relacionada con tumores; asi, la pérdida de CRB3
en cultivo de células epiteliales conlleva a un aumento de la tumorogénesis como consecuencia
de la desestabilizacidon de las uniones ocluyentes, del complejo apical, y de la inhibicién por
contacto .Los resultados obtenidos sobre el
silenciamiento in vitro de CRB2 pondrian de manifiesto como la pérdida de CRB2 y la tendencia
a disminuir los niveles del resto de proteinas del complejo Crb analizadas, podria ocasionar
alteraciones en todo el complejo de polaridad apical, no sélo en la proteina Pals1, sino también
en MPP4 o CRB3, produciendo alteraciones en el complejo apical, asi como en el correcto
establecimiento y regulacién de los procesos sindpticos. Del mismo modo, el silenciamiento de
CRB2 también produce una tendencia en la disminucién de la expresion de la proteina B-
Catenina, principal componente de la ruta candnica Wnt . Estos datos
coinciden con resultados de algun trabajo previo en los que se observaba una disminucién de

B-Catenina al disminuir la expresién del gen Crb2

El silenciamiento de CRB2 no produjo cambios significativos en los niveles de expresion
de las proteinas restantes analizadas lo que sugiere que, pese a alterar los niveles de las
proteinas de complejo de polaridad Crb, los niveles del resto de proteinas son al menos
aparentemente, normales. Si se han detectado ciertas alteraciones en los niveles de algunas
de las proteinas estudiadas, como por ejemplo, una tendencia en la disminucién de los niveles
de las proteinas Psd95 y VPS35 y en el aumento de los de SYP y Rab8A. Se sabe que en
Drosophila, la proteina VPS35 regula los niveles de CRB , hecho que podria

justificar la disminucién observada en los niveles de expresidon de esta proteina al silenciar
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CRB2; y el aumento en los niveles detectados de Rab8A podria deberse a un mecanismo
compensatorio para movilizar mayor cantidad de CRB2 a la membrana, pero serian necesarias
pruebas especificas que aclaren la naturaleza de estas tendencias, ya que en ningln caso han
resultado ser significativas. En la retina se sabe que MPP4 controla el establecimiento del
andamiaje sindptico de los fotorreceptores y que alteraciones en la sintesis de MPP4 provoca
cambios en la distribucidon de CRB1 en la membrana limitante externa ,
aunque hasta la fecha no se han relacionado mutaciones en MPP4 con una de las principales
retinopatias que si esta provocada por mutaciones en CRB1, como es la retinosis pigmentaria

. Por ello, la pérdida de sinapsis que ocasiona la retinopatia puede deberse
a alteraciones en CRB1 que por su relacidn con MPP4, bien de manera directa o indirecta
pudiera regular los procesos sinapticos. Del mismo modo, es posible que la tendencia en la
disminucién de los niveles de MPP4 observada tras el silenciamiento de CRB2 en cultivos
neuronales pudiera estar relacionado con esta hipétesis. Sin embargo, seria necesario realizar
analisis especificos con el fin de poder comprobar la relacidn entre las proteinas CRB, MPP4 y

las vesiculas sinapticas.

Los estudios de localizacion de proteinas realizados mediante andlisis de
inmunofluorescencia en las células silenciadas para CRB2 pusieron de manifiesto que su
defecto produce importantes alteraciones estructurales de los cultivos neuronales. De este
modo, hemos podido comprobar cémo al disminuir los niveles de CRB2, se observa una
disminucién en el tamafio de sus prolongaciones y una tendencia a aumentar su numero.
Estudios in vivo sobre la neurogénesis adulta del giro dentado del hipocampo demostraron que
la falta de la proteina B-Catenina produce alteraciones en la arborizacién dendritica

, de modo que los resultados obtenidos sobre el tamafio de las
proyecciones neuronales al silenciar CRB2 podrian estar relacionados con los aparentes
cambios que se observan en los niveles de B-Catenina, aunque seria necesario disefar
experimentos especificos con el fin de estudiar desde otros puntos de vista una posible relacién
de CRB2 y la ruta Wnt/B-catenina. Se sabe que todas las células del SNC sufren una transicién
epitelio-mesénquima, especialmente en el neuroepitelio donde células epiteliales con ejes de
polaridad perfectamente establecidos y comunicadas con células vecinas por uniones
celulares, pierden estas propiedades adquiriendo otras nuevas como la capacidad de migracion

. Alteraciones en este proceso, se han relacionados directamente con
diversas patologias, como por ejemplo los gliomas donde rutas de sefializacién como Wnt o

Notch se han relacionado el comienzo de la transicidn epitelio mesénquima
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. Por todo ello, y debido a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
donde se propone a CRB2 como un papel regulatorio en el establecimiento del resto de
proteinas durante la diferenciacidn neuronal, pudiendo afectar a la ruta de sefializacién Wnt/B-
catenina, y a los resultados obtenidos tras el silenciamiento de la proteina in vitro, hace
evidenciar que CRB2 pueda tener un papel importante en la regulacion de la polaridad celular
y reclutamiento de las proteinas de unién, caracteristicas esenciales durante el proceso de la

transicion epitelio-mesénquima.

Es importante destacar que, en ningln caso, tanto para los resultados obtenidos por
Western blot como para los obtenidos por inmunofluorescencia, hemos conseguido un
silenciamiento total de CRB2. Esto podria explicar el hecho de no observar cambios drasticos
en la expresién de otras proteinas relacionadas con CRB2, ya que se sabe que su déficit
completo produce efectos dramaticos en viabilidad celular

, reforzando con ello los resultados obtenidos en los
anadlisis de muerte celular por apoptosis, en los que hemos podido comprobar que el
silenciamiento de esta proteina transmembranaria conlleva a un aumento de la apoptosis
neuronal. Del mismo modo, los cambios observados en el analisis del silenciamiento de la
proteina han sido observados solo a 25DIC, sugiriendo que la proteina CRB2 podria presentar
una alta tasa de recambio (turnover), aunque esta hipdtesis no ha sido analizada o comprobada
en estudios previos donde se investiga el transporte y recambio de las proteinas CRB en otros

tejidos, sobre todo epiteliales

3. CRB2y enfermedades neurodegenerativas: enfermedad de

Alzheimer

El acimulo patoldgico de placas de B-amiloide, de ovillos neurofibrilares y la pérdida de
neuronas y sinapsis caracterizan la patologia de Alzheimer . La formacién
de las placas de B-amiloide dependen directamente del procesamiento anédmalo del precursor
APP por parte de varios complejos de proteasas transmembranarias como B y y-secretasa

. Hasta la fecha se han identificado al menos sesenta
sustratos diferentes que son proteolizados por el complejo y-secretasa, entre los que se
encuentran las proteinas APP (precursora de amiloide) y Notch
Estudios sobre el papel de la proteina Crb en el patrén de expresidn del disco marginal del ala

de Drosophila, que es dependiente de la sefializacion de Notch, han demostrado que ésta
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regula su sefializaciéon, modulando la actividad de y-secretasa, y sugiriendo un posible papel en
el desarrollo de patologias relacionadas con alteraciones de la actividad de y-secretasa, como
por ejemplo en la enfermedad de Alzheimer

