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Introduccién

1. La mielinizacién.

El sistema nervioso es responsable de la transmision de sefales entre
los distintos tejidos para coordinar y asegurar el correcto funcionamiento de los
organismos pluricelulares. Las sefiales neuronales se propagan desde el soma
neuronal hasta el tejido diana, a través de los axones, que pueden estar
recubiertos o no por mielina. La mielina, llamada asi por Virchow en 1854, es
una membrana multilamelar formada por la extensibn de la membrana
plasmatica de las células gliales del sistema nervioso, que se enrolla sobre el
axon. Los axones de las neuronas envueltos por mielina transmiten de forma
mas rapida y eficiente los impulsos nerviosos. Ademas de aumentar la
velocidad de conduccion del impulso nervioso, la mielina permite un
considerable ahorro energético y de espacio a los organismos que la producen
(Garbay, Heape et al. 2000).

El sistema nervioso de los vertebrados esta divido en sistema nervioso
central (SNC) y sistema nervioso periférico (SNP). En el SNC, son los
oligodendrocitos los que mielinizan los axones. Cada uno del ellos puede
interactuar con multiples axones, mielinizandolos simultdneamente. En el SNP
esta funcioén la desarrollan las células de Schwann, un tipo de glia capaz de
envolver y mielinizar a tan solo un axon por célula (figura 11a) (Jessen y Mirsky
2005). A pesar de la relevancia de la mielinizacion en los vertebrados, no todos
los axones estan rodeados por una capa de mielina. En el sistema nervioso
periférico los axones de pequefio calibre no se mielinizan. En su lugar las
células de Schwann los agrupan en haces, envolviéndolos y separando unos
de otros con su citoplasma, conformando unas estructuras denominadas haces

de Remak (en inglés Remak bundles) (Murinson y Griffin 2004).

1.1. Propiedades de las fibras mielinizadas.

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son embriol6gicamente y
morfoldégicamente distintas, reflejando mas de 300 millones de afios de
evolucion glial paralela. La asociacion entre los axones y células gliales, que
les dan soporte rodeandolos, aparece desde los primeros momentos de la
evolucion, encontrandose esta asociacion (neurona-glia) ya en la mayoria de

los invertebrados (Schweigreiter, Roots et al. 2006). Sin embargo, excepto en
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los agnatos (lampreas y mixinos) la mielina tal como la conocemos en los
mamiferos aparece por primera vez en los vertebrados. Aunque la mielina es
una estructura tipica de los vertebrados, algunos invertebrados como los
anélidos, crustaceos, moluscos y artrépodos, desarrollan una forma de
recubrimiento axonal por la glia que cumple una funciébn semejante. Esto es
probablemente un caso de convergencia evolutiva (Baumann y Pham-Dinh
2001; Klambt, Hummel et al. 2001; Schweigreiter, Roots et al. 2006)

Los axones mielinizados conducen la sefial nerviosa aproximadamente
diez veces mas rapido que los no mielinizados. Para conseguir la misma
velocidad que un axdén mielinizado, un axén no mielinizado deberia ser
cuarenta veces mas ancho y emplear cinco mil veces mas energia (Garbay,
Heape et al. 2000). Junto con la funcibn de aumentar la velocidad de
conduccion, la mielina esta también implicada en la regulacion del transporte
axonal (Edgar, McLaughlin et al. 2004), el mantenimiento de la integridad
axonal (Edgar y Garbern 2004) y la composicion ionica y la regulacion del
volumen axonal (Laule, Vavasour et al. 2007).

Las vainas de mielina son fundamentales para el correcto
funcionamiento del sistema nervioso. La pérdida de la capa de mielina o su
degradacion tiene un efecto devastador en el individuo. En el sistema nervioso
periférico causa enfermedades tales como el sindrome de Guillain-Barré o la
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Por su parte, en el sistema nervioso
central, la pérdida de mielina es la responsable de los sintomas de
enfermedades como la esclerosis mdultiple y las leucodistrofias (Taveggia, Feltri
et al. 2010).

1.2. Estructura de las fibras mielinizadas.

En general, a lo largo del eje longitudinal de una fibra mielinizada
podemos distinguir diferentes estructuras como son el nodo de Ranvier, el
paranodo, el yuxtaparanodo y el internodo, siendo este ultimo la zona

realmente recubierta por la membrana de mielina (figura 11).
El nodo de Ranvier es una region de 1-5um de membrana del axén

(axolema) localizada entre dos vainas de mielina adyacentes. Los nodos estan
separados unas 100 veces el didmetro del axon. Los canales de sodio se
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concentran en una alta densidad en el nodo, y son esenciales para la

generacion del potencial de accién durante la conduccion saltatoria a lo largo

del axon (Poliak y Peles 2003). Los canales de sodio son activados por la

despolarizaciéon de la membrana axonal y permiten una entrada masiva de

iones sodio en el axdén causando una nueva ola de despolarizacion. Esta nueva

ola se transporta pasivamente a lo largo del segmento internodal hasta el

siguiente nodo de Ranvier. Debido a las propiedades aislantes de la mielina,

dispuesta de forma discontinua en el axon, el potencial de accion se desplaza

saltando de un nodo de Ranvier a otro, por lo que se le denomina conduccién

saltatoria (Nave y Trapp 2008).

SNP
Nodo Célula de Schwann
- - - e
Lamina Basal Internodo
SNC
[P ) Oligodendrocito Terminales
N - N nerviosa
\ 4 Q G O
Soma ) N \\ N
neuronal ) e ¢ - \ £ - \
b - = - -
Segmento ™ LA Pl Axén
inicial - o
{" Astrocito
perinodal

b Lamina Basal
Microvilli
SNP
N
Internodo JXP Paranodo Nodo
e
SNC

Astrocito perinodal

__~Epineurio
( _Epineurio
=\ Interfascicular
Nervio )i’
\
Perineurio ‘ é Endoneurio
4
Célula de Schwann
- 5

- )
Axon~”

Figura I1: Estructura de los axones mielinizados. a. Las células gliales mielinizantes,

son células de Schwann en el SNP o oligodendrocitos en el SNC. La mielina recubre los

axones a intervalos (internodos), dejando un espacio sin recubrir — el nodo de Ranvier.

Los oligodendrocitos pueden mielinizar diferentes axones y varios internodos por axén,

mientras que las células de Schwann sélo mielinizan un Gnico internodo de un solo

axon. b. Esquema de un axén mielinizado cortado longitudinalmente, donde estan

marcadas las regiones del nodo, paranodo, yuxtaparanodo e internodo. c. Estructura del

nervio periférico. El epineurio es la capa mas externa. Recubre al perineurio quien a su

vez cubre el endoneurio compuesto de los axones, células de Schwann y fibroblastos

principalmente. (Imagen modificada de Poliak y Peles, 2003).
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Los nodos en el SNP y SNC presentan caracteristicas estructurales
similares, aunque existen algunas notables diferencias. En los nervios
periféricos mielinizados los axones estan recubiertos por una lamina basal
sintetizada por las células de Schwann mielinizantes. Ademéas en el SNP, el
contacto entre los axones y las células de Schwann en los nodos de Ranvier
esta establecido por el microvilli. Los microvilli proyectan sobre el nodo en la
region del paranodo, y proporcionan una sefal para la formacién y localizacion
de los nodos del SNP. El espacio perinodal que contiene el microvilli (espacio
entre la lamina basal y axolema) est4 lleno de una matriz extracelular
filamentosa (figura 11b). En el SNC no hay lamina basal y los nodos estan en
contacto con los astrocitos perinodales que participan en la formacion de los
nodos (llamados en inglés synantocytes) (Poliak y Peles 2003).

1.3. Ultraestructura 'y composicion de la membrana de mielina.

Bioquimicamente la mielina se diferencia de la membrana plasmatica de
otras células por su alta relacion lipido-proteina. Mientras que en una
membrana plasmatica tipica el 70% del peso es proteina y solo el 30%
corresponde a lipidos, en la mielina los lipidos forman el 70-80% del peso seco
y las proteinas tan sélo entre el 20 y el 30% (Garbay, Heape et al. 2000).

Aunque la funcién de la mielina en el sistema nervioso central y
periférico es la misma, su composicion molecular varia, lo que se traduce en
algunos cambios en las propiedades bioquimicas, estructurales y funcionales,

que diferencian la mielinizacion del SNC y el SNP.

El trabajo de esta tesis se ha centrado principalmente en el SNP por lo
qgue es importante describir las caracteristicas mas notorias de la composicién
lipidica y proteica de la mielina en el SNP, nombrando alguna de las diferencias
con el SNC.

Como ya he indicado con anterioridad, los lipidos que componen la
mielina del SNP suponen el 70-80% del peso seco. Estos lipidos son
fundamentalmente colesterol, fosfolipidos y esfingolipidos. El colesterol
representa el 20-30% del total de lipidos de la mielina del SNP (Garbay, Heape
et al. 2000). Se ha sugerido que el colesterol tiene un papel en la estabilizacion
y compactaciéon de la mielina (Nussbaum, Neskovic et al. 1969; Detering y
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Wells 1976). Los fosfolipidos representan el 50-60% del total de los lipidos de
la mielina, siendo la fosfatidiletanolamina y esfingomielina los lipidos mas

abundantes de esta clase (Garbay, Heape et al. 2000).

Las proteinas suponen el 20-30% del peso seco de la mielina del SNP.
De éstas al menos el 60% son glicoproteinas y otro 20-30% son proteinas
basicas. La proteina cero (P0), que es las proteina mas abundante, es una
glicoproteina integral de membrana, especifica de las células de Schwann
mielinizantes. Supone mas del 50% del total de las proteinas. La funcién de PO
es mantener la compactacion de la capa de mielina al ser una proteina de
adhesién. La otra proteina mayoritaria es la proteina basica de la mielina (MBP
del inglés myelin basic protein), que corresponde al 5-15% del total de
proteinas. Es una proteina periférica de membrana, que se une a los lipidos
cargados negativamente y estd localizada en la superficie citosélica (figura 12).
Al igual que PO esta implicada en la compactacion de la mielina. En contraste,
en el SNC las proteinas mayoritarias son MBP y PLP/DM20, que corresponden

al 80% del total de proteinas presentes en la mielina.

Otras proteinas que se encuentran en cantidades significativas en la
mielina del SNP son la proteina bésica P2 (que representa el 1-10%) y la
proteina de mielina periférica 22 (PMP22), una glicoproteina que representa el
2-5%. Otras proteinas como la periaxina, la 2°,3"-nucleotido ciclico 3’-
fosfodiesterasa (CNPasa) y la glicoproteina asociada a la mielina (MAG), se
localizan en los compartimentos no compactados de la mielina. Todas estas
proteinas también se encuentran en el SNC, excepto la periaxina. La periaxina,
supone el 5% del total de las proteinas. La CNPasa representa el 0,5% en el
SNP y un 4% en el SNC, y su funcién es mediar en la interaccion entre el
citoesqueleto de actina y la membrana plasmatica (Garbay, Heape et al. 2000).
La MAG se encuentra en un 0.1% en el SNP y 1% en el SNC, y en ambos
sistemas tiene una distribucion diferente (en el SNC se localiza exclusivamente
en la regién periaxonal). En la mielina del SNC existen varias proteinas
exclusivas, como lo es por ejemplo la glicoproteina basica asociada a la mielina
de oligodendrocitos (MOG).

La mielina que recubre el internodo axonal se puede dividir en dos

dominios, la mielina compacta y la mielina no compacta. Cada dominio
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contiene sus respectivas proteinas particulares (Scherer y Arroyo 2002). La
mielina compacta forma la mayor parte de la vaina de la mielina. Su
organizacion es producida por la compactacibn de mudiltiples capas de
membrana plasmatica de la célula de Schwann enrolladas concéntricamente
alrededor del axén, dejando estrechos canales de citoplasma de la propia
célula de Schwann sin compactar. Estas estructuras se denominan cisuras de
Schmidt-Lanterman (Salzer 2003), y sirven para el transporte de proteinas,
nutrientes y moléculas entre los compartimentos citoplasmaticos en el
internodo, ya que poseen uniones comunicantes (0 en inglés gap juctions).
Estas cisuras son importantes para la integridad a largo plazo de la capa de
mielina (Scherer y Arroyo 2002).

Con la ayuda de la microscopia electronica de transmision es posible
apreciar en la mielina una secuencia de lineas claras y oscuras cada 12nm
(figura 12). En torno a cada unidad repetitiva esta la linea densa mayor, que se
forma por la aposicion de las superficies citoplasmaticas de la membrana
plasmatica de la célula de Schwann. Situado entre las lineas densas mayores y
formado por la aposicidén de las caras externas de la membrana plasmatica de
la célula de Schwann se encuentra la linea doble intraperiddica o linea densa
menor.
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Figura I2: Esquema de las diferentes lineas que pueden ser observadas en la vaina
de mielina, la linea densa mayor y la linea densa menor. Las capas se han esquematizado
con las proteinas mayoritarias en cada capa (proteinas de anclaje PO (SNP) o PLP (SNC),
MBP y CNPasa), y las distancias existentes entre las diferentes capas (Imagen modificada
de Laule, Vavasour et al. 2007).
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2. Regulacién de la mielinizacion en el SNP.

El desarrollo de los nervios periféricos de los vertebrados conlleva
interacciones celulares complejas entre neuronas, células gliales y células
mesenquimales. Parte de estas interacciones ocurren entre neuronas y células
de Schwann y llevan a la formacion de la mielina. Para ello las células de
Schwann producen una hoja de membrana plasmatica especial (la mielina) que
se enrolla varias veces y de forma muy compacta alrededor del axén (Webster
1971; Garbay, Heape et al. 2000).

2.1. Embriologiay desarrollo postnatal de los nervios periféricos.

Los nervios periféricos estdn compuestos por tres tipos de tejidos
distintos: el epineurio, el perineurio y el endoneurio (Figura I1c). El epineurio se
encuentra en la parte mas externa del nervio y recubre al perineurio que es fino
y laminar. El perineurio, a su vez cubre el endoneurio que estd compuesto por
los axones, fibroblastos y las células de Schwann. Estas ultimas son las células
mas abundantes del endoneurio y proceden de la cresta neural mediante un

proceso de diferenciacion que conlleva varios pasos.

El proceso de diferenciacion y especificacion glial desde las células de la
cresta neural a células de Schwann (SC) ocurre en estados embrionarios
tempranos. En los nervios periféricos, la generacion de las células de Schwann
es un proceso prolongado que implica dos estados transicionales durante la
etapa embrionaria, y una ultima transicion después del nacimiento. La primera
transicion es de célula de la cresta neural a célula de Schwann precursora
(SCp), la segunda transicién embridnica es de célula de Schwann precursora a
célula de Schwann inmadura (iSC). La ultima transcion es la diferenciacion de
células de Schwann inmaduras a células de Schwann mielinizante (mSC) y
célula no mielinizante (hmSC) que ocurre después del nacimiento (figura 13)
(Jessen, Brennan et al. 1994; Dong, Brennan et al. 1995; Woodhoo y Sommer
2008)

La transicion de SCp a iSC coincide con el mayor cambio en la
arquitectura de los nervios periféricos durante el desarrollo del nervio. Las SCp
estan dispuestas en la periferia de los nervios en formacién, y estan rodeando
grandes paquetes de axones de pequefio calibre y diametro uniforme. En estos
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nervios embrionarios no existe todavia matriz extracelular, tejido conectivo ni
vasos sanguineos, gue se encuentran la gran mayoria en la periferia del nervio

en formacion (Jessen y Mirsky 2005; Mirsky, Woodhoo et al. 2008).

Antes del nacimiento los nervios estan formados por irregulares grupos
de axones e iSC. Estas iSC extienden procesos cada vez mas dentro de los
haces de axones, formando estructuras conocidas como “familias de células de
Schwann”, rodeadas por espacios con tejido conectivo y vasos sanguineos. A
partir de ese momento, las células de Schwann seleccionan los axones de
mayor didmetro estableciendo con ellos una relacién 1:1, en un proceso
conocido como “radial sorting” (Jessen y Mirsky 2005; Mirsky, Woodhoo et al.
2008). Solo los axones con un didmetro superior a 0,8 micras van a
interaccionar con las células de Schwann y van a ser mielinizados (Friede y
Samorajski 1967; Friede 1972).

Durante mucho tiempo se pensé que el didmetro era el punto critico para
decidir si un axoén iba a ser o no mielinizado determinando este ademas el
grosor de la vaina de mielina (Friede y Bischhausen 1982; Friede 1986; Fraher,
O'Leary et al. 1990). Sin embargo, el trabajo de Elder et al. demostré que el
grosor de la vaina de mielina no depende tanto del diAmetro de axdn, sino mas
bien de las sefales que las células de Schwann son capaces de detectar sobre
el axon (Elder, Friedrich et al. 2001). Cuando estos autores disminuyeron el
diametro del axon (aproximadamente en un 30%) mediante la generacion de
un ratdbn mutante para los neurofilamentos, observaron que la vaina de mielina
era anormalmente mas gruesa que la que envolvia a un axén del mismo
didmetro en un ratdén salvaje. Mas tarde, dos grupos distintos demostraron por
separado que la neuregulina 1 de tipo Il es esta sefal axonal de la cual
depende el grosor de la vaina de mielina (Michailov, Sereda et al. 2004,

Taveggia, Zanazzi et al. 2005).

2.2. El linaje de las células de Schwann.
En el ratdn, las células de la cresta neural se diferencian en SCp entre

los dias 12 y 13 del desarrollo embrionario (E12-E13). Entre el dia 15 de
desarrollo embrionario (E15) y el nacimiento, estas SCp experimentan ciertos
cambios fenotipicos y se convierten en iSC (Mirsky, Jessen et al. 2002; Jessen
y Mirsky 2005). Durante la primera semana de vida, una parte de estas células
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iISC salen del ciclo celular, dando lugar a las mSC que mielinizan y sintetizan
una ldmina basal alrededor de los axones (Zorick y Lemke 1996). Otra parte de
las iISC se diferencian nmSC, las cuales envuelven varios axones de menor
didmetro en los haces de Remak (Remak bundles). Las nmSC envuelven y
separan los axones de pequefo calibre pero no forman nunca una capa de
mielina (Jessen y Mirsky 2002; Jessen y Mirsky 2005; Mirsky, Woodhoo et al.
2008).

Durante los diferentes estadios de desarrollo, las células de Schwann
expresan marcadores moleculares, que pueden ser compartidos con otros tipos
celulares o ser exclusivos de este tipo celular (figura I13). Asi las células de la
cresta neural se pueden caracterizar por la expresion de los marcadores erbB3,
Sox10, L1, P75NTR, N-cadherina, integrina a4 y AP2a. (Jessen y Mirsky 2005).
También se caracterizan por estar asociadas a la matriz extracelular a través
de la cual migran. La transicion de célula de la cresta neural a SCp esta
mediado por el factor de transcripcion Sox10, el cual controla la expresion de
erbB3. En ausencia de este receptor se produce un defecto en la diferenciacion
hacia el linaje de las células de Schwann (Britsch, Goerich et al. 2001). Ademas
esta transicion de célula de la cresta neural a célula de Schwann también
puede ser bloqueada por la expresion de proteinas morfogénicas del hueso
(BMPs) (Shah, Groves et al. 1996).

Las SCp estan asociadas a grandes grupos de axones y su
supervivencia es independiente del contacto con la matriz extracelular. Las
células precursoras expresan los mismos marcadores que las células de la
cresta neural, pero ademas (y de manera exclusiva durante este estadio)
expresan la cadherina 19. Junto con esta proteina también expresan otros
marcadores que no estan presentes en las células de la cresta neural como
son BFABP, PO, desert hedgehog (DHH), PLP, PMP22 y GAP43 (Mirsky,
Woodhoo et al. 2008; Woodhoo y Sommer 2008).

La transicién de SCp a iSC se produce en un momento importante del
desarrollo de los nervios periféricos. Esta transicion esta favorecida por la
accion de la NRG1, FGF2 y Notch, que aceleran este proceso, mientras que
AP2a y las endotelinas tienen el efecto contrario retrasando la transicion. Las

iISC estan asociadas a los axones pero en esta etapa, las propias células de
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Schwann secretan un céctel de factores de supervivencia (IGF, NT-3 y PDGF-
BB) que puede actuar de manera autocrina, dotando a las células de la
capacidad de sobrevivir sin el contacto con los axones (Meier, Parmantier et al.
1999). Las células de Schwann, a este nivel expresan como nuevos
marcadores GFAP, S100, Oct-6 y O4 (Jessen y Mirsky 2005; Woodhoo y
Sommer 2008).