Trabajos posteriores han demostrado que CRB2 interactla con y-secretasa en cultivos de
células epiteliales humanas vy lineas celulares neurales, donde se postula a CRB2 como un
regulador negativo de la proteasa . También se ha comprobado cémo la
actividad de y-secretasa se encuentra alterada en cerebro envejecido pudiendo ser la causa de
enfermedad de Alzheimer esporddica y causante asimismo de procesos neurodegenerativos
en cerebro humano . En algunos de estos trabajos, de hecho, se ha
sugerido que una posible disminuciéon de CRB2, y por tanto una desregulacién de y-secretasa

podria ser una potencial causa del desarrollo de la patologia

Basandonos en esos trabajos previos, realizamos andlisis de la expresion de la proteina
CRB2 en pacientes con enfermedad de Alzheimer y control, con la idea de comprobar la
hipdtesis de que en enfermos de Alzheimer, los niveles de CRB2 pudieran estar alterados. Los
resultados mostraron una disminucién significativa en los niveles de la proteina en corteza
frontal de pacientes diagnosticados con la patologia, datos que parecen coincidir con la idea
de que los niveles de CRB2 podrian estar relacionados con la enfermedad

. Ademas, los datos obtenidos con las tinciones de CRB2 y Rojo Congo demuestran una
alteracion en la distribucion de CRB2 en cerebros de pacientes patolédgicos, ya que esta
proteina aparece concentrada en las placas de B-amiloide de los enfermos de Alzheimer,
sugiriendo una relacién directa entre estos dos fendmenos, aunque seria necesario realizar
experimentos concretos para comprender su formacion y la posibilidad de la relacién con la
funcién de CRB2. Los experimentos de Western blot en los que se ha comparado la cantidad
de CRB2 en muestras de hipocampo de pacientes con enfermedad de Alzheimer y control,
muestran una tendencia en la disminucién de los niveles de la proteina en esta area, pero en
ningun caso se obtuvieron diferencias significativas, hecho que podria deberse a un menor
numero de muestras analizadas, por lo que seria conveniente ampliar el nimero de las
muestras con el fin de poder extraer datos mas concluyentes sobre el posible papel de CRB2

en el hipocampo de pacientes con enfermedad de Alzheimer.

Del mismo modo, en la patologia del Alzheimer se han descrito cambios morfolégicos
neuronales, asi como alteraciones en los niveles de calbindina, en neuronas de corteza y del
giro dentado del hipocampo

, areas cerebrales y poblaciones neuronales donde
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mayor presencia hemos observado de la proteina CRB2 murina, reflejando una posible relaciéon
entre la proteina y la patologia. En consecuencia, nuestros resultados demuestran por primera
vez una posible relacidn entre la proteina CRB2 y la enfermedad de Alzheimer que sugiere un
potencial papel neuroprotector de la proteina; ya que segln lo descrito en estudios previos y
nuestros resultados, la hipdtesis de su papel en cerebro es que, en situaciones no patoldgicas,
CRB2 regularia la actividad de y-secretasa, por lo que, cambios a nivel de su expresién o en la
propia proteina ocasionaria el desbloqueo de la actividad de la proteasa, pudiendo
desencadenar un aumento en la generacién de B-amiloide y por tanto, la progresion de

patologias neurodegenerativas.
4. CRB2 vy su posible relacion con retinopatias

Las patologias retinianas son un grupo de patologias neurodegenerativas con una alta

tasa de prevalencia mundial

Hasta la fecha, de entre los genes CRB, es el gen CRB1 el que se ha relacionado
directamente en humanos con la Amaurosis Congénita de Leber y la retinosis pigmentaria
. No se ha podido demostrar
la relacién entre CRB2 y ninguna retinopatia, aunque no se ha podido descartar tal hipdtesis
debido a la alta homologia con CRB1, y a la alta tasa de polimorfismos que se ha propuesto
para el gen CRB2 comparado con CRB1
. Hoy en dia aun existe entre un 30 y el 50 % de esto casos de retinopatias en los cuales
se desconoce su causa genética
, quedando por ello un porcentaje muy elevado de genes
desconocidos que estarian implicados en el desarrollo de la patologia, donde quizas, podrian
encontrarse el resto de los genes CRB. Del mismo modo, se ha sugerido que debido a la
presencia de la proteina CRB2 en otros tejidos, su alteracién en humanos podria encontrarse
relacionada con patologias con fenotipos clinicos mucho mas complejos, como son los
sindromes cerebrooculorenales, proponiendo al gen CRB2 como uno de los responsables del

sindrome de Joubert, Dekabam-Arima, Senio-Léken o de COACH

Por otro lado, la Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE), es una enfermedad
degenerativa de la retina que afecta principalmente a la regién macular, produciendo la
pérdida de la visién central en edad adulta, donde se forman agregados heterogéneos tanto

en la parte interna como externa de las células del epitelio pigmentario, conocidos como drusas

152



Discusion

. Estudios recientes relacionan la formacion de
drusas con los depésitos de B-amiloide observados en patologias neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer: ambos depdsitos se producen en edades avanzadas y sus
componentes son muy similares (abundantes en B-amiloide, vitronectina o apolipoproteina-E)

. Aligual que sucede en la enfermedad de Alzheimer,
el B-amiloide que se genera en las drusas de la DMAE provienen de la protedlisis de su
precursor, la proteina transmembranaria APP por la actividad de y-secretasa en las propias
células del epitelio pigmentario vinculando con ello la DMAE v la
patologia de Alzheimer . El epitelio pigmentario de la retina es una
monocapa de células epiteliales altamente polarizadas, esencial para el correcto
funcionamiento de los fotorreceptores y el establecimiento de la barrera hematorretiniana; la
pérdida de las células del epitelio pigmentario acaba produciendo la muerte de los
fotorreceptores y la pérdida de sinapsis, produciendo la retinopatia

. Estudios previos en nuestro laboratorio habian identificado por primera vez

la proteina CRB2 en epitelio pigmentario, donde desempefaria un papel basico en el
mantenimiento de la homeostasis de las células del epitelio pigmentario

y como ya se ha comentado con anterioridad, se postula que la actividad de CRB2 podria

ser importante para el control de las funciones de y-secretasa, tanto en la enfermedad de

Alzheimer como posiblemente en la DMAE, controlando la sintesis de B-amiloide.

Por ello, decidimos estudiar el polimorfismo rs1105222 para la proteina CRB2, a fin de
comprobar si estd involucrado en el desarrollo de las caracteristicas de la DMAE en grupos
poblacionales de Salamanca. La eleccion del polimorfismo se ha realizado mediante el andlisis
en bases de datos y de varias secuencias tedricas que afecten a regiones codificantes y de las
qgue haya analisis de las distribuciones poblacionales lo suficientemente fuertes como para
poder observar dos posibles poblaciones distintas. Se han tenido en cuenta Unica y
exclusivamente SNP funcionales localizados en estructuras de los ARNm precursores y

maduros, lo que se conoce como SNP estructurales del ARN (rsSNP).

Nuestros resultados muestran que el polimorfismo rs1105222 no esta asociado al
desarrollo del caracter DMAE, por lo que sera necesario realizar otros estudios sobre el posible
factor de riesgo o proteccidn en variaciones alélicas para el gen CRB2. Asi, entre los posibles
candidatos para analisis futuros podrian encontrarse los polimorfismos rs35454517 o
rs1891632, que producen cambios en el extremo 5 UTR, pudiendo afectar a diversas

secuencias cis que regulan la traduccion, o rs73571404, en el que se propone tanto un cambio
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de una C por una T en la posicién 593 del mensajero como cambios en la secuencia 5" UTR,
aunque el principal problema es la falta de estudios poblacionales en los que se describa la

presencia de estas tedricas variaciones genéticas para CRB2.
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El anticuerpo dirigido contra la proteina CRB2 disefiado por nuestro grupo de
investigacion y que ha sido eficaz para la identificacién de la proteina en retina, es una
herramienta valida para la deteccién de la proteina tanto por técnicas de
inmunofluorescencia como por Western blot en cerebro humano y murino, asi como
en tejidos de origen epitelial, siendo la Unica herramienta presente para ello hasta el
momento.

La proteina CRB2 presenta una distribucién generalizada por todo el cerebro de raton.
Es en corteza, hipocampo, cerebelo, nicleo mesencefalico del trigémino, nucleo
supraoptico retroquiasmdtico e hipotdlamo donde hay una mayor expresion de la
proteina, pudiendo tener un papel esencial en la polarizacidon neuronal e interaccién
con otras rutas de sefializacidn para el correcto desarrollo de estas areas.

CRB2 se localiza exclusivamente en neuronas, donde esta presente tanto en asociacion
con proteinas que se encuentran tanto en vesiculas de secrecidn o exocitosis como de
reciclaje, y se localiza predominantemente en los terminales presinapticos.

La generacion de una proteina CRB1 truncada en el ratén mutante Crb1™® parece
provocar un mecanismo compensatorio en la corteza cerebral por el cual se aumentan
los niveles de la proteina CRB2, y que no promueve una respuesta glial o inflamatoria
como la que si sucede en la retina bajo la misma mutacion.

En neuronas en cultivo, la proteina CRB2 es uno de los ultimos elementos de los
complejos de polaridad apical en expresarse durante la maduracién neuronal, por lo
que podria completar la formacién de estos complejos, sugiriendo un posible papel
regulatorio en las fases finales de la diferenciacidon neuronal.

En neuronas en cultivo de ratdon mutante para CRB1, la proteina CRB2 experimenta un
adelanto temporal en su expresion, sugiriendo un posible mecanismo compensatorio
para mantener la correcta expresion del resto de proteinas de los complejos.

CRB2 parece ser esencial para la correcta diferenciacién morfolégica neuronal in vitro,
ya que su defecto ocasiona defectos morfolégicos y moleculares que conlleva a una
disminucién del tamafio de las proyecciones neuronales, asi como a un aumento de la
muerte neuronal, posiblemente ocasionados por la disminucién en la expresién del
resto de proteinas del complejo de polaridad Crb.

La disminuciéon en los niveles corticales de la proteina CRB2 en pacientes con
enfermedad de Alzheimer y su presencia en placas de B-amiloide reafirma la posible

relacion entre la funcion de CRB2 y la regulacién del complejo gamma-secretasa,
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reforzando la idea de un posible papel neuroprotector de esta proteina frente al
desarrollo de patologias neurodegenerativas.
9. La sustitucion de una alanina por una glicina en la posicién 94 de la proteina CRB2 no

parece ser un factor de riesgo para el desarrollo de la DMAE en humanos.
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Acquisition of cell polarization is essential for the performance of crucial functions, like a successful
secretion and appropriate cell signaling in many tissues, and it depends on the correct functioning of
polarity proteins, including the Crumbs complex. The CRB proteins, CRB1, CRB2 and CRB3, identified
inmammals, are expressed in epithelial-derived tissues like brain, kidney and retina. CRB2 hasa
ubiquitous expression and has been detected in embryonic brain tissue; but currently there is no data
regarding its localization in the adult brain. In our study, we characterized the presence of CRB2 in adult
mice brain, where it is particularly enriched in cortex, hippocampus, hypothalamus and cerebellum.
Double immunofluorescence analysis confirmed that CRB2 is a neuron-specific protein, present in both
soma and projections where colocalizes with certain populations of exocytic and endocytic vesicles and
with other members of the Crumbs complex. Finally, in the cortex of CRB1™® mutant mice that contain
amutation in the Crb1 gene generating a truncated CRB1 protein, there is an abnormal increase in

the expression levels of the CRB2 protein which suggests a possible comp tory mechanism for the
malfunction of CRB1 in this mutant background.

Cell polarity is achieved through the coordinated functions of three evolutionarily conserved polarity complexes:
Crumbs and Par (apical complexes) and Scribble (basal complex)'~. The achievement of correct cell polarity is
essential for carrying out different functions in many tissues, such as the accurate positioning of cell adhesions,
secretion and cell signaling. In neurons, as in other epithelial-derived cells, the acquisition of polarity is particu-
larly important during neuronal development*, especially for the establishment and maturation of the synaptic
communications among neurons*-%. The CRB proteins are members of the Crumbs complex which is also com-
prised of proteins PALS1 and PAT]. The intracellular domain of CRB, the sole transmembrane member of the
complex, establishes a scaffolding complex with other members of the Crumbs, Par and Scribble complexes,
essential for the correct accomplishment of all these activities*”*. The formation of these specialized cell surface
domains and the acquisition of cell polarity is highly dependent on the transport and docking of the polarity pro-
teins towards their appropriate locations in the plasma membrane. The transport of the CRB proteins from the
TGN (trans Golgi network) to the plasma membrane has been described to be mainly mediated by small GTPases
such as some Rab members®!". In neurons, the particular performance of the GTPases is crucial for the correct
development of dendrites and axons'2 Also, the turnover of these proteins are dependent on, not only the de
novo exocytic pathway, but also on the recycling of components, mediated in many cases by the retromer protein
complex, necessary to rescue them from proteolytic degradation. In fact, it has been described that VPS$35, a cen-
tral component of the retromer, is responsible for the proper recycling of the CRB proteins and their retrograde
transport into endosomes, contributing to the stabilization of the levels of available CRB*!>!4,

So far, the CRB proteins have been found in many species ranging from invertebrates to mammals'®. Three
genes encode the Crumbs orthologues in humans and mice, CRB1/Crb1, CRB2/Crb2 and CRB3/Crb3, all of them
expressed not only in retina but also in other organs. Using RT-PCR and i situ hybridizations analysis, CRB1/Crb1

lInstitute of Neurosciences of Castilla y Ledn, IBSAL, Cell Biology and Pathology, University of Salamanca, 37007,
Salamanca, Spain. ?Present address: Department of Ophthalmology and Stein Eye Institute, University of California,
Los Angeles, CA, 90095, USA. Correspondence and requests for materials should be addressed to C.L. (email:
conlillo@usal.es)
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was found in the brain, in hypothalamic regions and optic area, the tuberalis region of the hypothalamus, preoptic
area and in the granular layer of the cerebellum, the hippocampal dentate gyrus, the olfactory bulb and the rostral
migratory stream'®'”. CRB2/Crb2, again through RT-PCR and in situ hybridization analysis, was found in kid-
ney, retinal pigment epithelium and choroid, the adult brain and at low levels in the placenta, heart and lung'®'*.
Expression of the CRB2 protein has been shown in the retinal pigment epithelium® and in the embryonic mouse
brain?®. Finally, CRB3/Crb3, the most ubiquitously expressed of the three members, has been described in many
diverse epithelial-derived tissues, including the retina*»**. It is known that among the three, while all of them are
transmembrane proteins, CRB1 and CRB2 share a similar molecular structure, since both have a long extracellu-
lar domain. CRB3 lacks of this domain and it has been shown to perform functions different to those carried out
by CRB1 and CRB22!:3-%,

It has been shown that mutations in the Crumbs gene in Drosophila produce alterations in the organization
of polarity in epithelial cells?*?”. In mammals, CRB3 plays an important role in establishing epithelial polarity
and during organogenesis®®. Also, loss-of-function in CRBI causes retinal dystrophies, including retinitis pig-
mentosa'” and Leber Congenital Amaurosis® in humans, but interestingly, without showing any apparent brain
dysfunction or alteration'”?*=*2, The CRB1"*® mouse model has been employed to study CRB1 functions since it
presents a single base mutation that generates a premature stop codon resulting in a truncated CRB1 protein that
only contains the N-terminal extracellular domain, leading to retinal degeneration®**'. But, to our knowledge,
there are no studies analyzing the brain phenotype of this mouse model.