P75
NCAM
L1
GFAP
GFAP
S100
Oct-6
04
Krox20
BFABP BFABP PO
DHH DHH MBP
£0 B8O PMP22
GAP43 GAP43 MAG
EMP22 PMP22 Periaxina
PLP PLP PLP
m Plasmolipina
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a1p1 integrina
GalC
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Neural Precursora Inmadura No Mielinizante

Figura 13: El linaje de las células de Schwann, los marcadores presentes en cada
tipo celular, y las transiciones reguladas por las NRG1. (Imagen modificada de Jessen y
Mirsky 2005 y Mirsky, Woodhoo et al, 2008)

Después del nacimiento se producen cambios en las iSC que las hacen
diferenciarse en dos tipos celulares: las células de Schwann mielinizantes
(mSC), que se asocian con los axones de mayor diametro, y las células de
Schwann no mielinizantes (hmSC), que rodean los axones de pequefio
didmetro. Las mSC se caracterizan por la expresién de los marcadores:
Krox20, MAG, PO, MBP, PMP22 y plasmolipina, entre otros. También se
produce una bajada en la sintesis de las moléculas que caracterizan las iSC,
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como son L1, NCAM y p75NTR. En el caso de las nmSC muchos de los
marcadores de las iISC mantienen su expresion, junto al menos dos moléculas
caracteristicas, no presentes en las iSC, como son la a1p1 integrina y el GalC
(Jessen y Mirsky 2002; Jessen y Mirsky 2005; Mirsky, Woodhoo et al. 2008).

Existen reguladores positivos y negativos de la mielinizacién, que
inducen la diferenciacion a SC mielinizante o la desdiferenciacién a célula
inmadura desde el estado mielinizante. La mielinizacién esta promovida por los
factores de transcripcion Krox20, Oct-6 y las proteinas NAB y BRN2. Sin
embargo, c-Jun, Notch, Pax3 y Sox2 promueven la desdiferenciacion e inhiben
la mielinizacién (Mirsky, Woodhoo et al. 2008).

2.3. La sefalizacion axon-glia controla el desarrollo de las células de

Schwann y la mielinizacion.

Las células gliales y las neuronas se envian sefiales de manera
reciproca, que garantizan la correcta formacion y funcionamiento del sistema
nervioso. Las interacciones neurona-glia regulan muchas de las etapas del
desarrollo del sistema nervioso. Por ejemplo, la guia axonal se regula mediante

sefiales atrayentes y repulsivas emitidas por las células de la glia.

De la misma manera, muchas de las etapas del desarrollo de las células
de Schwann dependen de sefiales asociadas a los axones. Asi, para
convertirse en células de Schwann, las células de la cresta neural deben
primero contactar con los axones en crecimiento formando los nervios
embrionarios. La diferenciacion de las células de la cresta neural en SCp esta
regulada por varios factores. Existe un balance entre factores inhibidores como
BMP2 y 4 (proteina morfogenética dsea) y factores activadores como Notch y
las neuregulinas. Las BMP2 y 4 inhiben la diferenciacion glial, favoreciendo la
diferenciacion de las células de la cresta a neuronas (Shah, Groves et al.
1996). Estudios in vitro han sugerido que Notch y las neuregulinas (NRG1)
favorecen la gliogénesis de manera indirecta, inhibiendo la diferenciacion de
las células de la cresta en neuronas (Shah, Marchionni et al. 1994; Morrison,
Perez et al. 2000). Sin embargo, no esta claro si in vivo las neuregulinas
realmente inhiben la neurogénesis, ya que en los mutantes de neuregulinas o

de sus receptores no se observa un aumento en el nimero de neuronas
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(Garratt, Britsch et al. 2000).

Numerosas moléculas especificas median en las interacciones de los
axones con las células de Schwann, éstas incluyen MAG (Yin, Crawford et al.
1998), p75 (Cosgaya, Chan et al. 2002), IGF1 (Syroid, Zorick et al. 1999),
integrinas (Feltri, Graus Porta et al. 2002), y TGF- (Guenard, Rosenbaum et
al. 1995). En los ultimos afios se ha descrito como las neuregulinas y sus
receptores juegan un papel importante en las interacciones axon-célula de
Schwann en muchas etapas de su desarrollo. Muchos estudios in vitro han
demostrado que las neuregulinas desarrollan funciones importantes en muchos
aspectos del desarrollo de las células de Schwann (Jessen y Mirsky 2005). La
NRG1, por ejemplo, presenta diversos efectos sobre las células de Schwann:
puede inducir la diferenciacion de las células de la cresta neural a células de
Schwann (Shah, Marchionni et al. 1994), la maduracién de los SCp (Syroid,
Maycox et al. 1996), su movilidad y migracion (Mahanthappa, Anton et al.
1996) y su proliferacion en cultivo (Marchionni, Goodearl et al. 1993). La NRG1
también regula propiedades fisiolégicas de las células de Schwann al inducir la
expresion de canales de sodio (Wilson y Chiu 1993), e incrementa la
comunicaciéon entre las células de Schwann aumentando el nimero de gap

junction.

Una caracteristica primordial de los precursores de las SCp es su gran
dependencia de las sefales axonales para su supervivencia. Se ha
demostrado tanto in vitro (Jessen, Brennan et al. 1994; Dong, Sinanan et al.
1999) como mediante el uso de ratones transgénicos (Meyer y Birchmeier
1995; Riethmacher, Sonnenberg-Riethmacher et al. 1997), que las
neuregulinas, via sus receptores erbB2 y erbB3, suministran en gran medida
estas sefales de supervivencia. Durante su desarrollo, los precursores de las
células de Schwann sufren un proceso de apoptosis que regula su numero.
Grinspan y colaboradores, sugieren que los SCp compiten por las neuregulinas
y que el nimero de células que sobreviven depende de la cantidad de
neuregulinas axonales disponibles (Grinspan, Marchionni et al. 1996). Mientras
los SCp son dependientes de sefales axonales, las iISC son capaces de
sobrevivir por si mismas en virtud de un mecanismo autocrino. Esta via

autocrina de supervivencia no parece ser dependiente de las neuregulinas si
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no mas bien de otros factores como PDGF-BB, NT3 e IGF-2 (Meier, Parmantier
et al. 1999).

En la formacion de las células de Schwann participan diversos factores
de transcripcién regulados por el contacto axon-glia, que dirigen las diferentes
etapas del desarrollo de este linaje, entre los que destacan tres factores de
transcripcion principales o “maestros”: Krox20, Oct-6 y Sox10. Estudios con
ratones knock-out para los genes de estos factores maestros han demostrado
graves alteraciones en la mielinizacion: ausencia de mielina cuando Krox20 es
eliminado (Topilko, Levi et al. 1997), un severo déficit en el nUmero de células
de Schwann al quitar Sox10 (Topilko, Schneider-Maunoury et al. 1994;
Herbarth, Pingault et al. 1998) o severos retrasos en la mielinizacion cuando
Oct-6 es eliminado del genoma (Bermingham, Scherer et al. 1996).

2.4. NRG1l: un gen esencial para el desarrollo del SNP y la
mielinizacion.
Las neuregulinas (NRG) son proteinas de sefializacion que median en
las interacciones célula-célula del sistema nervioso, el corazon, los pulmones y
otros o6rganos. Numerosos estudios sugieren que las neuregulinas son
importantes mediadores en el desarrollo y mantenimiento del SNP (Fischbach y
Rosen 1997; Jessen y Mirsky 1999; Mirsky, Jessen et al. 2002; Falls 2003).

Esta familia de proteinas fue identificada por cuatro grupos de
investigacion distintos. Dos de los grupos buscaban un activador para el
oncogén erbB2, que favorece el desarrollo y progresion de ciertos tumores. En
el afio 1990, uno de ellos aislo, en el medio de cultivo de lineas celulares de
cancer de mama, un factor de la familia del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), capaz de promover la fosforilacion de erbB2, en células que no
expresaban EGFR (el receptor de EGF). Resultados semejantes fueron
obtenidos por un segundo grupo, quienes fueron capaces de purificar de lineas
celulares de carcinoma de mama, la Heregulina-o (Lupu, Colomer et al. 1990;
Holmes, Sliwkowski et al. 1992; Peles, Bacus et al. 1992; Wen, Peles et al.
1992).

Simultaneamente, un tercer grupo trataba de identificar un factor capaz

de estimular la sintesis de los receptores de acetilcolina en los masculos: estos
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purificaron y describieron ARIA (del inglés Acetylcholine Receptor Inducing
Activity) (Jessell, Siegel et al. 1979; Corfas, Falls et al. 1993; Falls, Rosen et al.
1993). El ultimo grupo se interesaba por un factor que favorecia la proliferacion
de las células de Schwann, descubriendo el GGF (Glial Growth Factor) (Raff,
Abney et al. 1978; Brockes, Lemke et al. 1980; Goodearl, Davis et al. 1993;
Marchionni, Goodearl et al. 1993). En la actualidad, sabemos que todas estas
proteinas estan codificadas por un mismo gen que se denomina neuregulina 1
(NRG1), y que por procesamiento alternativo de su RNA mensajero y uso de
distintos promotores, da lugar a mas de 16 isoformas (Falls 2003; Falls 2003;
Breuleux 2007).

Después del descubrimiento del gen NRG1, se encontr6 que existian
otros tres genes que codifican proteinas similares: neuregulina 2 (Busfield,
Michnick et al. 1997; Carraway, Weber et al. 1997; Chang, Riese et al. 1997,
Higashiyama, Horikawa et al. 1997), neuregulina 3 (Zhang, Sliwkowski et al.
1997; Carteron, Ferrer-Montiel et al. 2006) y neuregulina 4 (Harari, Tzahar et al.
1999).

2.4.1. Estructura del gen NRG1.

El gen humano de la neuregulina 1 (figura 14) se localiza en el
cromosoma 8p12-p21 (Orr-Urtreger et al., 1993) mientras que el gen en ratones
(y ratas) se encuentra en el cromosoma 8A3. Este gen estd completamente
secuenciado en ambas especies (Steinthorsdottir, Stefansson et al. 2004) y
presenta un tamafio de 800 kilobases en el raton y 1,5 megabases en el

humano.

El gen presenta una estructura compleja, dando lugar a mas de 16
isoformas distintas de proteinas por procesamiento alternativo del RNA
mensajero ol/y uso de promotores distintos (Falls 2003). Atendiendo a
diferencias en la estructura primaria, las diferentes isoformas se pueden
clasificar en tres tipos (I, Il y Ill) (Falls 2003). Ademas de los tres exones de
inicio ya conocidos para las distintas isoformas de la neuregulina 1,
Steinthorsdottir y colaboradores identificaron seis nuevos exones con un
posible codéon de inicio, localizados en la parte 5’ del gen humano

(Steinthorsdottir, Stefansson et al. 2004). De estos nuevos exones, tres pueden
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dar lugar a nuevas proteinas que los autores del trabajo clasifican de tipo IV a
tipo VI. Estas tres nuevas isoformas tienen sus homodlogos en ratones
(Steinthorsdottir, Stefansson et al. 2004). Sin embargo, aunque estos
homaologos murinos presentan una pauta de lectura abierta (ORF), carecen de
la metionina necesaria para iniciar la transcripcion. Esto hace que sea muy

poco probable que estas isoformas se expresen en los ratones.
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Figura |4: Estructura del gen NRG1. El gen NRG1 esta localizado en una region de
DNA de 1,5Mb, en el cromosoma 8p12-8p21. Los nimeros romanos indican el exdén que
especifica para cada tipo de neuregulina. El resto de exones coloreados indican los

dominios individuales de la NRGL1 (figura modificada de Mei y Xiong, 2008).

Como ya he adelantado, las diferentes isoformas de NRG1 son
consecuencia del uso de diferentes promotores situados en la regién 5 del gen
y al procesamiento alternativo de su RNA mensajero (Falls 2003;
Steinthorsdottir, Stefansson et al. 2004). Todas las combinaciones posibles se
encuentran representadas en la figura I5. Las isoformas se clasifican en seis
grupos, aungue hay tres grupos principales. Estos Uultimos se basan en las
diferencias estructurales (y funcionales) de su region N-terminal.

Todas las isoformas comparten un dominio semejante al EGF (EGF-like)
gue es capaz de unirse a los receptores erbB y activarlos. Las isoformas de
tipo | presentan un dominio semejante a las inmunoglobulinas (lg-like) seguido

0 no de una regién espaciadora, que contiene una secuencia con mdultiples
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sitios de glicosilaciéon, que lo separa del dominio EGF-like. Las isoformas de
tipo Il tienen el dominio de union Ig-like precedido por un dominio kringle (bucle
triple estabilizado mediante puentes disulfuros). Estas neuregulinas no
presentan la secuencia susceptible de sufrir glicosilacion entre el Ig-like y el
EGF-like. Las isoformas de tipo Il difieren de los dos otros tipos por presentar

un dominio rico en cisteina (CRD) y carecer de los otros dominios nombrados.

N-terminal
Region
EGF-like  Yuxtamembrana Cola Citoplasmatica
Tipo I
Tipo II R @ B
_ﬁ@_ 225 o UNISSG MG
T™Mn H” / i#° S i L \\
Tipplv I / @ " 3
Tipov W
Tipo VI

Figura 15: Las diferentes isoformas de NRG1. Los seis tipos de neuregulinas estan
clasificados atendiendo a la secuencia de su N-terminal. Todos tienen en comun el dominio
EGF-like. Los tipos I, I, IV y V tienen un dominio Ig-like entre el N-terminal y el dominio
EGF-like, con o sin la region espaciadora (S), mientras que la region N-terminal de los tipos IlI
y VI conecta directamente al dominio EGF-like. Las variantes estan también generadas por
procesamiento alternativo en la region yuxtamembrana y el C-terminal. Entre las dos regiones
se encuentra el dominio transmembrana del C-terminal (TMc). Con un asterisco (*) se indica

las posibles terminaciones (figura modificada de Mei y Xiong, 2008).

La presencia de un dominio inmunoglobulina tanto en las isoformas de
tipo 1 como en las de tipo Il ha hecho que se les denomine conjuntamente

como Ig-NRG, distinguiéndolas de las CRD-NRG que representan a las tipo Ill.

Existen otros tres tipos de isoformas atendiendo al N-terminal mucho
menos caracterizadas, el tipo IV, V y VI (Steinthorsdottir, Stefansson et al.
2004).

El dominio EGF-like es necesario y suficiente para provocar la activacion
del receptor, como se ha comprobado con una construccién recombinante y
una version sintética del mismo. Ademas, los mutantes que carecen de este

dominio no pueden unirse a sus receptores (Holmes, Sliwkowski et al. 1992;
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Wen, Suggs et al. 1994; Barbacci, Guarino et al. 1995). El EGF-like se
caracteriza por presentar seis cisteinas que forman tres puentes disulfuros
intramoleculares. Todas las isoformas de neuregulinas presentan un Unico
exén comun, que codifica para las cuatro cisteinas del dominio EGF-like,y les
confiere especificidad por el receptor. EI EGF-like presenta en su regién
carboxilo terminal una secuencia variable que puede generar tres estructuras
diferentes (tipo a, 0 y) con diferente afinidad por los receptores erbB, siendo
las isoformas que presentan la secuencia tipo  las més activas (Wen, Suggs et
al. 1994).

También existe una clasificacion que se hace segun la region
yuxtamembrana que presenta la isoforma: puede ser 1, 2, 3 6 4. Esta regién
yuxtamembrana es la secuencia que separa el dominio EGF-like de la
membrana plasmatica. Este dominio presenta diferencias en longitud y
secuencia. También es la region donde se produce el corte proteolitico que

produce la liberacién de algunas neuregulinas al medio extracelular.

Otra clasificacion en las isoformas transmembranales de neuregulina, es
el tipo de cola citoplasméatica que presenta después del dominio
transmembrana que puede ser a, b 6 c. Se diferencian en la cantidad y

secuencia de residuos presentes en cada cola citoplasmaética.

La expresion de las isoformas de la neuregulina ha sido estudiada con
técnicas de hibridacion in situ y mediante el uso de ratones modificados
genéticamente. Uno de estos ratones fue el creado por el grupo de Birchmeier
(Meyer y Birchmeier 1995), quienes generaron un raton que expresaba el gen
lacZ sustituyendo el dominio EGF-like del gen de la neuregulina 1. Con la
tincion de la p-galactosidasa detectaron el patrén de expresion del gen en los
tejidos del raton mutante durante el desarrollo embrionario. En estos ratones, la
expresion de la neuregulina 1 se detecté en el mesodermo, los rombémeros

2,4y 6, en el arco branquial, el corazén y el tubo neural dorsal.

En general, las neuregulinas son altamente expresadas en el sistema
nervioso, donde son sintetizadas principalmente por las neuronas (Falls, Rosen
et al. 1993; Loeb, Khurana et al. 1999) siendo sus dianas las células gliales y
los musculos. Sin embargo, también se han detectado a bajos niveles en las

células dianas, sugiriendo una posible funcién autocrina. Por ejemplo se ha
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podido detectar expresion de NRG1, aunque muy baja, en las células de
Schwann (Raabe, Clive et al. 1996; Rosenbaum, Karyala et al. 1997) y en

oligodendrocitos (Raabe, Suy et al. 1997; Deadwyler, Pouly et al. 2000).

En estadio embrionario E10, las neuregulinas de tipo | se detectan en los
ganglios trigéminos, el nervio glosofaringeo y el ganglio vagal, asi como en
algunas neuronas de los ganglios raquideos (Meyer, Yamaai et al. 1997). En
este mismo estadio, las neuregulinas de tipo Il se detectan en la notocorda,
expresandose a partir de E12 en la medula espinal y los ganglios raquideos.
Esta isoforma se encuentra también a bajos niveles en el muisculo esquelético

entre los estadios E12-E18 (Meyer, Yamaai et al. 1997).

La NRG1 de tipo Ill es la isoforma predominante en el sistema nervioso.
Puede detectarse en los ganglios craneales, los ganglios raquideos y la médula
espinal entre los estadios E10 y E18. La expresion de la isoforma de tipo I
persiste en adulto donde se expresa en las neuronas motoras y sensoriales, la
corteza, en el area septo medial y a muy alto nivel en el nucleo facial y la
habénula (Chen, Bermingham-McDonogh et al. 1994; Meyer, Yamaai et al.
1997).

Los receptores de las neuregulinas son receptores de la familia erbB. El
primero de los miembros de la familia descritos fue el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, erbB1 o HER1) identificado como una proteina
de membrana de 170 kDa que se fosforila en presencia de EGF (Carpenter,
Lembach et al. 1975).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es
filogenéticamente muy antiguo. Se conocen sus homoélogos en diversos
invertebrados como por ejemplo el receptor Let-23 en el nematodo
Caenorhabditis elegans (Sternberg, Lesa et al. 1995) o el receptor Der en la
mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Casci y Freeman 1999). En
vertebrados, se han identificado 4 receptores de esta familia: el EGFR
(erbB1/HER1) (Ullrich, Coussens et al. 1984), erbB2 (neu/HER2 (Schechter,
Hung et al. 1985; Semba, Kamata et al. 1985), erbB3 (HER3) (Kraus, Issing et
al. 1989; Plowman, Whitney et al. 1990) y erbB4 (HER4) (Plowman, Green et
al. 1993).
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En las células de Schwann, se detecta la expresién de los receptores
erbB2, erbB3 y erbB4, aunque éste ultimo en mucha menor cantidad (Levi,
Bunge et al. 1995; Vartanian, Goodearl et al. 1997), pero no se detecta la
expresion de erbB1 (Carroll, Miller et al. 1997). La sefializacion controlada por
los receptores erbB empieza por la union del ligando al dominio extracelular del
receptor erbB. Esta unién estimula la homo- y hetero-oligomerizacién de estos

receptores y su actividad tirosina quinasa.

El receptor erbB1l puede unir directamente seis tipos de ligandos que
presentan un dominio EGF-like: el propio EGF (factor de crecimiento
epidérmico), el TGFa (profactor de crecimiento transformante alfa),
betacelulina, anfiregulina, epiregulina y HBEGF (por factor de crecimiento
semejante a EGF que une heparina). ErbB1 no es capaz de unirse
directamente a las neuregulinas, aunque si puede ser reclutado como
co-receptor por un receptor de neuregulinas como erbB3 o erbB4 (Alroy y
Yarden 1997; Burden y Yarden 1997).

ErbB2 es un receptor peculiar ya que no presenta sitio de union a
ligando. Sin embargo es el receptor con mas actividad tirosina-quinasa, y es
capturado con gran afinidad por los otros receptores capaces de unir
neuregulina (erB3 y erbB4). Las isoformas del gen de NRG1 pueden reclutar a
erbB2 en sus vias de sefializacién. Esto queda confirmado por el hecho de que
el fenotipo de ratones que tienen interrumpido el gen de erbB2 o bien el gen de
NRG1 muestran el mismo fenotipo (Wolpowitz, Mason et al. 2000).