A complete ablation of CRB1 and CRB2 proteins in mouse retina simulate human Leber congenital
Amaurosis. Moreover, the lack of Crb2 gene function causes abnormalities in the gastrulation process in mouse
development, producing lethality at embryonic stage 12.5'°. Also, it has been reported that mutations in the Crb2
gene produce a phenotype resembling congenital nephrosis with cerebral ventriculomegalia®, suggesting this
phenotype could be related with a ciliopathy?.

During neural development, neuroepithelial cells undergo several epithelial-mesenchymal transitions, imply-
ing particular changes in their structure and cell adhesion features so these cells acquire the capacity to migrate
and settle in different areas of the brain®’. This process requires modifications in the apico-basal polarity of polar-
ized and joint cells, losing this polarization and junctions/connections with other cells to be able to migrate®®. As
mentioned above, the acquisition of cell polarity is a highly regulated process involving many different proteins,
together with CRB2. Although CRB2 is necessary for embryonic development, acting as an essential regulator
for neuronal differentiation during neurogenesis®, and its mutation is pleiotropic, causing both neurological
and renal defects®, up to now no studies have explored the presence of CRB2 protein in the brain. Here we
demonstrate that CRB2 is ubiquitously distributed throughout the adult mouse brain, although it is particularly
present in the cortex and certain hypothalamic areas. In addition, we found that CRB2 is enriched in vesicular
compartments, both in soma and in neuronal processes. In these vesicles, CRB2 seems to be travelling together
with specific synaptic components in exocytic vesicles, and in some cases together with the small GTPase Rab8.
Additionally, here we describe the presence of CRB2 together with the retromer that could be involved in the
recycling of this protein from the plasma membrane via VPS35 association, at least in processes of mature neu-
rons. Finally, we find that the expression of CRB2 is increased in certain cortex layers of the CRB1® mutant
mouse, which presents a defective CRB1 protein, suggesting a possible compensatory mechanism or a gain of
function.

Results

Expression and distribution of CRB2 in mouse brain. To determine the expression and spatial dis-
tribution of CRB2 in mouse brain, we performed immunofluorescence and immunohistochemistry analyses
on sagittal and coronal mouse brain sections. The staining of CRB2 showed a punctate labeling with a broad
and general distribution throughout the brain (Fig. 1A), although there were certain areas, such as the cortex
(Cx), hippocampus (Hc), hypothalamus (H), the mesencephalic trigeminal nucleus (Me) and cerebellum (Cb),
where the labeling was more evident, abundant and intense (yellow arrowheads). The immunohistochemistry
analysis showed that in the hypothalamus, CRB2 was found concentrated in particular cell bodies, which were
mainly located in specific areas such as the Periventricular Nucleus (PVN), Dorsomedial Hypothalamic Nucleus
(DMH), Ventromedial Hypothalamic Nucleus (VMH) and the Retrochiasmatic part of the Supraoptic area (SOR)
(Fig. 1B). Additionally, besides the nuclear staining, the immunofluorescence analysis showed a distinctive punc-
tate CRB2 labeling that seemed to be accurately arranged between the Hypothalamic Dorsal Area (DA) and the
SOR region (Fig. 1C, yellow arrowheads). Due to the particular enrichment of CRB2 labeled structures in the
hypothalamus, the rest of the analyses carried out to discern the type of cells, processes and subcellular compart-
ments containing CRB2, were performed in this particular area of the brain.

In brain, CRB2 is exclusively present in neurons.  To identify the cell types expressing CRB2 in mouse
brain, double immunofluorescence analysis of CRB2 and proteins specific for certain cell types were performed,
such as GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) to identify astrocytes (Fig. 2A-D), Ibal (Ionized calcium-biding
adapter molecule 1) to identify microglia (Fig. 2E-G) or Oligl (Oligodendrocyte Transcription Factor 1) for oli-
godendrocytes (Fig. 2H-]). CRB2 was present as punctate cytoplasmic staining in large round cells (Fig. 2) and
in scattered profiles in a pattern resembling cell’s processes. This staining did not overlap with GFAP (Fig. 2A-D),
since the GFAP+ profiles appeared to surround the CRB2+ labeled cell bodies and profiles, proving that CRB2
was not present in astrocytes. Similarly, CRB2 labeling did not colocalize with Ibal+ profiles (Fig. 2E-G) or
oligodendrocyte+ labeling (Fig. 2H-]). The shape and size of the CRB2 labeled cell bodies and the absence of
colocalization with glial markers proved that in mouse brain, CRB2 is only present in neurons.

This inference was confirmed by performing double immunofluorescence experiments for CRB2 and typical
neuronal cells markers, such as the calcium binding protein calbindin (Fig. 3A-C), Tujl (neuron specific class I
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Figure 1. CRB2 localization in mouse brain. (A) Immunofluorescence of CRB2 in a sagittal section of the adult
WT brain showing a punctate CRB2 labeling throughout the section, being more evident in certain nuclei of
specific areas: Cortex (Cx), Hippocampus (Hc), cerebellum (Cb), Mesencephalic Trigeminal Nucleus (Me5),
optic tract (opt) and Hypothalamus (H) (yellow arrowheads). (B) Immunohistochemistry of CRB2 in a coronal
section of the hypothalamus. CRB2 labeling is especially evident in certain nuclei like the Dorsal area (DA),
Periventricular Nucleus (PVN), Dorsomedial Hypothalamic Nucleus (DMH), Ventromedial Hypothalamic
Nucleus (VMH), Lateral Retrochiasmatic area (RchL), Lateral Hypothalamic Arcuate Nucleus (ArcL),
Retrochiasmatic Supraoptic Nucleus (SOR). (C) Immunofluorescence of CRB2 in a coronal adult mouse of the
hypothalamic area showing a highly organized punctate labeling for CRB2 arranged from the DA to the SOR
regions (yellow arrowheads). DAPI (in blue): nuclear labeling. Scale bars: 200 um (A-C).

beta tubulin) (Fig. 3D-F) or MAP2 (microtubule associated protein 2) (Fig. 3G-I). Calbindin is expressed by the
vast majority of the neurons in the PVN of the hypothalamus®, the region where CRB2 was abundantly present in
cell bodies, being then chosen to characterize its subcellular expression. The double immunofluorescence labeling
with the neuronal marker for calbindin (Fig. 3A-C), showed that CRB2 is expressed in a subset of calbindin+
neurons and in fact, all CRB2+ cell bodies were also calbindin+ (shown with white numbers in Fig. 3A,C), but
not the opposite (yellow numbers in Fig. 3C). Double immunofluorescence for CRB2 and neuronal cytoskeletal
markers, such as Tujl (Fig. 3E,F) or MAP2 (Fig. 3H,I) shown that CBR2 (Fig. 3D-I) was present in the soma
and in the projections of neurons identified with these markers. To try to identify the structures with a punctate
pattern labeled for CRB2 resembling cell processes, we performed double and triple immunofluorescence exper-
iments for CRB2 and proteins present in specific cell compartments, such as synaptic terminals (Fig. 3]-L) and
diverse types of vesicles (Fig. 4). Different antibodies were used to specifically distinguish postsynaptic PSD95
profiles (Post Synaptic Density 95) (green in Fig. 3],L) from presynaptic terminals, labeled for the protein synap-
tophysin (SYP) (Fig. 3K) or synapsin Ia/b (light blue in Fig. 3L), specifically present in presynaptic vesicles. This
determined that PSD95 did not colocalize with the CRB2+ profiles on cellular processes, as shown in Fig. 3] and
in the orthogonal views shown in the upper and right margins of Fig. 3L; or within the punctate labeling found in
cell bodies (Supplementary Fig. 1A-C). Also, The CRB2/SYP double immunofluorescence analysis showed that
these two proteins rarely colocalized in the cell bodies (Supplementary Fig. 1D-F), but frequently colocalized
in the same punctate profiles resembling cells’ processes (Fig. 3K). Also, there were CRB2+ and SYP+ profiles
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Figure 2. CRB2 immunofluorescence identification in the nervous system. Double immunofluorescence for
CRB2 (A,B,D) and GFAP (A,C,D) in coronal sections of adult mouse PVN, showing that the two proteins do
not colocalize in any of the cells or profiles. Double immunofluorescence labeling for CRB2 (E,G,H,J) and Ibal
(F,G) or Oligl (1)) in coronal sections of adult mouse PVN, showing that CRB2 is not present in microglia or
oligodendrocytes. DAPI (in blue): Nuclear labeling. Scale bars: 100 um (A), 15um (B-D), 20 um (E-J).