ErbB3 también es un receptor particular ya que tiene poca o ninguna
actividad de tirosina quinasa (Guy, Platko et al. 1994). Sin embargo, puede ser
fosforilado mediante la asociacion con otro receptor (trans-fosforilacion). Esta
caracteristica implica que, al igual que lo que ocurre con erbB2, erbB3 forma
fundamentalmente heterodimeros. De hecho, se ha visto que erbB3 es el
receptor predilecto para formar dimeros con erbB2. Este dimero erbB2/erbB3
es el mas potente de todos los pares que se pueden formar y es capaz de
activar muchas vias de sefalizacion (Pinkas-Kramarski, Shelly et al. 1996; Citri,
Skaria et al. 2003).

ErbB4 por su parte, tiene una estructura y comportamiento similar a la

de erbBl. Es capaz de formar homodimeros funcionales, asi como

19



Introduccién

heterodimeros con erbB2 y erbB3.

La fosforilacion de los residuos de tirosina en el dominio citoplasmatico
de los receptores erbB permite su interaccion con diferentes moléculas
adaptadoras que desencadenardn una red de cascadas de sefalizacion
intracelular (Schlessinger 2000). A pesar de su elevada homologia, los
receptores erbB no presentan redundancia en lo que se refiere a la sefal
desencadenada. El estudio de los sitios fosforilables en la cola del receptor
erbBl ha permitido deducir que éste activa, principalmente, las vias de Ras-
MAPK y la de PI3K-Akt, pero no es capaz de acoplarse directamente a esta
Gltima via (Schulze, Deng et al. 2005). En cambio, el receptor carente de
actividad quinasa erbB3 puede reclutar a PI3K, sobre todo cuando se
encuentra formando dimeros con erbB2. De hecho, erbB3, es considerado el
principal miembro de la familia encargado de activar esta via de supervivencia
celular (Waterman, Alroy et al. 1999). A pesar de no unirse con gran afinidad a
ningun ligando, el receptor erbB2, es el compafiero preferencial del resto de
receptores erbB para formar complejos y, ademas, es el que se acopla a un
mayor numero de cascadas de sefializacion (Jones, Gordus et al. 2006)
desencadenando asi potentes sefales mitdgenas (Citri y Yarden 2006).

2.4.2. NRG1 controla el desarrollo de las células de Schwann y la
mielinizacion.
La funcién in vivo de las neuregulinas en el desarrollo de las células de
Schwann y la mielinizacion de los axones del SNP se ha estudiado mediante la
generacion de ratones manipulados genéticamente (tabla I).

Los primeros datos sobre la relevancia de NRG1 se obtuvieron al tratar
de eliminar este gen del genoma murino. Los ratones nulos o Knock-out para
las neuregulinas 1 (NRG1™), fueron creados por el grupo de Carmen
Birchmeier en 1995. Los embriones de estos ratones no llegan a nacer ya que
presentan malformaciones cardiacas y una severa reduccion numeérica de
varios tipos de células originadas en la cresta neural, como una ausencia de
los SCp, malformaciones en los ganglios craneales y ausencia de neuronas

sensoriales y simpaticas (Meyer y Birchmeier 1995).
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Posteriormente el grupo de Tarpley generd un ratdon Knock-out para las
isoformas que contenfan un dominio semejante a las Ig (Ig-NRG1"), es decir,
gue es nulo para las isoformas de tipo | y tipo I, pero expresa normalmente las
neuregulinas de tipo Il (Kramer, Bucay et al. 1996). Esta mutacién, al igual que
la eliminacién completa del gen, es letal durante el desarrollo embrionario. Los
mutantes presentan alteraciones cardiacas y en los ganglios y nervios
craneales, sin embargo no hay una pérdida en la transiciéon de células de la
cresta neural a SCp, y el linaje de las células de Schwann se produce con
normalidad, sugiriendo que solo las isoformas de tipo Il estan implicadas en el
desarrollo de éste. Posteriormente el grupo de Lorna Role cre6 un mutante
para la isoformas tipo Ill, que tienen el dominio rico en cisteinas, CRD-NRG1"
(Wolpowitz, Mason et al. 2000). Estos ratones tienen un desarrollo embrionario
normal sin deficiencias cardiacas (a diferencia de los ratones anteriormente
descritos). Sin embargo, mueren al nacer al no poder respirar por no tener
sinapsis neuromusculares funcionales. A pesar de llegar al nacimiento, estos
mutantes presentan una severa alteracion del numero de neuronas motoras y
sensoriales, y del nimero de SCp, ademas de una ausencia de células de
Schwann en las terminales nerviosas durante la formacién de la unidn
neuromuscular, confirmando la importancia de estas isoformas para el

desarrollo del linaje de las células de Schwann.

A continuacion, Lee y colaboradores crearon un ratén Knock-out para el
receptor erbB2 (erbB2). Estos ratones mueren durante el desarrollo
embrionario por problemas cardiacos, al igual que el ratén NRG1", sugiriendo
gue la principal funcién in vivo los receptores erbB2 es la de ser receptores de
las neuregulinas (Lee, Simon et al. 1995). Ademas este ratdn presentaba entre

otras cosas, una disminucion en el nimero de células de Schwann.

Para estudiar el papel in vivo del receptor de neuregulinas erbB3,
Rietmacher y colaboradores, crearon el ratén knock-out erbB3”.Unos pocos
de los mutantes sobreviven hasta el nacimiento, pero la gran mayoria mueren
durante el desarrollo embrionario. Estos ratones, al igual que los ratones
erbB2™), presentan una ausencia de SCp y una gran disminucién del nimero
de neuronas motoras y sensoriales (Riethmacher, Sonnenberg-Riethmacher et
al. 1997).
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Todos estos modelos animales demuestran la importancia de la
sefalizacion NRG1-erbB en el desarrollo embrionario del linaje de las células
de Schwann. Sin embargo, la primera evidencia de la importancia de las
neuregulinas 1 en la mielinizaciébn axonal propiamente dicha (que ocurre
durante el desarrollo postnatal) fue proporcionado por el estudio de Garrat y
colaboradores, quienes analizaron el mutante condicional para erbB2 utilizando
la Cre-recombinasa expresada bajo el promotor Krox20 (Krox®®*;erbB21°).
Estos autores observaron un normal desarrollo embrionario de las células de
Scwhann, pero la mielina formada con posterioridad era delgada, mostrando
solamente unas pocas vueltas de la membrana sobre los axones del SNP
(Garratt, Voiculescu et al. 2000).

Posteriormente, Michailov y colaboradores encontraron que los
heterocigotos nulos en un alelo para la NRG1 (NRG1 EGF-like™) o para la
isoforma tipo Il tenian un grosor de la mielina disminuido, reproduciendo el
fenotipo descrito por Garrat y colaboradores. Ademas, observaron un aumento
en el grosor de la capa de mielina (disminucion del g-ratio) en el ratdn
transgénico Thyl-tipo Ill-pla NRG1, el cual sobre-expresa la isoforma lll-pla
en los ganglios raquideos y motoneuronas. Curiosamente, la sobre-expresion
de la isoforma lI-1a no afecta al grosor de la capa de mielina, lo que sugiere
gue solo las isoformas de tipo Il estan implicadas en el control de la
mielinizacion axonal en el SNP (Michailov, Sereda et al. 2004). Recientemente
se ha sugerido que el efecto diferencial de las diferentes neuregulinas en la
mielinizacion podria estar relacionado con su capacidad para activar con
distintas eficiencias las vias de la PI3K y la de MAPK (Syed, Reddy et al.
2010). Aunque los mecanismos no han sido esclarecidos, todos los
experimentos sugieren que en el nervio periférico hay un equilibrio fino de la

sefalizacion por diferentes neuregulinas 1.
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Sistema Nervioso

Genotipo Fenotipo Periférico
NRG1H No viable Ausencia células de Schwann
(malformacién cardiaca) (SC)
) i
l9-NRG1 No viable Los SCp se producen
(tipo l'y Il KO) (malformacién cardiaca)
CRD-NRG1" Muere a PO Marcada reduccion en el
(tipo 1l KO) (problemas respiratorios) numero de SC y motoneuronas
No viable Ausencia neuronas SNP

erbg2 - _ derivadas de la cresta neuronal.
(malformacién cardiaca) o
Disminucién namero SC

Ausencia neuronas SNP
erbBS('/') No viable o muere a PO derivadas de la cresta neuronal.

Disminucién niumero SC

Disminucién grosor mielina

Krox20*) / erpg 2o Viable No hay cambios en el niimero
de SC

Disminucién grosor mielina

NRG1 EGF-like “" Normal No hay cambios en el nimero
de SC

! Aumento grosor capa mielina
Viable 9 p

Thy1-tipo lll-pla NRG1 . .
Sintomas neuroldgicos

No hay cambios en el numero
de SC

Tabla I: Enumeracion de los ratones modificados genéticamente utilizados para el
estudio in vivo de la funcién de la NRG1. Los experimentos de modificacion genética en
ratones han mostrado que ademés del papel en el desarrollo del SNP, las neuregulinas
también juegan un papel importante en el SNP maduro y la mielinizacién de los axones

por las células de Schwann.

Ademas de controlar el grosor de la capa de mielina, las neuregulinas
tipo 1l instruyen a las células de Schwann sobre que axones tienen que ser
mielinizados. Un experimento ilustrativo del papel de las NRG1 tipo Ill en la
instruccion de la mielinizacién axonal del SNP fue el realizado por Taveggia y
colaboradores, con neuronas simpaticas en cultivo. Estas neuronas no se
mielinizan in vivo y tampoco in vitro. Sin embargo, cuando se las forzé a
expresar NRGL1 tipo IlI-p1la mediante de la infeccidon por un lentivirus, muchas
de las neuronas simpaticas resultaron mielinizadas al ser co-cultivadas con

células de Schwann (Taveggia, Zanazzi et al. 2005).
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En resumen, teniendo en cuenta estos (y otros) experimentos, se cree
gue los axones de las neuronas que expresan altos niveles de NRGL1 tipo Il
proporcionan una sefial que induce su mielinizacion; los niveles intermedios de
NRGL1 inducen una débil mielinizacidon mientras que los bajos niveles de esta
isoforma promueven la diferenciacion a células de Schwann no mielinizantes

(Taveggia, Zanazzi et al. 2005; Nave y Salzer 2006).

2.4.3. La desregulacién de la via NRG1-erbB como origen de algunas

patologias: implicacién en el cancer.

Ademas de su importante papel fisiolégico (y posiblemente a
consecuencia de este) la desregulacion de la sefalizacion por neuregulinas ha
sido implicada en algunas patologias. Asi, se han descrito alteraciones en la
expresion de neuregulinas en diferentes tipos de cancer humano
adjudicandoles un notable papel en el desarrollo y progresion de estos (Stove y
Bracke 2004; Breuleux 2007). La accién de las neuregulinas en los tumores es
debido a la ganancia de funcion, activandose la via autocrina o aumentando su
sensibilidad a la sefalizacion paracrina (Breuleux 2007; Montero, Rodriguez-
Barrueco et al. 2008).

El papel la via de las neuregulinas se ha estudiado principalmente en el
cancer de mama, donde se ha descrito un aumento en la expresion de algunos
de sus receptores (erbB2), o la expresién de variantes mutadas de estos,
constitutivamente activas. Ademas de la sobre-expresién del receptor, la
expresion aberrante del ligando se cree que podria estar también implicada en
el desarrollo de algunos céanceres. En la revision de Montero y colaboradores
se recoge que las neuregulinas son expresadas en una gran cantidad de
tumores, como el cancer de mama, prostata, colon, ovarios, y pancreas entre
otros (Montero, Rodriguez-Barrueco et al. 2008). Mdltiples estudios sugieren
que las neuregulinas inducen la progresion del cancer de mama a través de la
adquisicién de un fenotipo mas agresivo, determinado por la independencia
hormonal, resistencia a antiestrogénicos, capacidad tumorogénica aumentada
(Tang, Perez et al. 1996), y mayor invasion (Tsai, Hornby et al. 2000; Yao,
Xiong et al. 2001) y metéastasis (Meiners, Brinkmann et al. 1998; Atlas, Cardillo
et al. 2003; Tsai, Shamon-Taylor et al. 2003).

24



Introduccién

Interesantemente, la capacidad tumorogénica e invasiva de lineas de
adenocarcinoma se ha visto reducida con la inactivacion de la via de las
neuregulinas por anticuerpos especificos frente a sus receptores (impidiendo la
heteromerizacion de los receptores) (Hijazi, Thompson et al. 2000), o con la
reduccion de sus niveles utilizando oligonucle6tidos antisentido (bloqueando su
sefalizacion intracelular) (Tsai, Shamon-Taylor et al. 2003), abriendo la
posibilidad de utilizar la via de las neuregulinas como diana terapéutica para el
tratamiento de éste u otros tipos de cancer causados por su desregulacion.

3. ¢ Tiene NRG1 un papel en laregulacion de la mielinizacién del SNC?

Los oligodendrocitos son las células mielinizantes en el SNC. Los
oligodendrocitos mielinizantes son el producto final de un linaje celular, que
tiene un complejo y preciso programa de proliferacion, migracién y
diferenciacion cuyo objeto es recubrir con una capa de mielina los axones del
SNC.

En la médula espinal, la mayoria de los oligodendrocitos derivan de la
zona ventricular ventral, donde primero se generan las neuronas motoras, y
después se produce un cambio de neurogénesis a gliogénesis, generandose
las células precursoras o progenitoras de los oligodendrocitos (OPCs). De esta
region migran al resto de la médula antes de diferenciarse en oligodendrocitos
mielinizantes (Cai, Qi et al. 2005). Después de esta oleada de oligodendrocitos,
hay otra oleada procedente de la zona dorsal de la médula, que llega a
contribuir con el 10-15% de la poblacién final de los oligodendrocitos en esta
estructura (Fogarty, Richardson et al. 2005). En el cerebro, los primeros OPCs
se originan en la eminencia ganglionar media y area entopeduncular anterior.
Estos OPCs pueblan el tele-encéfalo entero incluyendo la corteza cerebral. A
estos se une una segunda oleada de OPCs procedentes de las eminencias
laterales y caudal. La tercera y ultima oleada de OPCs se origina en la propia
corteza durante el desarrollo posnatal (Kessaris, Fogarty et al. 2006).

Estos OPCs migran para formar lo que sera la sustancia blanca en el
adulto. Durante esta migracion, los OPCs pasan al estadio de progenitores de
oligodendrocitos, caracterizandose por una morfologia bipolar y la expresion
del receptor de PDGFa, y el proteoglicano NG2 (figura 16). A continuacién
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pasan a ser pre-oligodendrocitos, con una morfologia en forma de estrella y
caracterizados por la expresién del sulfatido O4. Posteriormente se transforman
en oligodendrocitos inmaduros expresando el marcador de la galactoceramida
(GalC). Después pasan a oligodendrocitos maduros expresando MBP, MAG y
PLP, y el dltimo paso de la diferenciacion es la transformacion a
oligodendrocitos mielinizantes que expresan de manera caracteristica MOG
(Baumann y Pham-Dinh 2001; Ndubaku y de Bellard 2008; Bradl y Lassmann

2010).

MOG
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MBP MBP
MAG MAG
GalC GalC GalC
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Figura 16: El linaje de los oligodendrocitos y los diferentes marcadores presentes en
cada tipo celular durante su diferenciacion (Imagen modifica de Baumann y Pham-dinh,
2001; y Ndubaku y Bellard, 2008).

El papel de la neuregulina 1 en la mielinizacién en el SNC no ha sido
caracterizado del todo, al no poder emplear el modelo del raton knockout para
la NRG1. Este raton muere en el estadio embrionario de 10,5 dias, antes del
desarrollo de los oligodendrocitos (Meyer, Yamaai et al. 1997). Por el mismo
motivo no se han podido realizar estos estudio en los ratones nulos para los
receptores erbB2, erbB3 y erbB4.

Sin embargo, y en base a lo observado en el SNP, hasta hace poco
tiempo, se pensaba que sefalizacién por la via de NRG1-erbB podria estar
también implicada en la regulacion de la mielinizacién del SNC. Sin embargo

estudios recientes sugieren que la sefalizacion a través esta via tiene efectos
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notablemente diferentes en la mielinizacién del SNP y SNC. Con el empleo de
ratones knockout condicionales para la NRG1l en diferentes estadios del
desarrollo neural, Brinkmann y colaboradores (2008) han establecido
recientemente que la pérdida de la expresion de este gen en neuronas no
produce alteraciones en el desarrollo ni la mielinizacion del SNC. Lo mismo
sucede en los ratones knockout condicionales para erbB3 y erbB4 en
oligodendrocitos. Este estudio demuestra que la sefalizacion por la via NRG1-
erbB es prescindible en el proceso de mielinizacion del SNC (Brinkmann,
Agarwal et al. 2008). Sin embargo, en el estudio también se ha demostrado
que la sobre-expresion de las neuregulinas tipo | o tipo Il provoca una
hipermielinizacion de unos pocos axones en determinadas regiones del SNC
(Brinkmann, Agarwal et al. 2008). Estos datos sugieren que aunque
prescindible, la sefializacion por NRG1 puede contribuir, junto con otras
sefiales, al control de mielinizacion del SNC. En este sentido, en un reciente
estudio, Goebbles y colaboradores sugieren que la regulacion de la
mielinizacion en el SNC responde esencialmente a los niveles de activacion de
la via de PI3K, y que cualquier sefial que module esta via (como por ejemplo
NRG1) contribuye al control de la mielinizacién por los oligodendrocitos
(Goebbels, Oltrogge et al. 2010). Puesto que la activacién de PI3K en los
oligodendrocitos depende de otros muchos factores, la eliminacion de NRG1 o
sus receptores no tendria una contribucion significativa en la mielinizacion. Sin
embargo, la sobre-expresion de NRG1 si podria contribuir a incrementar el

grosor de la capa de mielina al sobre-activar esta via.

En resumen, aunque es posible que las neuregulinas contribuyan a la
mielinizacion del SNC, su relevancia parece ser mucho menor que la que

tienen en el SNP.
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Objetivos

En esta tesis trataremos de contribuir a esclarecer el papel de las
distintas isoformas de neuregulina 1 en la mielinizacién del sistema nervioso.
Estudios previos habian sugerido que las isoformas tipo Il (y solo ellas)
controlan la mielinizacion del sistema nervioso periférico. Dos isoformas tipo |l
han sido descritas, la tipo lll-pla y la llI-p3, siendo la primera de ellas la Unica
caracterizada hasta el momento in vivo. El objetivo de esta tesis es la
caracterizacion in vivo del papel de la neuregulina 1 de tipo IlI-f3 (0 SMDF) en
la mielinizacion del sistema nervioso. Para ello utilizaremos ratones que sobre-
expresan SMDF en neuronas. Estos ratones, generados en nuestro laboratorio,
contienen el cDNA que codifica para la neuregulina humana SMDF (hSMDF)
bajo el promotor de la enolasa especifica neuronal (NSE) de rata (ratones NSE-
hSMDF).

Los objetivos especificos son:

1.- Caracterizacion de la integracion y expresion del transgén en las dos

lineas de ratones transgénicos NSE-hSMDF obtenidas.

2.- Determinacion de los efectos de la expresion del transgén en la
mielinizacion del sistema nervioso central y periférico mediante técnicas

bioquimicas y moleculares.

3.- Exploracion morfoldgica, ultraestructural e inmunohistoquimica del

proceso de mielinizacion en el SNC y SNP de los ratones transgénicos.

4.- Evaluaciéon funcional del sistema nervioso de los ratones

transgénicos: caracterizacion electrofisiolégica.

5.- Determinacién de los posibles efectos patolégicos de la ganancia de

funcién en la sefalizacion axén-glia mediada por neuregulinas.
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1. Sobre-expresion neuronal in vivo de la neuregulina tipo IlI-83 humana

(hSMDF): generacion de ratones NSE-hSMDF.

Que las neuregulinas juegan un papel fundamental en el control de la
mielinizacion del sistema nervioso periférico ha sido inequivocamente
establecido durante el transcurso de los Ultimos diez afios (Salzer 2008).
Interesantemente también ha sido demostrado que el efecto promielinizante
esta restringido a algunas de las isoformas codificadas por NRG1. Asi se ha
demostrado que la sobre-expresion neuronal de una neuregulina tipo Il (la
isoforma tipo 1ll-fla) provoca un aumento generalizado en el grosor de la capa
de mielina en el sistema nervioso periférico. Curiosamente, estos mismos
autores han observado que la sobre-expresion de otra isoforma de neuregulina
(tipo 1) no produce efecto alguno en la mielinizacién (Michailov, Sereda et al.
2004).