which did not colocalize (arrowheads in Fig. 3K). Interestingly, some CRB2+ profiles were clearly opposite to
the particles labeled for PSD95, as shown by arrowheads in Fig. 3], that the triple immunolabeling for CRB2/
synapsin Ia/b/PSD95 demonstrated to be presynaptic terminals labeled for both CRB2 and synapsin Ia/b (white
labeling, as the result of the cololocalization of red CRB2 and light blue synapsin Ia/b, in the upper and right-sided
orthogonal views shown in Fig. 3L) facing PSD95+ postsynaptic profiles (green in Fig. 3L). Then, this triple
immunofluorescence analysis proved that CRB2 is present in some presynaptic terminals which are usually facing
the PSD95+ postsynaptic elements and that CRB2 is not expressed in post-synaptic profiles (demonstrated by the
lack of colocalization in the orthogonal views of Fig. 3L).

Double immunofluorescence analysis for CRB2 and V-Glut1, the vesicular glutamate transporter expressed
in excitatory synaptic vesicles (Fig. 4A-C), showed some colocalization of these two proteins in the soma of neu-
rons of the PVN (white arrowheads in Fig. 4A-C), although not all profiles labeled with V-Glutl in the somas
were CRB2+ and vice versa. Also, the CRB2 labeling found in the projections resembling cells’ processes did not
colocalize with the V-Glut 1 labeling (yellow arrowheads in Fig. 4A-C). Since CRB2 is a member of the Crumbs
polarity protein complex, we analyzed whether it was co-expressed with another Crumbs complex member, Pals1.
The CRB2/Pals1 double immunofluorescence analysis showed that there was partial colocalization of these two
proteins in the same group of neurons (arrowheads in Fig. 4F), but there was also Pals1 labeling independent of
the CRB2+ profiles (yellow arrowheads in Fig. 4F).

Finally, since CRB2 is a transmembrane protein, it should be specifically transported to and from the plasma
membrane throughout its lifespan via vesicular trafficking, similar to other transmembrane proteins. To address
this, a double immunolabeling for CRB2 and proteins specifically found in vesicles related with the exocytic and
endocytic vesicle trafficking pathway was performed. The CRB2/Rab8A (Fig. 4G-I) and CRB2/VPS35 (Fig. 4]-L)
immunofluorescence analysis showed that CRB2 a partial colocalization with VPS35, a component of the retro-
mer complex (white arrowheads in Fig. 4]-L), both in soma and projections, although not all VPS35+ profiles
where CBR2+ (yellow arrowheads in Fig. 4]-L) and vice versa. Therefore, CRB2 is present at least, in some
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Figure 3. Immunofluorescence localization of CRB2 in cell bodies and profiles. Double immunofluorescence
for CRB2 (A,C,D,F,G,]I) and neuronal markers as Calbindin (B,C), Tuj1 (D,F) or MAP2 (G,]) in coronal
sections of adult mouse PVN. Quantification of CRB24 neurons (A,C) and Calbindin+ (B,C), showing that
most of the Calbindin+ neurons are also CRB2+, and that all CRB2+ neurons, are Calbindin+ (white numbers
in A and C). Double immunofluorescence for CRB2 (D,F,G,I) and Tujl (E,F) or MAP2 (H.I), neuronal
cytoskeletal proteins, showing that CRB2+- is present in the cell bodies surrounded by the Tuj1+ and MAP2+
neuronal projections. Double immunofluorescence for CRB2 (J-K) and PSD95 (J) or SYP (K), in coronal
sections of adult mouse PVN. (J) CRB2 (yellow arrowheads) and PSD95 (white arrowheads) do not colocalize
in the punctate profiles, but some spots are opposite one another. (K) CRB2/SYP colocalization is frequent in
the profiles scattered throughout the sections, but there are some SYP profiles (white arrowheads) which are
nor labeled for CRB2 and vice versa (yellow arrowheads). (L) Projection along the z-axis [Plan-Apochromat
63x/1.40 Oil DIC M27 objective; Z-stack: 109 slices (25,92 um)] of a triple immunofluorescence for CRB2 (red),
PSD95 (green) and synapsin Ia/b (light blue) in a coronal section of adult mouse PVN. Orthogonal views (XY
images above and YZ on the right side) showed that CRB2 and PSD95 not only do not colocalize but also are
opposite one another, CRB2/synapsin Ia/b colocalization is frequent and the presynaptic CRB2/Sinapsin la/b+
profiles are facing the PSD95+ postsynaptic profiles. Scale bars: 50 um (A-I), 10um (J,K), 20 um (L).
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Figure 4. CRB2 localization in vesicular compartments in the cell bodies of neurons. Double
immunofluorescence of CRB2 (A,C) and V-Glutl (B,C) and CRB2 (D,F) and Pals1 (E,F) in coronal sections of
adult mouse PVN. (A-C) The CRB2 punctate labeling found in the cell bodies partially colocalize with some
V-Glutl labeled profiles (white arrowheads). (D-F) CRB2 (arrowheads in D) and Pals1 (arrowheads in E)
frequently colocalize in the labeled profiles in both soma and in cell processes, but there are some Pals1 profiles
which are not labeled for CRB2 and vice versa (yellow arrowheads). Double immunofluorescence analysis of
CRB2 (G-I) and Rab8A (H-I) and CRB2 (J-L) and VPS35 (K-L) in coronal sections of adult mouse PVN.
CRB2 labeling (arrowheads in G) in cell bodies colocalize partially with Rab8A (arrowheads in H and I), but
there are some Rab8A profiles independent of CRB2 (yellow arrowheads in I). CRB2/VPS35 labeling shows
partial colocalization throughout sections, but there are VPS35 positive profiles not labeled for CRB2. Scale
bars: 20 um (A-C), 100 um (D-F), 10um (G-1I), 20 um (J-L).
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vesicles trafficking from the cell membrane through a retromer-controlled endocytic pathway. The CRB2/Rab8A
immunofluorescence analysis showed partial colocalization (white arrowheads in Fig. 41), suggesting that in some
vesicles, CRB2 is travelling together with Rab8A through the same exocytic pathway, although not all Rab8A
vesicles contained CRB2 and vice versa (yellow arrowheads in Fig. 4I).