Al menos dos isoformas de neuregulina tipo Il han sido descritas, la
lll-Bla y la llI-3. La mayor parte de los estudios sobre mielinizacién se han
realizado con la primera de ellas, siendo la funcién in vivo de la ultima poco
conocida. Para estudiar el papel fisiolégico de la neuregulina IllI-f3 decidimos
generar un ratén transgénico que sobre-expresara la version humana de esta
isoforma (hSMDF) bajo el promotor de la enolasa especifica neuronal de rata
(NSE). La enolasa neuronal es una proteina que se expresa en neuronas
diferenciadas a partir del estadio E18. La regién del promotor utilizada en
nuestro estudio ha sido previamente empleada para dirigir la expresion de la p-
galactosidasa en ratones transgénicos, donde se ha podido comprobar que
reproduce con fidelidad el patron de expresion del gen enddégeno (Forss-Petter,
Danielson et al. 1990).

1.1. Construccion del plasmido NSE-hSMDF-.

El plasmido pNSE-hSMDF se obtuvo mediante la insercion del cDNA
gue codifica para el SMDF humano (hSMDF) tras el promotor de la enolasa
especifica neuronal de rata (NSE) en el vector pNSECAT (Forss-Petter,
Danielson et al. 1990). Este vector fue cedido amablemente por el Profesor.
W.D. Richardson (del Wolfson Institute for Biomedical Research, UCL). Para
mas detalles ver publicacion (Forss-Petter, Danielson et al. 1990).
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1.2. Microinyeccion en oocitos y obtencién de lineas de ratones

transgénicos.

El vector pNSE-hSMDF se digiri6 con EcoRI, y el fragmento que
contenia el promotor con el inserto y el sitio de poliadenilacion de SV40 se
inyecté en oocitos fecundados, que posteriormente se implantaron en ratonas
receptoras pseudogestantes (figura R1). Estos experimentos se realizaron en
el laboratorio del Profesor W.D. Richardson en Londres.

Tras la microinyeccion se obtuvieron dos lineas de ratones fundadores
capaces de transmitir el transgén a la descendencia. Los dos fundadores
obtenidos, uno macho y otro hembra, generaron dos lineas de ratones
transgénicos diferentes al ser cruzados con animales silvestres de la cepa
C57BJ6. Durante este trabajo, se especificara la linea de ratones con la que se
realizé cada experimento como NSE-hSMDF#1 (linea procedente de la hembra
fundadora), y NSE-hSMDF#2 (linea procedente del macho fundador).

Eco Rl Eco RI
L NSE prom (1,8kb) hSMDF | SV40 poly A [—

Figura R1: Construccion del transgén NSE-hSMDF. Secuencia inyectada en los

oocitos del ratdn, tras digestién con EcoRI.

1.2.1. Evaluacion del numero de copias integradas mediante PCR
cuantitativa (QPCR).

La microinyeccion de DNA en los ovocitos fecundados resulta en la
integracion aleatoria del transgén en el DNA genomico del pre-embrion.
Generalmente la integracion suele ser en un uUnico sitio, pero el nimero de
copias de transgén integrado es altamente variable, integrandose
generalmente un ndamero variable de copias en tandem. Para determinar el
namero de copias del transgén en cada cepa de raton utilizamos PCR
cuantitativa a tiempo real (QPCR) (Mitrecic, Huzak et al. 2005). Esta técnica nos
permite conocer el numero de copias de un gen problema, al ser comparado
con un gen control. En este caso el gen control que se utilizé fue el gen de la
proteina Gap junction alpha 5 murina (mMGJA5), que como la gran mayoria de
genes se encuentra en dos copias en el genoma de raton. Ademas para poder
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obtener unos resultados fiables, se utilizaron tres diluciones diferentes del DNA
genomico (12ng/ul, 6ng/ul y 3,5ng/ul). Con estas diluciones se pudo calcular la
eficiencia de la PCR cuantitativa. Si la eficiencia era menor del 90% o superior
al 110%, los resultados eran descartados.

Como se puede observar en la figura R2, mientras que el ciclo umbral o
Ct del gen control (mMGJA5) es el mismo en ambas lineas, la Ct del transgén
(NSE-hSMDF) es claramente distinta para cada una de las lineas. Aplicando la

formula de 22¢T

se obtuvo el nimero de copias insertadas en cada genoma de
las dos lineas de ratones modificados genéticamente. Puesto que los
productos amplificados del control son del mismo tamafio que los del transgén
(365pb), y el numero de copias del housekeeping (gen control) es de dos al
estar presente en los dos cromosomas, se pudo estimar el nimero de copias
del transgén integradas por genoma. Teniendo en cuenta que los ratones
transgénicos utilizados en el estudio fueron siempre heterocigotos, pudimos
estimar que el numero de copias del transgén es de 24 en la linea

NSE-hSMDF#1, y de 7 copias en el caso de la linea NSE-hSMDF#2.

24 4
23
22

L I =
o"" 20

191 o N

18 {

17 {

16 | R 2

151

Figura R2: Numero de copias del transgén insertadas en el genoma del raton
transgénico. Calculo de la Ct mediante qPCR para el housekeeping mGAJ5 (cuadrados
blancos) y para el transgén (triangulos negros). El tamafio del amplificado y la eficiencia
en ambos genes fue la misma; el nimero de copias calculado fue: 7 copias para la linea
del NSE-hSMDF#2™") (muestras a y b), y 24 copias para la linea NSE-hSMDF#1"")

(muestras cy d).
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Ademas, y para comprobar que no hay ninguna mutacién, realizamos
una secuenciacion completa de un producto de PCR amplificado a partir del
DNA genomico extraido de estos ratones. Esta aproximacion nos permitio
confirmar que la secuencia del transgén no presenta mutaciones, ni en el

promotor ni en la secuencia codificante para el hNSMDF (no mostrado).

1.3. Expresion del transgén en las diferentes lineas de ratones.

Aunque el promotor NSE ha sido ya ampliamente utilizado para dirigir la
expresion de otros genes en neuronas (Forss-Petter, Danielson et al. 1990;
Fruttiger, Calver et al. 1996; Calver, Hall et al. 1998), como ya he indicado con
anterioridad, la posicién de integracion de un transgén en el genoma es
aleatoria. Esto puede provocar que, en algunas situaciones, el contexto
genético modifique el patron de expresion del transgén, resultando en un
patron de expresion aberrante que no refleja exactamente el dictado del
promotor. Por ello nuestro primer objetivo fue caracterizar el patron de

expresion del transgén en estos animales.

1.3.1. El promotor NSE dirige la expresion del transgén a las

neuronas.

Inicialmente estudiamos en qué tejidos podia ser detectado el mMRNA del
transgén NSE-hSMDF. Para ello obtuvimos RNA total de diferentes tejidos y
realizamos una retrotranscripcién. Para eliminar cualquier contaminacion de
DNA gendmico que se pudiera haber purificado junto al RNA, la reaccion se
tratd con DNAsa | (libre de RNAsas). Una vez obtenido el cDNA realizamos una
PCR con oligonucledtidos especificos para el transgén (NSE-hSMDF), y para
un gen control (SREBP2). Para tener un control extra en la PCR, se realiz6 de
forma paralela a la sintesis del cDNA una reaccion de retrotranscripcion “falsa”
(-RT), que consistié en poner todos los elementos de la sintesis de cDNA
excepto la transcriptasa inversa.

Como se puede apreciar en la figura R3, en ambas lineas el transgén se
expresa en los tejidos neurales, como son el cerebro anterior, cerebelo,
médula, ganglio trigémino y nervio ciatico, mientras que en tejidos no neurales

como corazon, rifidn e higado no hay expresion del transgén. Esto demuestra
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gue el promotor es activo en el tejido nervioso, tal y como se esperaba, puesto
gue se trata del promotor para una proteina que fisiolégicamente se expresa

Gnicamente en neuronas.
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Figura R3: La expresion de hSMDF se produce en tejidos neurales en los ratones
transgénicos debido al promotor de la enolasa neuronal especifica. a. RT-PCR del
transgén y SREBP2 (+RT) en diferentes tejidos neurales y no neurales en la linea
NSE-hSMDF#1(+/'), ademéas de falsas retrotranscripciones donde se omiti6 la
transcriptasa reversa (-RT). b. En los ratones NSE-hSMDF#2" se expresa el transgén
en los mismos tejidos que en los de la linea #1. Algunas muestras adicionales han sido

incluidas en este experimento para detallar mejor el patrén de expresion.

A continuacién determinamos los niveles de expresion del transgén
comparandolos con los niveles enddégenos de SMDF. Para ello cuantificamos
(mediante gPCR) los niveles de mRNA de SMDF en el ganglio trigémino de los
ratones NSE-hSMDF#1"” y sus hermanos de camada silvestres. Para ello
empleamos primers (oligonucledtidos iniciadores) especificos capaces de
amplificar al mismo tiempo el cDNA del SMDF humano y murino. Los
resultados obtenidos se resumen en la figura R4a. Como se observa en esta
gréfica hay una notable sobre-expresion de SMDF en las neuronas de los
ratones NSE-hSMDF#1™". Estos animales transgénicos expresan seis veces
mas mRNA de SMDF que los ratones silvestres. En la linea NSE-hSMDF#2"

el aumento es de 2,6 veces respecto a los animales silvestres.

33



Resultados

Para averiguar si el promotor NSE dirige realmente la expresion del
transgén a las neuronas y no a las células gliales utilizamos técnicas de
hibridacién in situ. Esta técnica se basa en la capacidad de los acidos nucleicos
para hibridarse entre si cuando encuentran secuencias complementarias. En
nuestro caso utilizamos una sonda de RNA (marcada con digoxigenina)
especifica para la forma humana de SMDF, que hibrida con el RNA mensajero
gue se produce exclusivamente en las células donde se expresa el transgén.
La hibridacién fue detectada mediante una tincién colorimétrica producida por
la fosfatasa alcalina, la cual procesa el sustrato NTB/BCIP dando un intenso
color violeta. Esta enzima estd conjugada a un anticuerpo monoclonal que
reconoce la digoxigenina, incorporada en la secuencia de la sonda durante el
proceso de marcaje. Como se aprecia en la Figura R4b, en ambas lineas de
ratones, el transgén se pudo detectar en la sustancia gris de la médula espinal
(donde se sitian los somas de las neuronas) y no en la sustancia blanca
(donde se sittan las células gliales). Estos resultados sugieren que el transgén
se expresa Unicamente en las neuronas, como cabia esperar al estar bajo el

promotor de la enolasa neuronal.

Para comprobar si la sobreexpresion del transgén se traduce en un
aumento en los niveles de proteina utilizamos la técnica de Western blot. Estos
estudios se realizaron en la linea NSE-hSMDF#1 puesto que tiene un mayor
namero de copias del transgén integradas en su genoma. Aprovechando que
SMDF es una proteina glicosilada (Cabedo, Carteron et al. 2004), se
concentraron las proteinas glicosiladas de extractos de cerebro y de nervio
ciatico mediante la lectina de germen de trigo o WGA (“wheat germ agglutinin”),
gue une los oligosacaridos con residuos de N-acetilglucosamina. Como control
positivo se utilizaron células COS7 transfectadas con un plasmido que expresa
SMDF (pcDNA3-hSMDF) en células de mamifero, y como control de carga un
anticuerpo contra una proteina glicosilada como es erbB3. Nuestros resultados
demuestran que, al igual que ocurre con el mRNA, los ratones
NSE-hSMDF#1"" tienen unos niveles de proteina SMDF mayores que sus

hermanos silvestres (Figura R4c).
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Figura R4: Expresién del transgén. a. Cuantificacién por gPCR de los niveles de
mRNA de SMDF en los ratones NSE-hSMDF™") (lineas #1 y #2) y sus hermanos
silvestres de camada. Utilizamos cDNA sintetizado a partir del RNA de los ganglios
trigéminos de ratones de dos meses de edad. Niveles normalizados con el gen 18S 'y
dos ratones por genotipo. b. Hibridacién in situ con la sonda hSMDF en la médula
espinal en las dos lineas de ratones transgénicos. c. Los niveles de la proteina SMDF
estan aumentados en el cerebro y nervio ciatico del ratdn transgénico de la linea NSE-
hSMDF#1“"), medidos por Western blot de extractos de tejido nervioso de animales
silvestres y mutantes concentrados con la lectina WGA e incubados con anti-HRGp3

(SMDF) y anti-erbB3 (control de carga).

1.3.2. Perfil de expresion temporal del transgén.

La expresion del promotor NSE se incrementa de una manera gradual
durante el desarrollo postnatal (Forss-Petter, Danielson et al. 1986; Forss-
Petter, Danielson et al. 1990). Para conocer en detalle la expresion del
transgén en los ratones NSE-hSMDF*") cuantificamos, mediante qPCR los
niveles de mRNA en el ganglio trigémino de los ratones NSE-hSMDF#1 en
estadio embrionario de 16 dias (E16), y a la edad de 5 (P5) y 20 dias (P20).

Como se puede apreciar en la figura R5a, en el estadio embrionario el
transgén es apenas detectado, mientras que a los cinco dias presenta una
fuerte expresion, que se mantiene hasta los 20 dias de edad. Nuestros datos
confirman los de Forrs-Peters y colaboradores (1990). Estos autores
observaron que la expresion de niveles significativos de la proteina £

galactosidasa ocurria a partir del estadio E18 en los ratones transgénicos NSE-
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lacZ, coincidiendo con el inicio de la expresion de la enolasa neuronal

endogena.

Unidades arbitrarias

0 10 20 30
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Figura R5: Perfil de expresion del transgén en los ratones mutantes de la linea #1,
a los 16 dias de desarrollo embrionario, y a los 5 y 20 dias de edad. Los niveles de

mRNA del transgén se normalizaron frente a los del 18S.

2. Efectos de la sobre-expresién neuronal de la neuregulina 1lI-B3 en la

mielinizacién del sistema nervioso central.

Mientras que el papel del gen NRG1 en el control de la mielinizacién del
SNP esta bien documentado, no ocurre lo mismo en el SNC. Asi, mientras
parece que la sobre-expresién neuronal de NRG1 aumenta el grosor de la
mielina en algunos axones, el efecto dista mucho de ser generalizado. Es mas
la eliminacion total del gen NRGL1 de las neuronas del SNC mediante métodos
genéticos no tiene efecto alguno sobre la mielinizacién (Brinkmann, Agarwal et
al. 2008). Para contribuir a esclarecer el papel de la NRG1 en la mielinizacién
del SNC, determinamos su estado de mielinizacion en los animales
NSE-hSMDF#1""” mediante distintas aproximaciones que se detallan a

continuacion.

2.1. Efectos del transgén sobre los niveles de RNA mensajero para las

proteinas de la mielina.

En la figura R6a, se muestran los niveles de RNA mensajero para las
proteinas de la mielina en muestras del cerebro anterior de ratones de 20 dias
de edad. Se puede observar que los niveles de RNA mensajero para estas

proteinas en los ratones transgénicos son generalmente superiores. Este
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incremento llega a ser un 29% superior en el caso del MBP (proteina basica de
la mielina) y CNPasa (2', 3'- nucleétido ciclico 3'-fosfodiesterasa), y a un 19%

en el de la PLP (proteina proteolipidica de la mielina).
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Figura R6: La sobre-expresion de hSMDF en el sistema nervioso central no
provoca cambios significativos en los marcadores de mielinizacién. a. RT y gPCR de
RNA mensajero de proteinas de la mielina (MBP y PLP) y marcadores gliales (CNPasa),
a partir de extractos de cerebro de ratones NSE-hSMDF#1") y sus hermanos de
camada silvestres a P20. Los resultados estan normalizados respecto al RNA
ribosémico de 18S. b. Western blot de extractos de cerebro a P20, donde se observa
gue no existen diferencias apreciables en los niveles de MBP entre ambos genotipos. c.

Tampoco se encontraron diferencias en el grado de activacion de la via de la MAPK.

2.2. Efectos a nivel de proteina.

Para comprobar si el aumento en los niveles de mensajero se traducian
en un aumento en los niveles de las proteinas de la mielina, se utilizé la técnica
del Western blot, donde se estudi6 la proteina basica de la mielina (MBP) como
marcador de mielinizacion, y el receptor erbB3, y la p-actina como controles de

carga.

Como se aprecia en la figura R6b, no encontramos diferencias en los
niveles de la proteina MBP entre los extractos de proteinas del cerebelo-
troncoencéfalo de los ratones silvestres y transgénicos de 20 dias de edad.
Estos datos sugieren que los cambios en los RNAs mensajeros de las

proteinas de la mielina no son de suficiente entidad como para traducirse en
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cambios reales a nivel de proteina, y por lo tanto carecen de relevancia
fisiologica.

La via de la MAPK tiene un papel importante en la proliferacién y
diferenciacion de los oligodendrocitos (Bhat y Zhang 1996; Baron, Metz et al.
2000). Para saber si la expresion del transgén llega a provocar algun cambio
en los niveles de activacion de la via de la MAPK en los ratones mutantes,
hicimos un inmunoblot de extractos proteicos de cerebro anterior a la edad de
20 dias. Como muestra la figura R6c, la expresiéon del transgén no modifica de
una manera estable y significativa el grado de activacién de la via de la MAPK
(medida como el nivel de fosforilacion de esta proteina) en el SNC de los

ratones transgénicos.

2.3. Efectos sobre el grosor de la capa de mielina.

La cuantificacion de los niveles de las proteinas de mielina es
generalmente un reflejo del estado de mielinizacién axonal. Sin embargo esto
no es siempre asi (Forss-Petter, Danielson et al. 1990; Fruttiger, Calver et al.
1996; Calver, Hall et al. 1998). Con el objeto de obtener una informacion mas
detallada del estado de mielinizacion, utilizamos técnicas morfoldgicas.
Mediante microscopia electronica pudimos realizar el analisis detallado del
grosor de la capa de mielina que envuelve los axones. Para hacer uso de esta
técnica anestesiamos profundamente los ratones con Ketamina y Xilacina, y a
continuacion los perfundimos con 2% de paraformaldehido y 2,5% de
glutaraldehido. Disecamos los nervios Opticos, postfijAndolos y contrastandolos
con tetradxido de osmio, para posteriormente incluirlos en resina epoxi. Tras
tallar los moldes, se obtuvieron cortes ultrafinos (70-90nm de grosor) que se
depositaron sobre una rejilla de cobre de 200nm de malla (tiiéndolos con
acetato de uranilo y citrato de plomo de Reynolds). Posteriormente obtuvimos

imagenes de estas muestras con un microscopio electrénico de transmision.

Para cuantificar el grosor de la capa de mielina en el nervio 6ptico
utilizamos la razén “g” (en inglés g-ratio) de los axones mielinizados del nervio
optico. El g-ratio es la relacion entre el diametro del axén y el diametro total de
la fibra mielinizada, es decir, el didmetro del axébn mas el diametro de la

membrana de mielina. Como el g-ratio es la relacion de dos diametros, y el
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diametro es igual al perimetro divido por el numero pi, conociendo los
perimetros del axon y de la fibra mielinizada es facil calcular el g-ratio de la
fibra (figura R7). Las medidas de los perimetros se obtuvieron con el programa
Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/, National Institute of Health), tal como se

ilustra en la figura R7.

En la figura R7 se aprecia que en los ratones de 5 meses de edad no
hay un cambio en el grosor de la capa de mielina, expresada como el g-ratio de
mas de 100 axones. Asi mientras el raton silvestre tiene un g-ratio de 0,783 +
0,004, el ratdén transgénico lo tiene de 0,776 £ 0,005. Esta es una diferencia
insuficiente para tener significacion estadistica (prueba de t para muestras
independientes, n=2 y p=0,3022).

i . perimetro axén
g-ratio =

perimetro fibra

Figura R7: La sobreexpresion del transgén no afecta al grosor de la capa de
mielina en el nervio éptico. a. Método de cuantificacién del g-ratio: se empled el
programa ImageJ para determinar el perimetro del axén y el perimetro de la vaina de
mielina. A continuacién se calculd el g-ratio dividiendo los dos valores. b. Imagenes de
microscopia electronica del nervio 6ptico de un animal silvestre y transgénico donde se
aprecia que no hay diferencias en el grosor de la capa de mielina. c. La cuantificacion
de mas de 100 axones por genotipo mostré que no existen diferencias significativas en
el g-ratio entre ambos genotipos (prueba de t para muestras independientes, n=2 y
p=0,3022).
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Estos datos, tomados en conjunto con los de la cuantificacion del RNA
mensajero y de las proteinas de la mielina sugieren que la sobre-expresion
neuronal de la neuregulina 1 tipo 1lI-f3 no tiene efecto alguno en el proceso de
mielinizacion en el sistema nervioso central, y apoyan la idea de que el papel

de NRGL1 en la mielinizacion del SNC no es tan importante como en el SNP.

3. Consecuencias de la sobre-expresién neuronal de la neuregulina lll-p3

en la mielinizacion del sistema nervioso periférico.

En el transcurso de los ultimos diez afos, gracias al trabajo de
numerosos laboratorios ha quedado elegantemente demostrado que el gen
NRG1 es fundamental para numerosos aspectos del desarrollo del linaje de las
células de Schwann. Ademéas de fundamental para el desarrollo de este tipo
células, se ha demostrado que diversos productos de este gen también
controlan finamente el estado y los niveles de mielinizacion de los axones del
SNP (Jessen y Mirsky 2005; Birchmeier y Nave 2008).

3.1. La sobre-expresion neuronal de SMDF provoca una activacion
mantenida de las cascadas de sefializacion de la MAPK y la PI3K en las

células de Schwann del nervio ciatico.

El receptor de las neuregulinas (erbB), que tiene un dominio intracelular
con actividad tirosina-kinasa, es capaz de transmitir sefiales intracelulares por
la via de RAS, a través de la “mitogen-activated protein kinase” (MAPK), y por
la via de la “phosphatidyl-inositol-3-kinase” (PI13K) (Ogata, lijima et al. 2004).
Recientemente se ha sugerido que la activacion de cada una de estas vias
tiene un efecto distinto en el proceso de la mielinizacién del sistema nervioso
periférico. Mientras la activacion de la via PI3K conlleva a la diferenciacion de
las células de Schwann y la mielinizacion de los axones, la activacion de la via
MAPK parece estar fundamentalmente implicada en la proliferacién de las
células de Schwann (Salzer 2008). Para averiguar si la sobre-expresion de
SMDF modifica la sefalizacion en los nervios periféricos, determinamos el
grado de activacion de cada una de estas vias mediante técnicas
inmunoldgicas. La determinacion grado de activacion de la via de Ras lo

hicimos determinando el grado de fosforilacién de la proteina MAPK. Para ello
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utilizamos muestras de extractos de proteinas del nervio ciatico de ratones con
tres, diez y veinte dias de edad. Para descartar que los cambios observados
fueran consecuencia de variaciones en la expresion de MAPK (y no de su
estado de fosforilacién) utilizamos un anticuerpo que reconoce la proteina
MAPK tanto si estda como si no esta fosforilada. Como se puede observar en la
Figura R8, la via de la MAPK no se encuentra mas activada a los tres dias de
edad: la proteinas presentan el mismo grado de fosforilacion en los dos
genotipos. Sin embargo, a los 10 dias de edad, la MAPK presenta unos niveles
ligeramente superiores de fosforilacion en los nervios mutantes, lo que indica
gue la sobre-expresion del transgén ya ha empezado a producir cambios en la
activacion de la via de RAS. Finalmente, a los 20 dias de edad, la proteina
MAPK se encuentra notablemente mas fosforilada (y por tanto mas activada)
en el raton NSE-hSMDF#1™") que en sus hermanos de camada silvestres.

3 dias 10 dias 20 dias
7,5 ug 7,5 ug 7,5ug
WT TG WT TG WT TG

— — &=  -MAPK
—

F— - R el MAPK

= Akt

— a— C - — - e A\t

Figura R8: La sobre-expresion de SMDF activa las vias de la PI3K-Akt y MAPK.
Western blot de extractos de nervio ciatico a la edad de 3, 10 y 20 dias incubados con
los anticuerpos anti-fosfo-MAPK y anti-MAPK, o anti-fosfo-Akt y anti-Akt. Las sefiales de

anti-MAPK y anti-Akt sirven como control de expresién y carga.

Del mismo modo que la via de MAPK, el estado de activacion de la via
de PI3K puede ser determinado mediante Western blot. En este caso
estudiamos el grado de fosforilacion de la proteina Akt, que es un efector de la
PI3K. Del mismo modo que ocurre con la via de RAS, el nervio ciatico
transgénico presenta mayores niveles de proteina Akt fosforilada que el nervio
de los ratones silvestres de 20 dias de edad. Sin embargo este aumento no es
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tan notable como en el caso de la MAPK, y ademas no es claramente
detectable hasta los 20 dias de edad (figura R8).

En conjunto, el aumento de la cantidad de proteina MAPK y Akt
fosforilada sugieren que ambas vias de sefializacion (MAPK y PI3K) se

encuentran crénicamente estimuladas en los ratones transgénicos.

3.2. Efectos del transgén sobre la mielinizacion.

Durante el transcurso de los dltimos afios ha sido demostrado que la
mielinizacion del SNP depende dramaticamente de la adecuada sefializacion
entre neuronas y células de Schwann (Nave y Salzer 2006; Salzer 2008). Los
axones exponen sobre su superficie determinadas proteinas que instruyen a
las células de Schwann sobre que axdn debe ser mielinizado. Hasta la fecha, la
proteina de sefializacibn mas relevante identificada capaz de controlar el grado
de mielinizacion ha sido la isoforma Ill-p1 de la familia de las neuregulinas
(Michailov, Sereda et al. 2004; Taveggia, Zanazzi et al. 2005). Para explorar si
la otra neuregulina tipo Ill (la isoforma IlI-p3) tiene también algun papel en la
mielinizacion, estudiamos el estado de la capa de mielina en de los nervios

periféricos de los ratones transgénicos NSE-hSMDF#1(").

3.2.1. La expresion del transgén provoca una dramatica caida de los

niveles de mRNA gue codifican para las proteinas de la mielina.

Para comprobar si la sobre-expresion de la neuregulina 1 tipo Il g3
(SMDF) provoca algun cambio a nivel de las proteinas de la mielina, en una
primera aproximacion determinamos los niveles de RNA mensajero que
codifican para distintas proteinas de la mielina mediante PCR cuantitativa en el
nervio ciatico. Los niveles de RNA mensajero se midieron a diferentes edades
PO, P3, P10, P20, P35 y P150 (tres muestras por edad). Los genes que
utilizamos como testigos del grado de mielinizacion fueron los que codifican
para la proteina cero de la mielina (PO) y la proteina basica de la mielina
(MBP), que son dos proteinas exclusivas de la membrana de la mielina;
también la proteina glial 2,3 -nucledtido ciclico 3’-fosfodiesterasa (CNPasa),
proteina especifica de la glia y marcador de oligodendrocitos y células de

Schwann; y la 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (HMGCR),
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enzima limitante en la sintesis de colesterol, fundamental para la formacién de

la membrana de mielina.

Figura R9: La sobre-expresion del transgén hSMDF en el nervio ciatico de los

ratones mutantes provoca una disminucién de los mensajeros en los marcadores de

mielinizacién. a, b, c y d. RT y gPCR de RNA mensajero de proteinas de la mielina

(MBP, PO,CNPasa y HMGCR), a partir de RNA obtenido de nervios ciaticos de ratones
NSE-hSMDF#1™"”, a las edades PO, P3, P10, P20, P35 y P150 (n=3). e. En la linea

NSE-hSMDF#2™") | |a expresion de estos genes a la edad de P20 disminuye a la mitad.
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En la Figura R9 se representan los perfiles de expresion de estos mRNA

durante el desarrollo postnatal (en unidades arbitrarias y normalizados al gen

18S) para las cuatro proteinas estudiadas. Como se aprecia en esta gréfica,

durante los primeros dias de desarrollo postnatal la cantidad de mensajero

para la proteina PO es parecido en ambos genotipos. En el raton silvestre los

niveles de mensajero para la proteina PO suben hasta los 20 dias de edad
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(punto que corresponde con el pico de la mielinizacion del sistema nervioso
periférico en los ratones), para experimentar a partir de ahi un descenso lento
pero continuado. Por el contrario, en el raton transgénico, el mMRNA para la
proteina PO experimenta un notable descenso tras los 5 primeros dias de vida ,
y se mantiene en niveles bajos durante todo el desarrollo postnatal hasta la
edad adulta. Los otros genes implicados en la mielinizaciéon del sistema
nervioso periférico: MBP, CNP y HMGR experimentan un perfil muy similar en
ambos genotipos, sugiriendo una alteracion general en el proceso de
mielinizacion (Figura R9).

La disminucién de los niveles de mensajero para estas proteinas podria
ser consecuencia de la insercion aleatoria del transgén en una region del
genoma del ratdon importante para la regulacion de la mielinizacién. Estos
efectos posicionales los descartamos repitiendo las medidas de la PCR
cuantitativa en la linea NSE-hSMDF#2"""” a la edad de 20 dias. Como se
aprecia en la figura R9, la disminucion de mRNA para las proteinas de la
mielina a los 20 dias de edad es también evidente. Aunque esta es una bajada
notable (alrededor del 50% en los cuatro marcadores estudiados) sin embargo,
es mucho menos pronunciada que en la linea NSE-hSMDF#1"*"”, debido
probablemente a que la expresién del transgén es 3,5 veces menor en linea
#2.

3.2.2. Caida de los niveles de proteinas de la mielina en los ratones

mutantes.

Para averiguar si los cambios en los niveles de mRNA son traducidos en
una disminucién de los niveles de proteinas de la mielina, determinamos la
cantidad de MBP mediante la técnica de Western blot. Como se puede
observar en la figura R10 el nervio ciatico del raton transgénico de 20 dias de
edad presenta mucha menos MBP que su hermanos silvestres. Los resultados
indican que la disminucion de RNA mensajero se traduce en una disminucion
en la cantidad de proteina MBP del 53 + 1,1% respecto a los hermanos de
camada silvestres (p < 0.001, prueba de t para una muestra, cuantificacion
realizada en 4 experimentos diferentes).
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3.2.3. Relacién entre los niveles de proteinas de mielina y el grosor
de la capa de mielina.

La disminucion en los niveles de RNA mensajero y proteinas de la
mielina se observa generalmente en aquellas condiciones en las que la
formacion y crecimiento de las membranas de mielina esta alterada. Para
saber si esto es lo que ocurre en los nervios periféricos del ratén
NSE-hSMDF#1"" determinamos el grosor medio de la capa de mielina en
ratones transgénicos de 20 dias de edad y sus hermanos de camada

silvestres.

Para calcular el grosor medio de la capa de mielina utilizamos el g-ratio
a partir de fotos digitalizadas tomadas en el microscopio electrénico en
secciones transversales de nervio ciatico. El g-ratio se determiné6 mediante la
medida del perimetro del axén y el perimetro de la vaina de mielina de al
menos 100 axones de cuatro ratones por genotipo.

Como se aprecia en la figura R10, la bajada en la expresion de las
proteinas de la mielina no se traduce en una disminucion en el grosor de la
capa de mielina (expresada como el g-ratio). Asi mientras el raton silvestre
tiene un g-ratio de 0,6705 + 0.004, el raton transgénico lo tiene de 0,6525 +

0.013, diferencia insuficiente para tener significacion estadistica (p=0.2803).

En la figura R10d se puede observar la distribucion de los axones por
su tamafo frente al g-ratio. Mientras que ambas distribuciones presentan una
correlacion significativa entre diametro de axén y g-ratio (p < 0.001 en ambos
casos), sin embargo, los coeficientes de correlacion para los animales
silvestres y los transgénicos son significativamente diferentes (r de Pearson:
0.1743 en WT vs. 0.6040 en TG). Comparando entre ambos genotipos se
observa que los axones de un tamafio mayor en el raton mutante tienen un g-
ratio mayor que los animales silvestres, esto nos indica que los axones de
mayor tamafo del raton TG estan ligeramente hipomielinizados, aunque de una

manera insuficiente para afectar a la media de los g-ratios .

Estos datos sugieren que la sobre-expresion de SMDF en las neuronas
del sistema nervioso periférico provoca una reduccion de los niveles de RNA
mensajero y proteinas de la mielina, que no se corresponde con un déficit en la

mielinizacién axonal.
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Figura R10: La disminucion de mRNA se traduce en una disminucién en la
proteina MBP, que no resulta en un defecto en la mielinizacién de los axones a. Western
blot de extractos de nervios ciaticos a P20, donde se observa una clara reduccion de
MBP en el raton transgénico. La expresion de p-actina se us6 como control de carga.
b. Cuantificacion de la disminucién de los niveles de proteina MBP a partir de los
resultados obtenidos en el Western blot (p < 0.001, prueba de t para una muestra, n=4).
c. El grosor de la capa de mielina (medida como g-ratio) no presenta alteraciones entre
los ratones transgénicos y silvestres a los 20 dias de edad (prueba t de muestras
independientes, p=0.2803 y n=4). d. Distribucién de los g-ratios frente al tamafio de los
axones (um). Mientras que ambas distribuciones presentan una correlacion significativa
entre didmetro de ax6n y g-ratio (p < 0.001 en ambos casos), los coeficientes de
correlacion son significativamente diferentes (r de Pearson: 0.1743 en WT, n = 373; vs.
0.6040 en TG, n = 400; p < 0.001).
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3.3. La sobreactivacion de la via de las neuregulinas desregula el perfil
de expresion de los factores de transcripciéon “maestros” que controlan

el desarrollo de las células de Schwann y la mielinizacion.

La transicion de célula de Schwann inmadura a célula de Schwann
mielinizante depende de la regulacion que sobre los genes de las proteinas de
la mielina ejercen algunos factores de transcripcion, que actian como
reguladores positivos o factores de transcripcién “maestros”. Estos son Krox-
20, Oct-6, Nabl y 2, Brn2, NFkB, y Sox-10 (Topilko, Schneider-Maunoury et al.
1994; Bermingham, Scherer et al. 1996; Jaegle, Ghazvini et al. 2003; Nickols,
Valentine et al. 2003; Le, Nagarajan et al. 2005; Ghislain y Charnay 2006).

Para determinar si el transgén modifica el perfil de expresion de algunos
de estos factores, determinamos mediante qPCR los niveles de mRNA de
Krox-20, Oct6 y Sox10 desde el momento de nacimiento hasta los dos afos de
edad en los animales de la linea NSE-hSMDF#1""” y sus hermanos de camada

silvestres.
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Figura R11: Efecto de la sobreactivacion de la via de las neuregulinas en el perfil
de expresion de los factores de transcripcion “maestros” en el proceso de mielinizacion.
a. y b. Perfiles de expresion de Oct-6 y Sox10, que presentan diferencias con la edad
entre genotipos. c. Perfil de expresion de Krox20, que tiene un perfil de expresién muy
parecido en los dos genotipos. Acompafiando a cada gréafica esta la secuencia de los

primers utilizados en la gPCR.
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En la Figura R11 se representa el perfil de expresion de los niveles de
RNA mensajero normalizados respecto al gen 18S para los tres factores de
transcripcion estudiados a las diferentes edades (se realizan tres
cuantificaciones por edad y genotipo). Como se aprecia en esta figura, durante
los primeros 35 dias de desarrollo la cantidad de mensaje para Krox20, Oct-6 y
Sox10 es muy semejante en los animales silvestres y los mutantes. Sin
embargo, entre los dias 10 y 20 de edad, en los animales transgénicos los
niveles de Oct-6 y Sox10 experimentan un aumento, que los mantiene
elevados hasta los dos afios de edad. Este aumento de Oct-6 y Sox10
sugeriria una hipermielinizacion en los axones de los animales modificados
genéticamente. Sin embargo, los niveles del factor de transcripcion Krox-20,
situado corriente abajo de Oct-6 y Sox10 (Svaren y Meijer 2008), no
experimentan cambios significativos a ninguna de las edades estudiadas
(Figura R11). Este ultimo resultado concuerda con el hecho de que el transgén

no provoca cambios reales en la mielinizacion de los axones.

3.4. Los ratones NSE-hSMDF*"”) muestran un notable engrosamiento de

los nervios y ganglios periféricos.

Los animales transgénicos presentan una notable incremento en el
grosor de los nervios periféricos (apreciable a simple vista en la diseccion).
Esta alteracibn macroscépica es sobre todo evidente en la linea NSE-
hSMDF#1%", la cual expresa niveles mayores del mRNA codificado por el
transgén. Como se aprecia en la figura R12, los ratones mutantes (P20) no
solo presentan un incremento en el grosor de los nervios sino que tienen

también engrosados los ganglios raquideos y las raices nerviosas.

3.4.1. El aumento del tamafio de los nervios es consecuencia de un

incremento en el nUmero de células de Schwann.

Puesto que la dramética disminucién en los niveles de proteinas de la
mielina en el ratdn NSE-hSMDF#1"”) no es causada por una alteracién en la
mielinizacion axonal, decidimos explorar otras causas que pudieran explicar
este fendbmeno. Como se acaba de comentar uno de los rasgos mas

caracteristicos en estos animales es la presencia de unas raices nerviosas y
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ganglios periféricos notablemente engrosados (Figura R12), lo que podria estar
causado por un aumento en el nimero de células en este tejido. Un hipotético
aumento en el numero de células (no mielinizantes) podria explicar (por un
efecto de “dilucion”) la disminucion en los mensajeros y proteinas de la mielina
observados. Para averiguar si esta hipétesis era correcta decidimos realizar un
estudio detallado de la estructura histolégica de los nervios ciatico y vago de

los ratones transgénicos.

3.4.1.1. Estudios en el nervio ciético.

Para averiguar si la hiperplasia de algin compartimento endoneurial
pudiera tener un efecto de dilucibn capaz de explicar la bajada en estas
proteinas, se realizé un estudio detallado a nivel microscopico del nervio
periférico durante el desarrollo postnatal, desde recién nacido (PO) a cinco
meses de edad (P150), tanto del raton transgénico como de sus hermanos de
camada silvestres. Para ello se utilizaron imagenes del microscopio Optico
obtenidas a partir de secciones transversales de los nervios ciaticos incluidos
en la resina epoxi y cortados en secciones semifinas (1-2um), y posteriormente

tefiidos con azul de toluidina (Figura R12).

El aspecto microscopico del los nervios ciaticos de los animales
transgénicos de hasta 5 dias de edad es indistinguible del de sus hermanos de
camada silvestres. Pero entre los 14 y 35 dias de edad se observa una clara
diferencia en el aspecto microscopico entre ambos genotipos: la densidad de
axones es mucho menor, y parece existir una mayor cantidad de matriz
extracelular y de células no asociadas a los axones en el ratdén transgénico.
Estas diferencias se suavizan a la edad de 150 dias, donde la densidad de
axones parece acercarse a la de los animales silvestres, asi como el aspecto

general del nervio.
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Figura R12: La expresion del transgén provoca un engrosamiento de los nervios

periféricos y sus ganglios por un aumento del nimero de células de Schwann no
mielinizantes. a. Ganglio raquideo dorsal con sus respectivas raices nerviosas en
ambos genotipos, donde podemos apreciar un engrosamiento en los ganglios y raices
nerviosas del animal transgénico, marcados con flechas blancas (barra escala 100 mm).
b. Nervios ciaticos en cortes semifinos (1-2um) teflidos con azul de toluidina. En las
imagenes, tomadas con 60x a diferentes edades, se aprecian diferencias a partir de P14
en la densidad de axones por seccion y el numero de células de Schwann disociadas de

los axones.

3.4.1.1.1. Evolucion temporal del diametro nervioso y numero de
células durante el desarrollo postnatal.

Para cuantificar el engrosamiento y el incremento en el ndmero de
células presentes en los nervios cidticos mutantes utilizamos imagenes de
secciones transversales del nervio obtenidas en el criostato. Para estimar la
cantidad de células, tefiimos los nucleos con el colorante bisbenzimida, (tincion
de Hoechst), que emite fluorescencia al ser excitado por luz UV cuando esta
unido al DNA. A partir de imagenes obtenidas en el microscopio confocal,
calculamos el &rea de la seccion transversal del nervio y el nUmero de nucleos
por seccidén en un Unico plano (y por tanto la densidad de nucleos) para cada
genotipo en diferentes momentos del desarrollo postnatal (figura R13a).
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En los ratones NSE-hSMDF#1"") se observa que el area de la seccién
del nervio ciatico sufre un aumento. Este se produce de una manera tardia
después del nacimiento, ya que a los 5 dias de edad los nervios ciaticos tienen
aproximadamente el mismo area en ambos genotipos, (los ratones silvestres
tienen 63 + 4 x10® mm? y los ratones transgénicos 64 mm? + 1 x10° mm? (n=3)).
Pero a los 20 dias el area de la seccion del transgénico es 1,9 veces superior a
la del ratén silvestre. El ratén mutante muestra un area de 221 + 1 x10° mm?
frente a 116 + 7 x10° mm? del area del ratén silvestre (n=5). Sin embargo, el
area tiende a igualarse con la edad. Asi, a la edad de 150 dias los ratones
silvestres tienen un area de 261 + 2 x10° mm? (n=2) y los ratones transgénicos
297 + 1 x10°* mm? (n=2). En la figura R13b se representa el perfil del 4rea de la
seccion del nervio en cada genotipo durante el desarrollo postnatal.