Differential expression of CRB2 in WT and CRB1™® adult mouse brain. To try to discern whether
the dysfunctional CRB1 protein in the CRB1™** mouse brain may cause any phenotype related with the expres-
sion of CRB2 in this organ, based on their similarity in structure and functions in other tissues, we compared
the expression of CRB2 in WT and CRB1™® mice brains. CRB2 was found in a punctate distribution throughout
diverse brain areas such as cortex (Figs 1A, 5A,B) hippocampus and cerebellum (Fig. 1A, Supplementary Fig.
2A-D). In the hippocampus, CRB2 protein expression was more abundant in the CA3 area (Supplementary Fig.
2A,B) and in cerebellum, CRB2 protein expression was enriched in the Purkinje layer (Supplementary Fig. 2C,D).
Comparing the CRB2 protein expression in hippocampus (Supplementary Fig. 2B), cerebellum (Supplementary
Fig. 2D), hypothalamus (Fig. 1B,C, Supplementary Fig. 2E,F) and SOR area (Fig. 1B,C, Supplementary Fig. 2H)
of WT and CRB1"® mouse models, no major differences were observed regarding the intensity, distribution or
enrichment of the CRB2 labelling. On the other hand, the organization of the cortex into segregated layers allowed
us to better analyze the precise distribution of the punctate staining of CRB2 in these layers. It was observed that
CRB2 was not evenly distributed throughout the different cortical layers; being particularly enriched in layers I1/
IITand V (Fig. 5A). Interestingly, we found that the expression of CRB2 in the cortex of the CRB1® mouse was
apparently more abundant than that of the WT (Fig. 5A,B). Image] software was employed to quantify the immu-
nolabeling of CRB2 in three animals of each genotype (WT and CRB1®). First, we quantified the labeling of each
separate layer and compared the differences in labeling among layers. To analyze the labeling within the different
layers, the cortex was reconstructed using images from each section of every animal included in the study, and
then the cortex layers were individually analyzed using the Image] software. Using the threshold tool, the labeling
intensity of CRB2 was resolved over a black background and the pixel size and circularity of the smallest particle
labeled was used as the minimum baseline for quantification. This analysis was performed in five different areas
in each cortex layer of the animals analyzed to standardize the data. By using these parameters, we obtained a
number of CRB2 positive particles for each cortex layer and genotype, and a relative CRB2 labeling/pixel. This
configuration of size and circularity, was constant in all of the experiments and animals analyzed. This analysis
demonstrated that in both phenotypes, most of the CRB2 protein is predominantly localized in layer V (Fig. 5C).
Although this labeling intensity was not statistically different among the same layers of the two genotypes, statis-
tically significant differences between layers I and V were detected in both WT and CRB1"*® mice, and between
layers Iand VI, but only in CRB1* mouse (Fig. 5C). The lower p-values in the mutant mouse indicated a greater
difference in CRB2 labeling in this background. When analyzing the CRB2 labeling in the entire area of the cortex
without distinguishing any of the layers, the statistical results showed that there was a significant difference in the
amount of immunofluorescence in the cortex of the two genotypes analyzed (Fig. 5D).

The expression of CRB2 in the brain of CRB1°* and WT mice was also analyzed by WB. The differential WB
analysis of the cortex (Cx), hippocampus (Hc) and cerebellum (Cb) areas (Fig. 5E) showed that at least in Cx there
is a statistically significant increase in the amount of CRB2 protein in the mutant compared to WT (Fig. 5F). This
data verifies the results obtained with the immunofluorescence analysis, where the signal of CRB2 was higher in
the Cx of CRB1™* mouse mutant compared to control (Fig. 5A,B) and no differences in the intensity or enrich-
ment of CRB2 in CRB1" Hc and Cb areas were found compared to control (Supplementary Fig. 2). In order
to elucidate whether the increase in CRB2 in CRB1"® brain, as shown by immunofluorescence and WB, could
modify the expression of other proteins known to be directly associated with CRB, we performed WB analysis of
some of them. Certain members of the Par complex, such as Par3, involved in the acquisition of cell polarization,
and proteins involved in the establishment and maintenance of the cell-cell adhesions, such as 3-Catenin and
occludin, were analyzed (Supplementary Fig. 3A). Even though a relative increase in the level of 3-catenin in the
Cx and Cb was apparent (Supplementary Fig. 3B) we did not detect any statistically significant differences in the
levels of expression of any of these proteins when comparing CRB1¢* and W'T tissue samples.

Discussion

CRB2 expression in brain. In this study, the expression of CRB2, one of the three members of the CRB
protein family, in adult mouse brain, was investigated. Previous works have shown the expression of CRB1 in
brain'®, but to date there is no data regarding the expression and localization of CRB2 in this tissue; although it
has been shown to be present in the mouse brain during embryogenesis?"!, in the retinal pigment epithelium
and in neural retina'>**. Although previous reports have suggested the presence of CRB2 mRNA in neurons®,
the lack of evidence supporting this could be due to the absence of proper tools that would have allowed more
detailed studies. Thus, using a specific polyclonal antibody designed by our laboratory® our work shows, for the
first time, the expression of the CRB2 protein in adult mouse brain, where it is enriched in certain areas. Also, the
detailed confocal microscopy images of the double and triple immunofluorescence analyses clearly showed that
CRB2 is exclusively expressed in subsets of neurons, in certain vesicular structures distributed in their cell bod-
ies and in some processes. The experiments performed in our study could not reveal why only specific neurons
located in certain brain areas expressed a higher amount of CRB2 than others, or whether the CRB2 + neurons
from different brain areas had something in common. Further and more detailed studies to find out the specific
role that CRB2 may have in these neurons and the analogies that they share are needed to solve these questions.

CRB2 subcellular localization. When analyzing the distribution of CRB2 in mouse brain, a condensed
punctate labeling in the soma of some neurons was detected, as well as another labeling that resembled projec-
tions of these cells. Since CRB2 is a transmembrane protein and its final destination is the plasma membrane, it
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Figure 5. CRB2 distribution in the mouse cortex. (A-B) Immunofluorescence CRB2 labeling of a sagittal
section of the adult WT (A) and CRB1™, (B) Cortex of the mouse brain showing the protein distribution
throughout the layers of the cortex. (C) Graph showing the quantification of the CRB2 relative labeling/px in
the different layers of the cortex of WT and CRB1™® mice. (D) Graph showing the normalized quantification

of the CRB2 relative labeling/px in the whole CRB1® mouse cortex related to WT. (E-F) WB analysis of the
expression of CRB2 in adult WT and CRB1™® mice brain. (E) Comparative CRB2 (150 kD) protein expression
in WT and CRB1" mice cortex, hippocampus and cerebellum areas. Blots were cropped from the same gel and
quantitative comparisons were performed between samples of the same blot. Full-length blots are presented

in Supplementary Fig. 4. (F) Graph obtained from data in E showing the comparative quantification of CRB2
protein expression in WT and CRB1"*® mice cortex, hypothalamus and cerebellum. 3-actin (42 kD) was used
as the loading control. DAPI (in blue): nuclear labeling. Scale bars: 200 pm. Data are presented as mean = s.e.m.
Statistical information: The Kolmogorov Smirnov test was used to assess the normality of sample distribution.
In C-WT, more than three groups were analyzed with one way-factorial ANOVA and the Bonferroni’s post-
hoc test (n=3). In C-rd8, more than three groups were analyzed with Kruskal Wallis test (n=3). In D, two
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experimental groups were compared with the Student’s T test (n=3). In F, in all cases, two experimental groups
were compared with the Mann Whitney U test (n=15). Asterisks indicate statistical differences. Two asterisks
indicate highly statistical differences.

was expected that the punctate labeling observed in the soma was associated with vesicles, both those trafficking
from the endoplasmic reticulum to the Golgi complex and those aimed to the plasma membrane as the protein
is required to travel towards its target. This would also include those vesicles responsible for recycling the protein
into endosomal compartments when endocytosis of the protein is required, as well as other transmembrane com-
ponents. The retromer complex is a key component involved in recycling endocytosed proteins from endosomes
or the plasma membrane to the trans-Golgi network’*#, The retrograde trafficking led by the retromer complex
is crucial for the establishment of epithelial cell polarity, allowing the mediation of CRB to define the apical mem-
brane'**, Likewise, it has been shown to preserve brain homeostasis through its role in preserving the progress
of neurodegeneration®. In other systems, retromer had already been implicated in the correct internalization and
recycling of CRB proteins from the plasma membrane, sorting them away from the degradative route, with the
purpose of ensuring their availability and efficiency for turnover and cell-membrane docking’. Our results show
that most of the CRB2 protein in neurons is enclosed in vesicles, and confirm, as has been shown in other cell
types, that the recycling of CRB2 from the cell membrane is accomplished, in part, by the retromer protein com-
plex, revealed by the CRB2/VPS35 colocalization, being VPS$35 a major component of the retromer complex‘’;
and taking into account that at least in Drosophila, Vps35 interacts with Crb and regulates its levels'**. Regarding
the vesicles of the exocytic pathway, some of the synaptic vesicles containing V-Glut1, a vesicular glutamate trans-
porter essential in the synaptic transmission, as it mediates the transport of glutamate into vesicles*®, contained
CRB2, but only in the soma. Thus, this protein would travel together with glutamate in some cases and also with
the small GTPase Rab8A protein, since our results confirmed that CRB2 is partially carried through the exocytic
pathway together with these proteins. Rab8-containing vesicles seem to be involved in the growth of neurites
during the development of PC12 cells in vitro*, suggesting its role in this same process in vivo. Additionally, it has
been previously shown that Rab8 A mediates the transport of de novo generated CRB2-containing vesicles towards
the plasma membrane®'!, supporting the idea that this transport is important for the stabilization of the protein
levels of members of the Crumbs complex. Additionally, our results also showed that some neuronal presynaptic
terminals contain CRB2 together with synaptophysin or synapsin, proteins specific to the pre-synaptic vesicles,
and this colocalization seems to occur preferentially in the neuronal projections, not in the soma. Therefore, it is
probable that one of their final targets may be the SYP+ or synapsin+ synaptic vesicles, once the CRB2+/SYP-
vesicles observed in the soma have reached the synaptic terminals. Our study reinforces this idea, although fur-
ther experiments need to be performed in order to provide evidence of this in our model, and other components
involved in this exocytic pathway deserve further investigation in the future.

Also, our results show that CRB2 is especially abundant in calbindin+ neurons, a calcium binding protein
with broad expression in neurons*™ but mostly within the hypothalamic lateral area®'. In fact, our data suggest that
all neurons containing CRB2 in the soma were calbindin+, but not the opposite. All these results, together with
the subcellular localization of CRB2, such as the presence of CRB2/Pals1 colocalization in these neurons express-
ing calbindin and its colocalization with some of the SYP+ or synapsin vesicles exclusively in the pre-synaptic
terminals and V-Glut1+ profiles, seem to be in line with an hypothesis raised by other groups proposing that
CRB2 may have a role in signaling and neuronal communication in the adult mouse brain. And that this role
may be dependent on the final location of the protein and on the highly regulated exo- and endocytotic events.
For example, a previous study has shown that a complete ablation of CRB1 and CRB2 proteins in mouse retina
simulate a serious retinal disorder in human, and produces a dysregulation in the proliferative signaling pathway
YAP/Hippo in the retinal progenitor cells.This hypothesis is consistent with many independent studies demon-
strating the association between CRB proteins and different cell signaling pathways related with cell proliferation,
differentiation and cell-cell adhesion have been proposed and studied in different organisms. For instance, some
studies have found an increased level of calcium activity during neuronal signaling and neuronal communication
in calbindin-positive neurons®?->, suggesting the importance of the levels of this molecule for this process. Also,
in Drosophila, the protein homologous to CRB in these organisms has been shown to repress Notch activity, prob-
ably by direct interaction and also by limiting gamma-secretase complex activity, one of the proteases involved in
Notch processing®. Also, CRB proteins seem to mediate Hippo signaling, a pathway which directly regulates cell
proliferation and apoptosis®. It has been also shown that in Drosophila, the homologous of Pals1 (a member of
the Crumbs complex) that interacts with the cytoplasmic domain of CRB1°” and with CRB2* plays an important
role in the synaptic junctions by recruiting or releasing neurotransmitters to or from the synaptic vesicles*. It is
also known that in mammalian brain, the expression of proteins of the MAGUK family, such as Palsl, occurs at
synaptic junctions and have a central role regulating synaptogenesis, clustering synaptic receptors, organizing
signal transduction flatways and modulating synaptic plasticity®. Finally, our results showing the localization
of CRB2 in different layers of the cortex and the latest studies performed in embryos demonstrating that CRB2
cooperates with Pals1 for the correct development of the cortex®®, are data that support the hypothesis that in
adult mouse brain, CRB2 may lead to the correct establishment of the polarity of neurons and to the interaction
with other proteins in the signal transduction pathway to facilitate the correct development of these areas.

CRB2 protein expression is more abundant in CRB1"% mouse brain.  The CRB1** mouse has a defi-
cit in the CRBI function®***¢!, and our study shows that at least in cortex, there is an increase in the expression
level of the CRB2 protein. It is known that CRB1 and CRB2 share a similar molecular structure and, interestingly,
in the retina both are co-expressed in the same cell types; for example, in the membrane of Miiller cells near the
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outer limiting membrane, where they could be performing similar functions®. In addition, although it has not yet
been proven, it has been suggested that in some cell types these two proteins are redundant. For instance, some
compensatory mechanisms may occur in retinal Miiller glial cells, suggesting that the level of one of the proteins
could become increased when the other protein becomes defective, although this theory has yet to be shown in
this cell type®?. Our data supports this idea, since defects in the function of CRB1 seem to generate an increase in
CRB2 expression in the CRB1¥* mouse brain, which could indicate a comp y effect in resp to this mal-
function. This compensatory effect (or gain of function) could also explain the fact that no variation in the relative
amounts of proteins such as Par3, 3-Catenin and Occludin were observed, whose roles are associated with those
of CRB proteins. However, we did notice an increasing trend in 3-Catenin protein levels in the CRB1** mouse
brain areas analyzed. It is known that both CRB2 and 3-catenin have crucial roles during gastrulation®¢* due, in
part, to the importance of the correct function of polarity proteins during the differentiation of progenitor cells
via signaling pathways such as Wnt”62¢%, Additionally, it has been described that the removal of CRB2 produces a
decrease in the presence of adherens junction proteins, like 3-catenin, during brain development, a finding which
supports our results''. On the other hand, it is interesting that, while lack of function of CRB1 in human retina
causes retinal dystrophies, this same mutation does not cause any apparent brain dysfunction or manifest func-
tional alteration'”?*-%2, Our results showing an increase in CRB2 protein expression in the CRB1¢® mouse brain,
although exclusively in the cortex, and the fact that the levels of other proteins that cooperate in these functions
are not considerably modified, may somehow explain the lack of an obvious brain phenotype. Further and more
detailed studies regarding the collaborative interaction of these proteins in other areas of the brain are needed to
confirm this hypothesis.

In conclusion, the novelties of our study are that it demonstrates the presence, distribution and localization of
the CRB2 protein in mouse brain and also suggests that the increase in the levels of CRB2 in the CRB1"*® mutant
could respond to a possible compensatory mechanism that may counteract defects in the functioning of CRBI1 in
the mutant mouse model. Moreover, this is the first study providing proof that the CRB2 protein is only expressed
in neurons in the brain, where it is localized in some neuronal presynaptic terminals, and in exocytic and endo-
cytic vesicles.