La celularidad del nervio (el numero de nulcleos por seccion) se
comporta de una manera semejante. Asi a los 5 dias de edad (figura R13c),
hay un numero similar de nucleos por seccion: ratén silvestre 460 + 30
nacleos/seccion y el transgénico 500 + 6 nucleos/seccion (n=3). Pero a los 20
dias el nimero de ndcleos en el raton transgénico es 3,7 veces mayor al raton
silvestre (el silvestre tiene 530 + 30 nucleos/seccién y el transgénico 1.860 + 90
nacleos/seccion, n=5). Al contrario que en el caso del area, los nucleos por
seccién no se igualan con la edad; a los 150 dias de edad en el silvestre hay

550 + 20 nucleos/seccion frente a 1580 + 30 nucleos/seccion del transgénico.

En la figura R13d se puede observar la evolucién de la densidad de
ndcleos por seccion, a la edad de 5, 20 y 150 dias en el raton mutante y el
silvestre. La densidad de los nudcleos en el nervio cidtico de los ratones
silvestres disminuye desde los 5 dias de edad hasta que la mielinizacion se
completa, a los 20 dias de edad. Esto es probablemente consecuencia del
engrosamiento de la vaina de mielina. Pero en el caso de los ratones
transgénicos, ocurre todo lo contrario: a los veinte dias de edad la densidad de
nacleos presenta un pico maximo. A partir de los 20 dias de edad, la caida en
la densidad de nucleos tanto en el ratdén silvestre como en el transgénico es

parecida.

En la linea de NSE-hSMDF#2"" los resultados observados son
similares (Figura R13e). En la seccion transversal de los ciaticos de los ratones
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transgénicos (P20) hay 1,5 veces méas nucleos que en las secciones de los
animales silvestres (502 + 10 nucleos/seccién en el silvestre y 775 + 24
ndcleos/secciéon en el transgénico, n=2). La densidad de nulcleos por area
también es superior en el nervio transgénico (es de 484 + 21 nicleos/mm? y
677 + 34 nicleos/ mm? en el silvestre y mutante respectivamente, n=2). Los
ratones silvestres tienen un area de seccién transversal de 104 + 1 x10%® mm?
frente 114 + 4 x10° mm? de los animales transgénicos (n=2). Este es el (nico
pardmetro que no presenta un valor tan diferente respecto al control. Estos
resultados sugieren que un incremento del 50% en el numero de células es

insuficiente para reflejarse en un aumento en el area de la seccion.

En la figura R13d se puede observar la evolucién de la densidad de
ndcleos por seccion, a la edad de 5, 20 y 150 dias en el raton mutante y el
silvestre. La densidad de los nudcleos en el nervio cidtico de los ratones
silvestres disminuye desde los 5 dias de edad hasta que la mielinizacion se
completa, a los 20 dias de edad. Esto es probablemente consecuencia del
engrosamiento de la vaina de mielina. Pero en el caso de los ratones
transgénicos, ocurre todo lo contrario: a los veinte dias de edad la densidad de
nacleos presenta un pico maximo. A partir de los 20 dias de edad, la caida en
la densidad de nucleos tanto en el ratén silvestre como en el transgénico es

parecida.

En la linea de NSE-hSMDF#2"" los resultados observados son
similares (Figura R13e). En la seccidn transversal de los nervios ciaticos de los
ratones transgeénicos (P20) hay 1,5 veces mas nucleos que en las secciones de
los animales silvestres (502 + 10 ndcleos/seccion en el silvestre y 775 + 24
ndcleos/secciéon en el transgénico, n=2). La densidad de nucleos por area
también es superior en el nervio transgénico (es de 484 + 21 nicleos/mm? y
677 + 34 nicleos/ mm? en el silvestre y mutante respectivamente, n=2). Los
ratones silvestres tienen un area de seccién transversal de 104 + 1 x10%® mm?
frente 114 + 4 x10° mm? de los animales transgénicos (n=2). Este es el (nico
pardmetro que no presenta un valor tan diferente respecto al control. Estos
resultados sugieren que un incremento del 50% en el numero de células es

insuficiente para reflejarse en un aumento en el area de la seccion.
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Figura R13: Diferencias entre los nervios ciaticos provocadas por la expresién de
hSMDF. a. El numero de nucleos tefiidos con Hoechst es igual en el ratén silvestre y
transgénico a P5, mientras que a P20 se observa una gran diferencia, con un nimero de
ndcleos mucho mayor en los ratones transgénicos. b. Evolucién de la seccion del nervio
cidtico durante el desarrollo postnatal. c. El incremento del nimero de nucleos tefiidos
con Hoechst en el raton NSE-hSMDF#1“"? se mantiene con la edad. d. El ratén
transgénico en los primeros dias de desarrollo no presenta una disminucién en la
densidad de nucleos, por lo contrario presenta un aumento. A partir de P20 la
disminucion es la misma en ambos genotipos. e. El ratbn NSE-hSMDF#2 " a p20
presenta unas caracteristicas parecidas a la linea #1, a excepcion del area del nervio,

donde el aumento en el raton transgénico es de solo 1,1 veces.
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3.4.1.1.2. La hipercelularidad es consecuencia de la expansion
de la poblacion de las células de Schwann no mielinizantes
(GFAP+).

Como se ha visto, el aumento en el grosor de los ganglios y nervios se
debe a un aumento de la celularidad en los nervios de los animales
transgénicos. Los nervios periféricos estan formados mayoritariamente por los
axones de las neuronas sensoriales y motoras y las células de Schwann, que
representan mas del 95% del las células nucleadas en los nervios. Ademas,
existen otras células como son los fibroblastos, células del sistema inmune y

adipocitos.

Para estudiar qué tipo de células son las que han proliferado
determinamos los niveles de proteinas marcadoras del linaje de las células de
Schwann. En primer lugar realizamos un Western blot frente a la proteina
erbB3, que es un receptor de neuregulinas expresado en células de Schwann,
tanto mielinizantes como no mielinizantes (Jessen y Mirsky 2005), pero no en
otros tipos celulares del sistema nervioso periférico. Como se muestra en la
figura R14a, hay incluso un aumento de la cantidad de la banda
correspondiente a erbB3 en los ratones transgénicos, sugiriendo que la mayor
parte de las células que han proliferado son células de Schwann, y no otros
tipos celulares, los cuales a priori diluirian las sefial para erbB3. Para distinguir
entre las células de Schwann mielinizantes y las no mielinizantes, realizamos
un Western blot frente a la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP), marcador
gue se expresa en las células de Schwann no mielinizantes y esta ausente en
las mielinizantes (Jessen, Morgan et al. 1990). Como se observa en la figura
R14a, la proteina GFAP estd notablemente sobre-expresada en los nervios
transgénicos, sugiriendo que la fraccion celular aumentada es la de células de
Schwann no mielinizantes. Obtuvimos resultados similares con la
apolipoproteina E (apoE), que al igual que GFAP esta presente en las células
de Schwann no mielinizantes y ausente en las células mielinizantes (Boyles,
Pitas et al. 1985). Estos datos sugieren que existe un incremento en la
celularidad a consecuencia de la expansion del nimero de células de Schwann
no mielinizantes. Esta hipotesis se refuerza al observar cortes semifinos del

nervio ciatico tefiidos con azul de toluidina (figura R14b). En los ratones
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transgénicos existe un mayor numero de células no asociadas a axones
(marcadas con asterisco), que son probablemente células de Schwann no
mielinizantes. Por el contrario en los ratones silvestres casi no se observan

células no asociadas a los axones.

Para comprobar si las células que han proliferado en el nervio
transgénico son realmente células de Schwann no mielinizantes, realizamos
una inmunofluorescencia (en cortes longitudinales de nervios ciaticos)
utilizando los anticuerpos anti-S100 (para identificar células de Schwann) y
anti-GFAP (que marca exclusivamente las células de Schwann no
mielinizantes). Las células de Schwann no mielinizantes, marcadas con GFAP,
se ven en color rojo y en verde las células marcadas con S100p (Figura R14c).
En la imagen del ciatico del raton silvestre se puede apreciar que las células
mielinizantes (positivas para S100 y negativas para GFAP) ocupan la mayor
parte del tejido. Ademés los nucleos son alargados como consecuencia del
empaquetamiento que sufren después de mielinizar el axon.
Sorprendentemente en el raton transgénico las fibras mielinizadas (S100
positivas) estan separadas por grupos de células de Schwann no mielinizantes,
GFAP positivas, y con los nudcleos redondeados al no sufrir el

empaquetamiento experimentado por las células mielinizantes.

Estos resultados demuestran claramente que existe un aumento en el
namero de células no mielinizantes, pero no nos dan informacién sobre las
mielinizantes. Para ver si hay algan cambio en el nimero de células de
Schwann mielinizantes, realizamos una inmunohistoquimica de cortes
longitudinales del nervio ciatico de 20 dias de edad con el anticuerpo anti-
Krox20. Como se ha comentado antes, Krox20 es un factor de transcripcion
cuya expresion inicia el programa de diferenciacion y mielinizacién en las
células de Schwann. Como se aprecia en la figura R14d no se ve una
diferencia en el nimero de células mielinizantes por unidad de longitud del
nervio entre los animales silvestres y transgénicos. EI nidmero de células
Krox20 positivas por seccion del nervio son parecidos en los animales
silvestres (100 £ 19%) y en los transgénicos (108 + 16%) (n=3).
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Figura R14: Incremento celular debido a la proliferacion de las células de
Schwann no mielinizantes (hmSC). a. El marcador de células de Schwann, la proteina
erbB3, estd aumentada en los ratones transgénicos, al igual que la proteina GFAP y
apoE, marcadores de células de Schwann no mielinizantes (nmSC). b. Secciones de
nervio ciatico teflidas con azul de toluidina, donde se observa que el nimero de células
no asociadas a axones es superior en el ratén transgénico (marcadas con un asterisco).
c. En los nervios de los ratones NSE-hSMDF#1"” las nmSC (que son GFAP”, en rojo),
se observan formando agrupaciones alrededor la fibras mielinizadas S100" (en verde).
d y e. El nimero de células mielinizantes (Krox20") no esta aumentado en los animales
transgénicos. Aunque la densidad de células Krox20" esta claramente disminuida en los
nervios transgénicos, el numero de células positivas por seccién longitudinal de nervio

es similar en ambos genotipos (prueba t de muestras independientes, p=0.1203 y n=3).
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Aparte del incremento en el numero células que han proliferado en el
nervio, un incremento en el nimero o un aumento en el volumen de los axones
puede estar contribuyendo al engrosamiento de los nervios en los ratones
transgénicos. Para ver si también hay diferencias en estos dos aspectos,
realizamos la medida de la densidad axonal a los 5, 14, 20 y 150 dias de edad
en los ratones NSE-hSMDF#1 y sus hermanos silvestres de camada. Como se
aprecia en la figura R15a, la densidad de axones a los cinco dias de edad es la
misma en ambos genotipos, sin embargo, a los 20 dias de edad la densidad en
los ratones transgénicos baja al 60,9 + 7,6% respecto a los ratones silvestres.
Sin embargo, si multiplicamos la densidad de los axones por la diferencia en el
area de seccion (1,9 veces mayor en el transgénico) se obtiene que el nimero
de axones por nervio es muy similar en los animales transgénicos y silvestres

(115 £ 14% en el transgénico, respecto al silvestre).
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Figura R15: El tamafio axonal no contribuye al aumento del area de la seccién del
nervio en los ratones mutantes a. La disminucién de la densidad axonal esta
compensada por el incremento en el &rea, no existiendo de cambios en el nimero de
axones por seccion. b. La distribucién del perimetro axonal est4 desplazada en los
nervios mutantes hacia perimetros mas pequefios. apoyando la tesis de que estos no

contribuyen al engrosamiento de los nervios.
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Para explorar la posible contribucién del incremento del tamafio axonal
en el engrosamiento del nervio realizamos la medida del perimetro axonal en
los animales NSE-hSMDF#1 y hermanos silvestres. Como se puede apreciar
en la figura R15b, la distribucion del perimetro de los axones esta desplazada
en los nervios mutantes, hacia perimetros méas pequefios. Por lo tanto
concluimos que ni el aumento del tamafo de los axones, ni el aumento en su
namero contribuyen al engrosamiento del nervio ciatico observado en los

animales mutantes.

3.4.2. Estudios en el nervio vago.

Para comprobar si los efectos de la sobreexpresion del transgén
observados eran exclusivos para el nervio ciatico o por el contrario ocurrian
también en otras partes del sistema nervioso periférico, realizamos estudios en

el nervio vago (figura R16).

Tanto el area como el numero de células por seccion del vago en los
animales modificados genéticamente (P20) es mayor que la de sus hermanos
de camada silvestres. Como se puede observar en la figura R16 (a y c), la
seccion del nervio vago es 5,9 veces superior que la del silvestre (los animales
transgénicos tienen un &rea transversal de 18,6 + 0,1 x10° mm? y los silvestres
de 109,7 + 7,9 x10° mm?, n=3). Igual sucede con el nimero de nlcleos por
seccion, que es 5,3 veces superior en los animales modificados genéticamente
(en estos hay 1,6 + 0,044 x10° nicleos/seccién, mientras en el silvestre hay 0,3
+ 0,001 x10° nlcleos/seccién, n=3). La densidad de nucleos, es sin embargo,
igual en ambos genotipos (15,2 + 0,1 x10° nicleos/mm? en los silvestres y 15,1
+ 0,8 x10° nacleos/mm? en los transgénicos, n=3). Esto es posiblemente
consecuencia de que, a diferencia del nervio ciatico, la mayor parte de los

axones del nervio vago no se mielinizan.

En conjunto estos datos nos sugieren que la sobre-expresién neuronal
de SMDF provoca un incremento generalizado en el nimero de células de

Schwann no mielinizantes a lo largo de todo el sistema nervioso periférico.
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Figura R16: Diferencias entre los nervios vagos silvestre y transgénico provocados
por la sobreexpresion de hSMDF. a. En el nimero de nucleos tefiidos con Hoechst a
P20 se observa una gran diferencia, al igual que en el tamafio de la seccién transversal
del nervio vago. b. Secciones de nervio vago teflidas con azul de toluidina, donde se
observa que el niumero de células no asociadas a axones es superior en el raton
transgénico. c. Imagenes de los nervios vagos silvestre y transgénico, donde se aprecia
que la diferencia de tamafio a los 20 dias de edad. d. El &rea del nervio vago en raton
transgénico es 5,9 veces superior al raton silvestre. e. El nUmero de ndcleos por seccion
es de 5,3 veces superior en el transgénico f. A diferencia de lo que ocurre en el ciatico,

la densidad de nucleos en ambos genotipos es la misma.
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3.5. El aumento en la proliferacidén celular explica la hiperplasia en los

nervios periféricos.

El aumento en el numero de células en los nervios de estos ratones
transgénicos podria ser debido a un incremento en su proliferacién, a una
disminucién en su muerte, o una combinacion de ambos efectos. Puesto que la
muerte celular (apoptosis) es ya casi indetectable en los nervios después de P5
(Grinspan, Marchionni et al. 1996), seria muy dificil explicar como una
disminucién de algo que es ya de por si muy bajo, puede provocar el
incremento masivo en el nimero de células que experimentan estos nervios
entre P5 y P20. Por este motivo nos centramos en determinar si existe un
incremento en la proliferacion de las células de Schwann en los nervios

transgénicos.

Para conocer el niumero de células que proliferan utilizamos el ensayo
de incorporacion del 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU). El BrdU es un nucleétido
sintético anélogo de la timidina. Esta analogia permite una sustitucioén casi total
(entre el 99.8 y el 100%) de los nucledtidos de timidina en las células que han
entrado en fase de sintesis. En ratones de 5 y 14 dias de edad se inyectd
BrdU (50mg/Kg) por via intraperitoneal en cuatro inyecciones, cada 2 horas.
Transcurridas dos horas de la ultima inyeccion, los ratones se sacrificaron y se
disecaron los nervios ciaticos. Estos se sometieron a disgregaciéon mecanica
con el bisturi, y una posterior disociacion enzimética con colagenasa A durante
dos horas. Después se sembraron las células sobre un cristal previamente
tratado con poli-L-lisina hasta su adhesion al sustrato (unas 12 horas). Al dia
siguiente realizamos una inmunofluorescencia de las células plagueadas con
los anticuerpos anti-BrdU (células que han atravesado la fase de sintesis) y
anti-S100 (marcador células de Schwann). La fraccion proliferativa se calculé al
dividir el nimero de células S100/BrdU" por el de S100*. Como se aprecia en
la figura R17, los nervios ciaticos de los ratones transgénicos de 5 dias
presentan un claro incremento en la fraccion proliferativa de células de
Schwann (incremento de 2,4 veces, prueba t de muestras independientes, n=3
y p<0.0001). Sin embargo, a los 14 dias de edad no existen diferencias
significativas entre ambos genotipos. Nuestros resultados demuestran que la
hiperplasia de los nervios ciaticos en los animales transgénicos se debe
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fundamentalmente a la hiperproliferacion de las células de Schwann no

mielinizantes antes de P14.
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Figura R17: Proliferacion incrementada de las células de Schwann en los ratones
mutantes a. Experimento de proliferacion celular con BrdU (50mg/kg) en células de
Schwann disgregadas de los nervios ciaticos del raton. Las células marcadas con
BrdU/S100" fueron contadas y normalizadas frente al nimero de células S100". b. Se
observa un incremento en la proliferacion a los cinco dias (p<0.0001) en el ratén NSE-
hSMDF#1“"), mientras que a los catorce dias no hay diferencias significativas
(p=0,8091).

Para confirmar los resultados obtenidos decidimos utilizar una segunda
aproximacion. En este caso marcamos las células que estan en fase de mitosis
mediante anticuerpos para la forma fosforilada de la histona H3 (pH3) en
secciones longitudinales de los nervios ciéticos (figura R18a). El anticuerpo
utilizado reconoce especificamente la fosforilacion en la serina 10 de la histona
H3. Esta serina se fosforila solo durante la mitosis. La fosforilacion esta
relacionada con la condensacion del cromosoma durante esta fase del ciclo

celular y es un evento considerado crucial para su inicio.

Al igual que sucede con los experimentos de BrdU, el nUmero de células
pH3 positivas a la edad de 5 dias es mayor en el ratén transgénico que en el
silvestre, (en un 35%, prueba t de muestras independientes, n=3 y p<0,0001).
Por el contrario a la edad de 14 dias hay un numero similar de células en
mitosis en los dos genotipos (figura R18b). Por lo tanto estos datos confirman
los obtenidos con BrdU y sugieren que el aumento en la proliferacion de las
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células de Schwann sucede principalmente durante los primeros 14 dias de
edad en los ratones transgénicos.
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Figura R18: Aumento en la proliferacion de las células de Schwann en el nervio
ciatico del raton transgénico. Se utiliz6 como marcador de mitosis la forma fosforilada de
la histona H3 (pH3, en pdrpura). a. Inmunofluorescencia de cortes longitudinales del
nervio con pH3 a la edad de cinco y catorce dias. b. El incremento de proliferacién
celular medido como pH3+ se produce a la edad de cinco dias (p<0,0001, n=3), no

observandose diferencia a los catorce dias de edad.

3.6. Desorganizacion y mielinizacién de los haces de Remak en los
ratones NSE-hSMDF /).

Un haz de Remak (Remak bundle) esta formado por una célula de
Schwann no mielinizante rodeando a varios axones de pequeiio calibre,
menores de 1um de diametro. Debido a su pequefio diametro estos axones
guedan sin mielinizar, pero separados unos de otros por el citoplasma de la
célula de Schwann no mielinizante. Los haces de Remak son el correlato
morfolégico de las fibras C de los registros electrofisiolégicos, y estan
implicados en la transmisién del impulso doloroso, la sensacién térmica vy el
picor entre otros. Los axones en estos haces estdn rodeados de manera
independiente por el citoplasma de la célula de Schwann que los segrega,
formando “bolsillos” (pockets) individuales donde se sitla, en la inmensa
mayoria de los casos, un Unico axén (Figura R19 a y b). En 2005, Taveggia y
colaboradores sugirieron que la segregacion de los axones en los Remak

bundles esté controlada por las neuregulinas 1 de tipo Ill.
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3.6.1. Los axones de los haces de Remak mutantes contactan

fisicamente unos con otros.