Materials and Methods

Animals.  All procedures used in this work were in accordance with the guidelines of the European
Communities Council Directive 2010/63/UE and Spanish legislation RD 53/2013 for the use and care of animals.
All the details of the study were approved by the Bioethics Committee of the University of Salamanca. For this
study, 14 adult (post-natal or P) 180 to 200-day-old wild-type C57BL/6] and mutant C57BL/6] CRB1 mice
were used to carry out the immunofluorescence analysis; 15 adult (P180-P200) mice of both genotypes for the
Western Blot analysis (WB) and 6 adult (P120) mice for the reconstruction of the cortex and quantification of the
immunofluorescence labeling using the Image] software.

Western blot analysis. Mice were euthanized with carbon dioxide. Portions of the Cortex (Cx),
Hippocampus (Hc) and Cerebellum (Cb) areas were lysed in RIPA buffer (150 mM sodium chloride, 1% Triton
X-100, 0,5% sodium deoxycholate, 0,1% sodium dodecyl sulphate, 50 mM Tris, pH 8.0) containing protease
inhibitor cocktail (1:1000 Sigma-Aldrich®). Each piece of tissue was homogenized in different tissue grinders,
maintained under constant shaking for 2 h at 4 °C and centrifuged at 15.000 g for 20 min at 4 °C. The superna-
tants were collected, the amount of protein was measured using the Bradford’s assay, mixed with 20% Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrates (Bio-Rad Laboratories™) and absorbance at 595 nm was measured
with a LT40000 Microplate reader (Labtech®). The proteins were then dissolved in sample buffer (2% sodium
dodecyl sulphate SDS, 10% glycerol, 700 mM 3-mercaptoethanol, 62.5mM Tris-Hcl pH 6.8, 0.05% bromophe-
nol blue) and loaded onto a SDS-polyacrylamide gel under reducing conditions. The proteins were transferred
to nitrocellulose membranes, blocked for 1h at room temperature (RT) in a solution with 2% bovine serum
albumin (BSA) in Tris-buffered saline-Tween (0.1%) (TBST) and immunolabeled overnight at 4 °C with the
primary antibodies of CRB2 (custom-made®, 2,25 ug/ml), 3-actin (Sigma-Aldrich”, 1:5000), Par3 (Millipore,
1:250), B-catenin (Santa-Cruz Biotechnology®, 1:100) and Occludin (Invitrogen™, 1:200) in a solution of 2%
BSA in TBST. After several washes in TBST, the membranes were incubated with 1:10000 anti-rabbit IgG,
1:10000 anti-goat IgG, 1:10000 anti-mouse IgG (Jackson InmunoResearch™) or 1:10000 protein-A and 1:10000
protein-G (Life Technologies™) conjugated with horseradish peroxidase in 2% BSA and 2% nonfat dried milk in
TBST for 60 min. At RT, the membranes were washed with TBST and developed with Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate (Thermo Scientific). As negative controls, the nitrocellulose membrane was incubated without
the primary or secondary antibodies and without both.

Immunofluorescence. The animals were anaesthetized with chloral hydrate 5% (p/v) in NaCl 0.9% (p/v), and
perfused transcardially with a solution containing 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer at pH 7.4 (PB)
and the brains were dissected out and post-fixed by immersion for 2h at RT in the same fixative. Later, brain tissue
was cryoprotected with a 30% sucrose solution in 0.1 M PB at pH 7.4, embedded in OCT (Tissue-Tek® O.C.T. ™)
and 30 pm sections were obtained using a freezing-sliding microtome (Leica® frigomobil, Jung SM 2000 Leica®,
Nusscoch Germany). Sections were washed in a PBS solution (0.1 M, pH 7.4) and then stored at 4°C in a freezing
solution (30% glycerol and 30% ethylene glycol in 0,1 M PB at pH 7.4). For immunolabeling, sections were rinsed in
PBS with Triton Tx-100 at 0.2% (Sigma-Aldrich®) (PBS-Tx) and blocked for 2h with 1% BSA and 5% normal serum
in PBS-Tx. Section were then incubated overnight at 4 °C with 1% BSA, 2% normal serum and the grimary antibod-
ies for CRB2 (custom-made®, 2,25 ug/ml), Pals1 (Abnova, 1:100), Synaptophysin (Sigma-Aldrich®, 1:5000), PSD95
(Affinity Bioreagents™, 1:500), V-Glut1 (Synaptic Systems, 1:500), VPS$35 (Santa Cruz®, 1:50), Rab8A (Abcam®,
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1:100), Calbindin (Swant®, 1:1000), Tuj1 (Biolegend®, 1:500), Ibal (Santa-Cruz Biotechnology®, 1:250), Oligl
(Everest Biotech, 1:100), MAP2 (Sigmac, 1:1000) and Sinapsin 1a/b (Santa-Cruz Biotechnology@', 1:200). Following
on, the sections were washed with PBS and PBS-Tx and incubated for 90 min at RT with 1:250 Cy3 and 1:250 Cy2
(Sigma-Aldrich® Jackson ImmunoResearch™) or 1:750 Alexa fluor 488, 1:750 Alexa fluor 555 and 1:750 Alexa fluor
633 (Thermo Fisher) fluorescent secondary antibodies and DAPI (1:10000). The sections were cover-mounted using
Prolong® Gold antifading reagent (Life Technologies™). Also, negative controls were prepared by excluding the
primary or secondary antibodies in the incubation steps.

Immunohistochemistry. Selected sections were labelled using the Avidin-Biotin Complex (ABC) method.
After cryoprotection, the sections were washed in a PBS solution (0.1 M, pH 7.4) and then rinsed in a solution
with PBS, methanol and 30% H,0, to remove endogenous peroxidase activity within the tissue. After rinsing with
PBS-Tx (0.4 M, pH 8), the sections were incubated with the CRB2 antibody (custom-made?’, 2,25 ug/ml at 4°C
for 72 h. Next, the sections were washed in PBS-Tx (0.4 M, pH 8) and incubated for 2h with the secondary anti
rabbit Ig-G biotinylated antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories) conjugated to horseradish peroxidase in
PBS-Tx. The sections were incubated for 3h in a solution with PBS-Tx (0,4 M, pH 8) and the avidin-biotin peroxi-
dase kit (ABC complex, Vector) and labeling was developed using 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB
0,2%) as chromogen. The negative staining controls were prepared without the primary or secondary antibodies.

Imaging. Images were obtained using different types of microscopes: an epi-fluorescence microscope,
Olympus® Provis AX70, coupled to a digital DP Olympus® camera; a laser scanning spectral confocal micro-
scope, Leica® TCS SP2, with the pinhole set at 1.2 Airy Units and 40x and 63x immersion oil objectives (488 nm
and 543 nm were used to excite Cy2 or Alexa 488 and Cy3 or Alexa 555 fluorochromes, respectively, and 633 nm
was used to excite the TOPRO3 fluorochrome); and an inverted Zeiss Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss
Microscopy, UC, USA) coupled to an Axio Cam MRm Zeiss® camera for live-cell imaging. The images were
captured and processed using Leica Confocal Software (DP controller software Leica®) and ZEN 2011 imagen
software (Carl Zeiss Microscopy). The brightness and contrast of all original images were further processed and
adjusted using Adobe Photoshop CS6.

Statistical analysis.  All statistical analysis were performed using Microsoft Excel (Microsoft® Office 2013)
and SPSS (IBM, Armonk, NY) software. The Kolmogorov Smirnov test was used to assess the normality of sample
distribution. Two experimental groups were compared with the Student’s T test for parametric data, and Mann
Whitney U test for not parametric data. More than three groups were analyzed with one way-factorial ANOVA
and the Bonferroni's post-hoc test for parametric data, and the Kruskal Wallis test for not parametric data. Values
were expressed as mean = standard error for the mean (SEM). Values of *P < 0.05 were considered significant
and **P < 0.01 highly significant. Values non-significant were indicated by ns.
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