Durante el desarrollo de nuestro estudio observamos, en imagenes de
microscopia electronica del nervio ciatico, que el ratén NSE-hSMDF#1¢")
presenta los haces Remak notablemente alterados. Curiosamente todos los
axones del haz estdn empaquetados en un Unico “bolsillo” sin existir citoplasma

de la célula de Schwann entre ellos (Figuras R19).

Figura R19: La sobre-expresion de hSMDF altera el desarrollo normal de los
Remak bundles. a'y b Imagen de microscopia electronica de un Remak bundle silvestre.
Se puede apreciar como el citoplasma de la nmSC rodea a los axones de pequefio
calibre segregados (indicado por las flechas). c. Remak en el raton NSE-hSMDF#1*"
donde se observa que los axones no estan segregados, y el citoplasma de la nmSC
estd solamente alrededor del haz de axones (flechas). d. Los dos tipos de Remak que
se pueden observar en el raton NSE-hSMDF#1“", el Remak con los axones sin
segregar y el Remak sin segregar con una capa electrén-densa rodeando a todo el
paquete de axones. e, f y g. Diferentes Remak bundles rodeados por la capa
electrodensa donde se puede apreciar que esta capa es indistinguible de la mielina que

rodea a los axones de mayor didmetro.

63



Resultados

Una cuantificacién detallada de este fenotipo se puede observar en al
figura R19. Como podemos ver hay un incremento dramético en el nUmero de
axones por bolsillo en el ratén transgénico. Mientras que en el raton silvestre el
94,18 + 2,7% de los axones estan en un bolsillo Gnico, en los ratones
transgénicos el porcentaje es de tan solo el 7,67 £ 2,9% (p<0,0001, n=4).
Ademas mientras que en los animales mutantes hay bolsillos con mas de 10
axones, incluso hasta 48 axones por bolsillo, en los animales silvestres nunca

se encuentran bolsillos con un nimero tan elevado de axones.

Aunque la distribucion del numero de axones por bolsillo es diferente, la
distribucion del nimero de axones por Remak bundle no esta practicamente
modificado (figura R20). Tan solo en la cantidad de Remak bundles con mas de

41 axones existen ligeras diferencias.
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Figura R20: La distribucién de los axones en los Remak bundles de los nervios
transgénicos a. El nimero de axones por “bolsillo” de la célula de Schwann esta
notablemente incrementado en los ratones transgénicos, diferenciandose de los ratones
silvestres, donde la mayoria de los axones estan en un bolsillo individual b. Sin

embargo, el nimero de axones por Remak bundle no se encuentra apenas alterado.

3.6.2. SMDF instruye la mielinizacion de los haces de Remak.

Como ya ha sido adelantado, en los ratones silvestres la mayor parte de
los axones en los haces de Remak se encuentran rodeados por el citoplasma
de la célula de Schwann no mielinizante. Sin embargo en los haces
transgénicos da la impresién que la célula de Schwann haya sido “exprimida”
de entre los axones quedando alrededor de ellos. Curiosamente en un
significativo porcentaje de estos haces desestructurados (18,7%; 32 haces de

171 observados, n=4) aparece una membrana electrén-densa alrededor de
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todo el paquete de axones (figura R19 e, f y g), que en imégenes de
microscopia electronica a grandes aumentos es indistinguible de una capa de

mielina (figura R21a).

En iméagenes de microscopia electronica de secciones longitudinales de
nervios ciaticos se puede observar que la capa de mielina que rodea estos
haces de Remak atipicos no es continua a lo largo de todo el haz (figura R21c
y d), sugiriendo que el fendmeno de mielinizacion de estos haces no es igual

de eficaz a lo largo de todo el eje longitudinal del nervio.
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Figura R21: La capa electrodensa que rodea al Remak bundle es una capa de
mielina. a y b. Detalle de la capa de mielina desarrollada por la nmSC que rodea al
Remak bundle. Se puede apreciar como la estructura electron-densa que se veia a
menos aumentos corresponde a una capa de mielina. ¢ y d. La mielinizacion de los
Remak bundle no es continua a lo largo de su eje longitudinal, como se puede apreciar
en secciones longitudinales. e. El 18% de todos los Remak bundle en los animales
transgénicos estan mielinizados, mientras que el los animales silvestres ninguno esta

mielinizado.

Al igual que ocurre con otros rasgos fenotipicos, en la linea de
NSE-hSMDF#2"" los haces de Remak también presentan una alteracién en la
segregacion y empaquetamiento de los axones. Ademas, y aunque no hemos
realizado un estudio exhaustivo, también pudimos observar haces de Remak

mielinizados en este genotipo.
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3.6.3. Estudios en el nervio vago.

En los ratones silvestres, el nervio vago esta notablemente menos
mielinizado que el ciatico. En el vago la mayor parte de los axones son de
pequefio calibre y forman estructuras muy semejantes a los haces de Remak.
Para ver si los vagos experimentan las mismas alteraciones observadas en la
segregacion y el empaquetamiento de los axones de los Remak bundles de los
cidticos transgénicos, hicimos un estudio detallado de la estructura de este
nervio en los animales NSE-hSMDF#1™". En la figura R22, donde se muestran
imagenes de microscopia electronica de ratones de 20 dias de edad, se puede
apreciar que en el nervio vago del transgénico los haces de axones de
pequefio calibre (semejantes a los Remak bundles) estan modificados de la
misma manera que en el nervio ciatico. La segregacion esta alterada, no hay
citoplasma de la célula de Schwann entre los axones, y la mayoria estan en un
mismo bolsillo. Ademas en un elevado porcentaje de estos haces aparece una
capa electrodensa, que a gran aumento se identifica como mielina.

Figura R22: El nervio vago muestra la misma segregacion de los axones y

mielinizacidn de los haces que el nervio cidtico. a. Imagen de microscopia electrénica de
un haz de axones silvestre. Se puede apreciar como el citoplasma de la nmSC rodea a
los axones de pequefio calibre segregandolos en “bolsillos” diferentes. b. Haz en el
raton NSE-hSMDF#1™" donde se observa gue los axones no estan segregados, y el
citoplasma de la nmSC est4 localizado solamente alrededor del haz de axones. c. Haz
rodeando por una capa electrén-densa, que corresponde a una capa de mielina.
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3.6.4. La desestructuracion de los haces mutantes y su mielinizacion

no afecta a la distribucién de sus diametros.

Para averiguar si la degeneraciéon de los haces de Remak en los nervios
transgénicos afecta a la estructura de los axones que los forman, medimos, en
imagenes de microscopia electronica, los diametros de los axones de los
Remak bundles en los ratones silvestres y los transgénicos, distinguiendo en
estos ultimos aquellos axones que estan en un haz no mielinizado de los que

estan en uno mielinizado.

En la figura R23 se puede apreciar que la distribucién de los axones por
su didmetro es parecida en el Remak bundle del nervio ciatico de los animales
silvestres y los transgénicos. Tampoco existen grandes diferencias en la
distribucion de los axones que estan en un haz no mielinizado o mielinizado. Lo
mismo sucede en el nervio vago, donde no existen muchas diferencias en la
distribucion de los diametros de los axones entre haces silvestres y
transgénicos, ni dentro de estos ultimos, entre un haz no mielinizado y uno
mielinizado (figura R23).
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Figura R23: Morfometria de los axones situados en el interior de los haces de
Remak. a. Distribucién de tamafio de axones de Remak bundles de nervios ciaticos
silvestres (negro) y transgénicos, diferenciando en la distribuciéon los axones de los
Remak no mielinizados (gris claro) y los mielinizados (blanco). b. Distribuciéon de los

axones en los haces del nervio vago.
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3.6.5. Consecuencias de la mielinizacion de los haces de Remak
sobre la velocidad de conduccion nerviosa.

La mielinizacion incrementa draméticamente la velocidad de conduccion
nerviosa en los vertebrados. Puesto que los haces de Remak de los animales
transgénicos estan mielinizados, decidimos averiguar si esto modifica de
alguna manera la velocidad de conduccion de los axones de pequefio calibre.
Para comprobar el efecto que tiene la mielinizacion sobre la velocidad de
conduccion nerviosa, determinamos la velocidad de conduccion ex vivo de las
fiboras C. Para ello registramos potenciales de accion compuestos de los
nervios ciaticos. El estudio fue realizado en colaboracién con el Dr. Mikel Lopez
de Armentia (miembro del laboratorio del Dr. Angel Barco, localizado en el
Instituto de Neurociencias de Alicante).

Las fibras C tienen una velocidad de conduccion lenta (<1m/s) en los
ratones silvestres, debido a que el impulso nervioso debe recorrer todo el axon
y no es transmitido de manera saltatoria como sucede en los axones
mielinizados o fibras A, que tienen una velocidad de conduccién mucho mayor.

El registro extracelular se hizo disecando los dos ciaticos del raton
después de anestesiarlo y posterior perfusion cardiaca con solucién salina
oxigenada (95%0,/5%C0O,), evitando el pinzamiento del nervio durante la
diseccién. Con un electrodo de succion se realizaba el estimulo en un extremo
del nervio y se registraba por el extremo opuesto. Los estimulos se hicieron a
temperatura ambiente (4 ratones por genotipo) y a 31°C (2 ratones por
genotipo).

Como se aprecia en la figura R24a, las fibras C tienen una velocidad de
conduccion menor en los ratones transgénicos que en los ratones silvestres, y
esto sucede a las dos temperaturas utilizadas en el registro (figuras R24b).
Curiosamente, en las fibras A también se produce una disminucion de la
velocidad de conduccién (figuras R24c), lo cual puede ser debido a que el
didmetro de las fibras mielinizadas es menor en los ratones mutantes que en
los silvestres (figura R17). En apoyo de esta idea, la amplitud de
despolarizaciéon (figura R24e) también se encuentra significativamente
disminuida en el raton transgénico (p<0,05), seguramente consecuencia de la

disminucién del didmetro en los axones mielinizados.
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Figura R24: La velocidad de conduccién de las fibras C y A esté disminuida en los
ratones transgénicos. a. Registro del potencial accién compuesto de los ratones
silvestres y de los NSE-hSMDF#1™). Las flechas indican la sefial producida por las
fibras C. b. Cuantificacion, a temperatura ambiente (RT) y 31°C, de la velocidad de
conduccién (CV). Como se aprecia, esta disminuida en los ratones mutantes.
c. y d. La velocidad de conduccion en las fibras A (fibras mielinizadas) también esta
reducida, probablemente como consecuencia de la reduccion de los diametros del axén
en los ratones transgénicos. Las flechas indican la sefial producida por las fibras A.
e. La amplitud de despolarizacién estd significativamente disminuida en las fibras
mielinizadas (fibras A) de los ratones mutantes. (n=4 por genotipo y p<0,05, prueba t de

muestras independientes).
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4. Los ratones NSE-hSMDF “" desarrollan lesiones similares a los

neurofibromas.

Los tumores del SNP se suelen manifestar en dos tipos histolégicos
fundamentales, los neurofibromas y los schwannomas. Los neurofiboromas son
tumores benignos sin encapsular, y estan constituidos fundamentalmente por
células de Schwann, fibroblastos y una gran cantidad de matriz extracelular con
coldgeno envolviendo los axones. También contienen muchos otros tipos
celulares, que incluyen células del perineuro, mastocitos y células endoteliales
(Peltonen, Jaakkola et al. 1988; Sanguinetti, Greco et al. 1991). En contraste,
los schwannomas son tumores benignos encapsulados, compuestos casi
exclusivamente de células de Schwann (Corfas, Velardez et al. 2004;
McClatchey 2007).

Aunque no exclusivamente, los neurofiboromas se presentan
fundamentalmente en enfermos de neurofibromatosis tipo 1 (NF1). La NF1 es
una la de las enfermedades mendelianas mas comunes en el ser humano,
afectando aproximadamente 1 de cada 3500 recién nacidos (Gutmann 2001;
Theos y Korf 2006; Le y Parada 2007). La neurofibromatosis produce un
engrosamiento de los nervios, que a nivel microscopico se caracteriza por
hiperplasia celular, disociaciéon de las células de Schwann de los axones,
incremento de colageno en la matriz extracelular y acumulacion de mastocitos
(Zhu, Ghosh et al. 2002; Ling, Wu et al. 2005). Como ya se ha indicado con
anterioridad, el ratén transgénico NSE-hSMDF#1“") presenta un dramatico
engrosamiento en los nervios periféricos. Como se puede observar en la figura
R12, el ratdén transgénico tiene los ganglios raquideos dorsales y sus raices
mucho mas gruesos que los de sus hermanos silvestres. Ademas, como ya se
ha descrito con anterioridad, el numero de células de Schwann en estos
ratones estd dramaticamente aumentado. Este aumento se debe
fundamentalmente al incremento en el numero de las células de Schwann no
mielinizantes. Estas caracteristicas reproducen, al menos parcialmente, los
hallazgos histolégicos encontrados habitualmente en los neurofibromas
plexiformes. Para tratar de averiguar hasta qué punto estos tumores se
asemejan a los neurofibromas, decidimos explorar en mayor detalle la

histologia de los tumores de los ratones NSE-hSMDF#17.
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4.1. Acumulacion de colageno extracelular.

Para saber si, al igual que en la neurofibromatosis, la matriz extracelular
de los nervios transgénicos NSE-hSMDF#1*") esta enriquecida en fibras de
colageno, utilizamos la Tincion de Gomori e imagenes de microscopia

electrénica.

4.1.1. Tincibn de Gomori

La tincion de Gomori (Trichrome Stain LG Solution) tifie de verde las
fiboras de colageno, y en puarpura el citoplasma celular. En una seccién
longitudinal del nervio ciatico de un ratdn silvestre (figura R25a) se puede
apreciar que la mayor parte del endoneurio se tifie de puarpura, lo que
demuestra la escasez de colageno en el espacio extracelular. En estos nervios
sélo se tifie de verde el perineuro, probablemente por el colageno producido
por los fibroblastos que lo forman.

Figura R25: Acumulacion de colageno extracelular en los nervios ciéticos
mutantes. a. Tincibn de Gomori en un nervio ciatico silvestre, donde se aprecia que el
colageno (verde) esta localizado en el perineurio, y en interior del nervio la mayoria es
citoplasma (parpura) b. Por el contrario, el nervio mutante presenta mucho acumulo de
colageno (verde) en la matriz extracelular del endoneurio. ¢ y d. Imagen de microscopia
electrénica a gran aumento de una seccidn transversal del nervio, donde se aprecian los
depésitos de colageno en la matriz extracelular. e. Las fibras de colageno en un corte

longitudinal del nervio ciatico visto en imagen de microscopia electrénica.
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Por el contrario, en los cortes longitudinales del nervio ciatico del raton
transgénico (ver figura R25) se aprecia una gran cantidad de material tefiido
de verde, lo que sugiere una acumulacién de colageno extracelular en el

endoneurio (figura R25b).

4.1.2. Estudios de microscopia electrénica.

Para comprobar si es realmente colageno lo que se acumula en el
espacio extracelular del endoneurio del nervio mutante, obtuvimos imagenes
de microscopia electrénica de alta resolucién. Como se aprecia en las figuras
R25c, d y e, el espacio extracelular del endoneurio en los ratones transgénicos

muestra un notable acamulo de fibrillas de colageno.

4.2. Desarrollo de tumores en el sistema nervioso periférico.

Aproximadamente un 5% de los enfermos aquejados de
neurofibromatosis tipo | desarrollan tumores malignos del sistema nervioso
periférico (MPNST del inglés malignant peripheral nerve sheath tumours). Estos
tumores son muy agresivos y ensombrecen enormemente el pronostico de
estos enfermos. Durante el desarrollo de nuestros experimentos observamos
que algunos de los ratones NSE-hSMDF#1*" desarrollan, a partir de los ocho
meses de edad, determinados sintomas neurolégicos motores (espasticidad,
paraplejia, etc...). En cuanto detectamos estos problemas los ratones son
sacrificados y necropsiados con el objeto de determinar la etiologia de estos
sintomas. Encontramos que todos estos ratones presentan tumores localizados
en diferentes regiones del sistema nervioso periférico (nervio braquial, raices
nerviosas cervicales, ganglios raquideos y ganglio trigémino) que podian
explicar los sintomas neurolégicos. Hemos observado que la mayor parte de
estos tumores aparecen entre los ocho meses y los dos afios de edad. En
concreto 12 de 89 ratones (13,5%) de la linea NSE-hSMDF#1*"), y 4 de 38
ratones (10,5%) de la linea NSE-hSMDF#2!"” presentaron tumores de
suficiente entidad para ser detectados mediante la observacion clinica. Es de
destacar que ninguno de los ratones silvestres hermanos de camada ha
desarrollado ningun tumor en el sistema nervioso periférico durante el periodo

de seguimiento (0 de 29 ratones hermanos de camada de la linea NSE-
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hSMDF#1*"). Puesto que estos tumores se producen ambas lineas, son
probablemente consecuencia de la sobre-expresion del transgén y no

causados por efectos posicionales de éste.

4.2.1. Aspecto macroscépico e histolégico del tumor.

En criocortes de estos tumores realizamos una inmunofluorescencia
para las proteinas GFAP y S100, ambos marcadores de células de Schwann.
En la figura R26 se puede apreciar que los tumores son positivos para los dos
marcadores, sugiriendo que las células que estan proliferando tienen su origen
en las células de Schwann, en concreto en las células de Schwann no
mielinizantes. La mayoria de los tumores se producen en los ganglios
raquideos de la region cervical y las raices nerviosas dorsal y ventral, aunque
también se han desarrollado tumores en el ganglio trigémino o en el nervio

braquial (figura R26).

4.2.2. El patrén de expresion génica sugiere que los tumores se

originan a partir del linaje de las células de Schwann.

Para caracterizar en mayor detalle el patrén de expresién génica de los
tumores se obtuvo RNA total, se realiz6 una retrotranscripcion y con el cDNA
obtenido se realizaron PCRs con oligonucleétidos especificos. En la figura R27
se puede observar que en los tumores se detecta mRNA para MBP, PLP,
CNPasa y PDGFRoa. La presencia de estos mRNA de nuevo apoya la idea de

gue estos tumores se originan a partir de las células de Schwann.

73



Resultados

—

f
¢
x

Figura R26: La sefializacion axén-glia continuada por neuregulina induce
tumorogénesis. a. Aparicion de un tumor en las raices nerviosas de un raton transgénico
(TG) NSE-hSMDF#1%". se compara a un hermano de camada silvestre (WT).
b. Los tumores producen sintomas neurol6gicos, como son la pardlisis de las patas y
alteraciones posturales. c. Tumor en el ganglio trigémino de un ratén mutante.
d. Tumor originado en un ganglio raquideo cervical. e. Los tumores que se originan en
los ganglios raquideos y sus raices nerviosas habitualmente comprimen la médula
espinal. f. Engrosamiento de multiples nervios y ganglios raquideos de la zona cervical

y dorsal de la columna vertebral.
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Figura R27: Expresion de mRNA para marcadores (PO, MBP, PLP y CNPasa) de
células de Schwann en los tumores desarrollados por la sobre-expresiéon de hSMDF en

los ratones mutantes. El tamafio de todos los productos es de alrededor de 100pb.
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4.3. ¢Contribuye la sobreactivacion de la via NRG1-erbB al desarrollo
de tumores del SNP en la neurofibromatosis tipo 1?

Algunos resultados preliminares.

El gen Nfl codifica para una “proteina estimuladora de la actividad
GTPasa” cuya funcion es aumentar la capacidad de hidrélisis de proteinas
como RAS, reduciendo la cantidad de GTP unido, y por lo tanto disminuyendo
la activacion de las vias dependientes de RAS. La eliminacion del gen Nfl tiene
como consecuencia un aumento de la proliferacion celular en los nervios
periféricos, proliferacion que se acaba traduciendo en el desarrollo de
neurofibromas. Interesantemente, la eliminacion de una sola copia de Nfl en
ratones (los homocigotos no son viables) no tiene efecto alguno en la
estructura de los nervios del SNP, ni favorece el desarrollo de neurofibromas u
otro tipo de tumores en los nervios. Para esto es necesario bien eliminar la
segunda copia (pérdida de heterocigosidad) de Nfl mediante la generacion de
mutantes condicionales utilizando la recombinasa Cre u obteniendo dobles
heterocigotos de Nfl y p53 (un gen supresor de tumores) (Cichowski, Shih et
al. 1999; Vogel, Klesse et al. 1999). Ambos genes, Nfl y p53, estan presentes
en el mismo cromosoma en los humanos y en los ratones (Copeland, Jenkins
et al. 1993). Curiosamente mediante el uso de herramientas bioinformaticas,
hemos observado que el gen que codifica uno de los receptores de las
neuregulinas (erbB2) se encuentra en el mismo cromosoma, muy proximo a
Nfl. Puesto que la activacion de la via de las neuregulinas es la causante de
ciertos tipos de tumores (como algunos tipos de cancer de mama) (Alroy y
Yarden 2000), decidimos explorar si existe sinergia entre las mutaciones de
Nfl y la sobre-activacion de la via Nrgl-erbB a la hora del desarrollo de
tumores en el SNP.

Para ello importamos ratones Nf1” y los cruzamos con los ratones
NSE-hSMDF#1""”,  para  producir dobles mutantes heterocigotos
Nf1*);NSE-hSMDF#1*"); a continuacién caracterizamos la progenie en cuanto
a la aparicion de neurofibromas y otros tumores.

Los ratones Nfi“"”) obtenidos del Jackson Laboratory (B6.129S6-Nf-
1tm1Fcr/J, Stock Number: 002646), no presentan, en heterocigosis, un fenotipo
evidente en el SNP. De hecho estos ratones no desarrollan neurofiboromas,
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aunque si estan predispuestos a padecer otros tipos de tumores con la edad,
como son feocromocitomas y leucemias mieloides, entre los 18 y 28 meses de
vida (Jacks, Shih et al. 1994). Como hemos indicado previamente, los ratones
dobles mutantes Nf1*"”;p53™*") presentan una cooperacion en el desarrollo de
tumores del SNP (Cichowski, Shih et al. 1999; Vogel, Klesse et al. 1999), por lo
gue realizamos este cruce como control positivo. Un segundo control utilizado
fue cruzar NSE-hSMDF#1™" y p53™", o cual nos permitiria estudiar a su vez
la posible cooperacion entre la sobre-activacion de la via de las neuregulinas y
las mutaciones en p53 en el desarrollo de tumores en el SNP.

Los ratones se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos, y se
observaron diariamente para buscar evidencias de enfermedad. Los animales
eran sacrificados cuando presentaban algun sintoma en la alteracion de su

comportamiento, movilidad o aparicién de algun tumor palpable.

En la figura R28 estdn representadas las diferentes curvas de
supervivencia (o curvas de Kaplan-Meier) para cada cruce de los dobles
mutantes, es decir, el cruce Nf1*"” x NSE-hSMDF#1™"” y los cruces controles:
Nf1*") x p53™*") y NSE-hSMDF#1™"” x p53™*", los datos han sido analizados
usando el programa estadistico GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA). Estos experimentos estan todavia en pleno desarrollo. Sin
embargo ya podemos adelantar algunos resultados preliminares. Como se
puede observar en la gréficas los dobles mutantes para Nfl y NSE-hSMDF no
han presentado, hasta el momento, un aumento en la frecuencia de aparicion
de tumores. Si bien tampoco hemos observado de momento tumores del SNP
en los dobles mutantes Nf1®?;p53") |0 cual contrasta con estudios previos
donde empezaban a observar un aumento en la aparicion de tumores a partir
de las 30 semanas para los cruces con ausencia de una copia de Nfl y de p53
en cromosomas diferentes (mutantes heterocigotos en trans) (Cichowski, Shih
et al. 1999; Vogel, Klesse et al. 1999). En cualquier caso hay que recordar que
nuestros datos son muy preliminares, ya que nuestra colonia de dobles
heterocigotos contiene de momento un namero bajo de ratones con edades

superiores a 25 semanas.

Donde si encontramos ya un efecto drastico en la frecuencia de

aparicion de tumores es en el cruce NSE-hSMDF#1¢" x p53™*") (figura R28c).
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La falta de una copia del gen p53 junto a la sobre-activacion de la via NRG1-
erbB (por la sobre-expresién del ligando SMDF en neuronas) provoca que
todos (100%) los dobles mutantes desarrollen tumores en el sistema nervioso
periférico antes de los 6 meses de edad (5,4 +1,3 meses). Mas del 80% de los
casos detectados presentaban ataxia o pardlisis de alguna pata y todos estos
casos eran provocados por tumores en nervios y ganglios raquideos cervicales

gue presionaban la médula espinal.

Tomados en conjunto nuestros datos sugieren que las mutaciones
inactivantes de p53 podrian colaborar con la sobre-activacion de la
sefializacion axon-glia mediada por las neuregulinas en el desarrollo de
algunos tipos de tumores en el SNP. Sin embargo y aunque interesante desde
el punto de vista mecanistico, la relevancia de este proceso en patologia

humana esté todavia sin determinar.
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Figura R28: Curvas de supervivencia de los diferentes cruces realizados entre los
genotipos NSE-hSMDF#1%", Nf1¢" y p53(+"). En cada curva se representan los cuatro
genotipos posibles por cruce, es decir, los animales silvestres para las dos mutaciones,
los animales mutantes para los dos genes y los animales mutantes para cada gen.
a. Curvas del cruce Nf1®") x NSE-hSMDF#1™". b. Curva del cruce Nf1®) x p53(+"); no
se observa de momento un efecto de la doble heterocigosidad en Nfl y p53.
c. Curva del cruce NSE-hSMDF#1%" x p53(+");los dobles mutantes tienen una
mortalidad del 100% al desarrollarse en todos ellos tumores del sistema nervioso

periférico antes de los 6 meses.
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Las neuregulinas son proteinas de sefalizacion intercelular
fundamentales para el desarrollo del sistema nervioso y la biologia de las
neuronas y las células gliales diferenciadas (Meyer, Yamaai et al. 1997; Jessen
y Mirsky 2002; Jessen y Mirsky 2005). Sdlo las neuregulinas de tipo lll, que se
caracterizan por presentar una region rica en cisteinas (CRD), parecen estar
implicadas en la mielinizacién del sistema nervioso periférico (Michailov,
Sereda et al. 2004; Taveggia, Zanazzi et al. 2005). El procesamiento alternativo
del RNA (splicing) produce dos isoformas distintas de neuregulinas tipo lll, la
tipo lll-pla y la tipo IlI-3. La primera neuregulina tipo Il descrita fue la
neuregulina 1 tipo IlI-p3, también conocida como SMDF. Esta proteina es
abundantemente expresada en motoneuronas y neuronas sensoriales de los
ganglios raquideos (Ho, Armanini et al. 1995), donde se localiza en las balsas
lipidicas de la membrana (lipid rafts) (Cabedo, Luna et al. 2002; Cabedo,
Carteron et al. 2004; Decker y ffrench-Constant 2004). La isoforma tipo 111-f3 se
diferencia de la isoforma lll-pla (figura 15) por carecer de una secuencia
transmembrana y una cola citoplasmética después del dominio EGF-like (ver
introduccién) (Falls 2003).

Michailov y colaboradores propusieron en el 2004 que la neuregulina
tipo Ill-pla es la sefial que las neuronas utilizan para que las células de
Schwann mielinicen sus axones, regulando ademas el grosor de la capa de
mielina (Michailov, Sereda et al. 2004). Taveggia y colaboradores, en el 2005,
observaron que la expresion artificial de la isoforma lll-pla inducia la
mielinizacion de las neuronas del ganglio cervical superior en cultivo, que
habitualmente son amielinicas (Taveggia, Zanazzi et al. 2005). Todos estos
datos sugieren que son los niveles de esta neuregulina, y no el tamafo del
axon, lo que determinada si éste va a ser mielinizado o no (Nave y Salzer
2006).

Nuestros resultados demuestran que, en contraste con lo que ocurre con
la isoforma IlI-pla, la sobre-expresion neuronal de la isoforma 111-$3 in vivo no
produce un incremento en el grosor de la capa de mielina en los axones del
nervio ciatico. De hecho, observamos una dramatica disminucion en la cantidad
de proteinas marcadoras de la mielina como son MBP, CNPasa y PO (Figuras
R9 y R10). Esta caida no se traduce en una disminucion del grosor de la capa
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de mielina como cabria esperar, ya que la media de los g-ratio es la misma
para los ratones transgénicos y los silvestres (figura R10). Ademas, la
distribucion del tamafio de los axones mielinizados respecto al g-ratio no
muestra una diferencia clara entre los dos genotipos. Unicamente los axones
de mayor tamafio parecen estar ligeramente hipomielinizados en los animales
transgénicos (mayor g-ratio), apoyando la idea de que la sobre-expresién de

SMDF no produce un aumento en el grosor de la capa de mielina.

Interesentemente, hemos observado que la sobre-activacion de la via de
las neuregulinas por SMDF aumenta la expresion de determinados factores de
transcripcion que controlan el desarrollo de las células Schwann y el proceso
de mielinizacién, como son Sox10 y Oct-6 (ver figura R11), sugiriendo un
efecto promielinizante. Sin embargo, otro de los factores “maestros” en la
mielinizacion, Krox20 (un efector de Sox10 y Oct-6) no muestra cambios de
expresion (figura R11), lo que puede explicar la incapacidad de la neuregulina
tipo IlI-p3 para aumentar el grosor de la capa de mielina en los animales

mutantes.

A pesar de haber utilizado un promotor distinto al utilizado por otros
autores (Thyl en trabajos previos y NSE en nuestro trabajo) no creemos que
éste sea el motivo de la discrepancia fenotipica observada, ya que ambos
promotores han sido utilizados en mas de una ocasion para la sobre-expresion
de proteinas en neuronas (Morris, Barber et al. 1983; Kollias, Spanopoulou et
al. 1987; Forss-Petter, Danielson et al. 1990; Vega, Rodriguez et al. 1990).
Ademas, estos estudios sugieren que ambos promotores tienen un perfil de
expresion semejante (Kollias, Spanopoulou et al. 1987; Forss-Petter, Danielson
et al. 1990). Para confirmarlo decidimos determinar el perfil de expresion de
estos promotores durante el desarrollo postnatal a partir del RNA extraido de
los ganglios raquideos de ratones silvestres a los 0, 10 y 20 dias de edad. En
la figura D1 se aprecia la expresion de ambos promotores aumenta con el
desarrollo postnatal, aunque el promotor Thyl lo hace de una manera mas
dramatica que el promotor NSE.
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35 —o— NSE ——Thy1

Unidades arbitrarias

Edad (dias)

Figura D1: Perfil de expresion de los promotores NSE y Thyl en el ganglio
raquideo a 0, 10 y 20 dias de edad (resultados normalizados). Se utiliz6 el RNA 18S

como referencia en ambos casos.

Nuestros resultados confirman los obtenidos por Forss-Petter y
colaboradores, quienes mostraron que la expresion dirigida por NSE se
incrementa durante el desarrollo postnatal del ratén, alcanzando un maximo a
las tres semanas de vida (Forss-Petter, Danielson et al. 1990). Ademas, esta
ventana de expresion se corresponde con el proceso de mielinizacion en los
nervios del SNP (Garbay, Heape et al. 2000), lo que valida su uso para este

tipo de estudios.

El promotor NSE ha sido frecuentemente utilizado para dirigir la
expresion de proteinas en neuronas, y hasta la fecha (y en concordancia con
nuestros resultados) no se ha reportado su expresion en las células de
Schwann u otros tipos de glia. Apoyando esta idea, un estudio reciente muestra
que la proteina PrP bajo el promotor NSE es expresada en las neuronas del
nervio ciatico pero no en las células de Schwann de los nervios mutantes
(Bremer, Baumann et al. 2010). Por todo ello, nos consideramos en
condiciones de atribuir los efectos fenotipicos observados en el ratbn NSE-
SMDF a la accion yuxtracrina del SMDF axonal sobre las células de Schwann,

y No a una expresion aberrante del transgén en las células de Schwann.
Nuestros resultados sugieren que la isoforma IlI-f3 y la isoforma I11-g1

de NRGL1 tienen un papel diferente en el proceso de mielinizacion: la IlI-p3

controlando el numero de células de Schwann y la tipo IlI-g1 el proceso de

mielinizacion y el grosor de la mielina.
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El motivo del diferente efecto entre ambas neuregulinas es desconocido
para nosotros, ya que ambas proteinas comparten el dominio N-terminal (CRD)
y el EGF-like, el cual queda expuesto en la superficie del axén y es suficiente
para activar los receptores erbB. Sin embargo, resulta interesante que el
dominio C-terminal de la isoforma Ill-3la (ausente en SMDF) sirva como
mecanismo de sefializacion retrogrado en las neuronas que lo expresan (Bao,
Wolpowitz et al. 2003). Es concebible que el efecto pro-mielinizante de esta
isoforma necesite de la expresion de algun otro factor dependiente de este
mecanismo retroégrado. La ausencia de este mecanismo retrogrado en SMDF
podria asi obstaculizar su efecto promielinizante. De todas maneras no existe

una evidencia experimental que apoye esta hipotesis.

Respecto a la capacidad mitogénica de SMDF, resulta interesante
destacar que en un estudio reciente de Danovi y colaboradores, mediante una
criba genética en busca de factores oncogénicos para las células de Schwann,
han aislado el cDNA que codifica para SMDF. En este trabajo los autores
demuestran que SMDF provoca una transformacion oncogénica pero no las
neuregulinas de tipo 1), al ser expresadas de forma ectopica en la células de
Schwann. La transformacion oncogénica esta caracterizada por una
proliferacion independiente de anclaje, una perdida de la inhibicion por contacto
y tumorogenicidad (Danovi, Cremona et al. 2010). Este comportamiento es
consecuencia de la activacion constitutiva de la vias de sefializacion NRG1-
erbB y PI3K, de una manera semejante a lo que ocurre con los ratones NSE-
hSMDF®*",

Los efectos mitogénicos en las células de Schwann observados por la
sobre-expresion de SMDF son también similares a los efectos observados por
de Huijbregts y colaboradores. En este estudio los autores generan un ratén
transgénico que sobre-expresa la neuregulina tipo II-p3 (GGFB3) en las células
de Schwann mielinizantes (ratbn PO-GGFpS3) (Huijbregts, Roth et al. 2003).
Aunque hay diferencias importantes entre este raton y el ratbn NSE-hSMDF
(como son la isoforma de NRG1 sobre-expresada y el patrén de expresion
topoldgico y temporal) es a nuestro parecer muy relevante que en ambos se
produzca una hiperplasia de las células de Schwann. En este sentido, resulta
interesante destacar que las proteinas GGFpf3 y SMDF comparten sus
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extremos C-terminal y se diferencian Unicamente en el N-terminal,
generalmente destinado a dictar la solubilidad o anclaje a membrana de la
isoforma (ver figura D2). Resulta por ello tentador especular que estas
isoformas son la version soluble y la versibn de membrana de un factor
mitogénico para las células de Schwann sintetizado por la neuronas con

papeles diferentes en el desarrollo del sistema nervioso.

Tipo II
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Figura D2: Alineamiento de las isoformas de neuregulina tipo 1I-83 y la tipo IlI-p3.

Se puede apreciar que tienen una secuencia idéntica desde el EGF-like al dominio 3.

El papel de las neuregulinas en la mielinizacion del SNC parece mucho
menos relevante. Mediante el empleo de diferentes ratones knock-out
condicionales para la neuregulina 1, Brinckmann y colaboradores (2008),
comprobaron que la ausencia de expresién de este gen en neuronas no
produce efecto alguno en la capacidad de formacién de mielina por los
oligodendrocitos. Para descartar que el producto de algun otro gen de la familia
de las neuregulinas (NRG2, 3 6 4) pudiera compensar la eliminacion de NRG1,
estos autores generaron raton un knock-out condicional para los receptores de
neuregulinas (erbB3 y erbB4) en oligodendrocitos y sus precursores. Estos
ratones mostraron también un proceso de mielinizacién normal, sugiriendo que
la via de las neuregulinas es dispensable para la mielinizacion del SNC. A
pesar de ello, su papel no es del todo irrelevante ya que la sobre-expresion in

vivo de neuregulinas (tanto tipo | como tipo Ill) produce una hipermielinizacién
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de algunos axones en SNC (Brinkmann, Agarwal et al. 2008).
Sorprendentemente, nuestros resultados muestran que la sobre-expresion de
la neuregulina tipo 1llI-p3 no provoca una hipermielinizacién detectable de los
axones en el nervio 6ptico, ya que el g-ratio en ambos genotipos es similar
(figura R7). Nuestros datos contrastan con los obtenidos por Brinkmann y
colaboradores, quienes encontraban aumentos en el grosor de la capa de
mielina con dos isoformas distintas. No obstante es destacable que no hemos
realizado un estudio exhaustivo de la mielinizacion en diferentes edades y
regiones del SNC, pudiéndose dar el caso que SMDF indujera la
hipermielinizacibn en regiones oly edades no estudiadas. Sin embargo,
también es posible que, al igual que ocurre en el SNP, la isoforma IlI-3 no

tenga efecto alguno en la mielinizacion del SNC.

Nuestros resultados demuestran que la aparente caida en los niveles de
expresion de las proteinas de la mielina en el ratén transgénico no es
consecuencia de la desmielinizacion si no mas bien se debe al incremento en
el nimero de células de Schwann no mielinizantes, causado por un aumento
en la proliferacion de este tipo de células en estadios postnatales. Esto provoca
un engrosamiento notable de las raices nerviosas, ganglios y nervios
periféricos (figura R12). Esta proliferacion aumentada es probablemente
consecuencia de la hiperactivacion de la via de RAS/MAPK (figura R8),
desplazando la decision entre la diferenciacion y la proliferacién de las células
de Schwann hacia esta tltima (Ogata, lijima et al. 2004).

Aunque esta bien establecido que las neuregulinas estimulan la
proliferacion de las células de Schwann en cultivo (Stewart, Eccleston et al.
1991; Dong, Brennan et al. 1995; Levi, Bunge et al. 1995; Maurel y Salzer
2000), hasta la fecha no existian datos concluyentes in vivo (Jessen y Mirsky
2005). Nuestros resultados demuestran por primera vez que las neuregulinas
actian in vivo como mitdgenos para las células de Schwann en los nervios
cidtico y vago. El exceso de la actividad mitogénica de esta neuregulina
provoca un notable engrosamiento de los ganglios y los nervios de los ratones
transgénicos, llegando a ser el area de la seccidén del nervio de los animales

transgénicos varias veces superior al de los animales silvestres (figuras R12ay
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R16c). Este engrosamiento se produce fundamentalmente durante el desarrollo
postnatal tardio del ratdén, ya que a los cinco dias de edad los ratones silvestres
y los mutantes tienen todavia el mismo area por seccion transversal de nervio
(figura R13). Sin embargo, a los 20 dias ya existe una gran diferencia en el
area por seccién transversal entre ambos genotipos (tanto en el nervio ciatico
como en el nervio vago), presentando ademas los mutantes un namero de
nacleos por seccién de hasta tres veces superior al de sus hermanos de

camada (figuras R13c y R16e).

Al engrosamiento de los nervios transgénicos no contribuye el aumento
en el nimero de axones, ya que no hemos observado una diferencia en su
densidad de axones entre los dos genotipos. Tampoco el aumento de su
volumen ya que la distribucion de los perimetros axonales de los animales

mutantes esta desplazado hacia perimetros més pequefios (figura R15).

A los 5 dias de edad la proliferacion celular observada tanto en
experimentos de pulso y caza con BrdU como tras el contaje de mitosis
mediante inmunofluorescencia de pH3 es mayor en el ratbn mutante. Sin
embargo, esta diferencia se cancela a los catorce dias (figuras R17 y R18).
Esta cancelacion se produce a pesar de estar las vias de RAS y PI3K
hiperactivadas al menos hasta los 20 dias de edad (figura R8). El motivo de
este cese nos es desconocido. Es posible que otras vias de sefializacion que
contrarresten la via de RAS y PI3K se activen a partir de los 20 dias de edad y
bloguen la proliferacion, activando el programa de senescencia celular, 6
incrementando la apoptosis. Este punto esta siendo actualmente explorado en
nuestro laboratorio.

Curiosamente la proliferacion no se produce aparentemente a partir de
células de Schwann mielinizantes desdiferenciadas, ya que los axones
presentan una mielinizacion inalterada. Ademas, como se aprecia en la figura
R14d, no hay una diferencia en el nimero de células mielinizantes (Krox-20
positivas) por unidad de longitud del nervio entre los animales silvestres y
transgénicos. Por el contrario, la densidad de nucleos mielinizantes (nucleos
Krox20 positivos/nucleos totales) estd claramente disminuida en los ratones

mutantes, apoyando la tesis de un incremento en el nimero de células no
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mielinizantes en estos nervios (32 £ 6% en el silvestre frente al 11 + 1%

nacleos krox20+ en los mutantes).

No todos los axones en los nervios periféricos estan mielinizados. En
general los axones con un diametro menor de lum permanecen amielinicos
formando parte de los haces de Remak. Por ello, durante mucho tiempo se ha
pensado que solo los axones con un didmetro superior a 1um eran capaces de
inducir el fenotipo mielinizante de la célula de Schwann (Friede y Bischhausen
1982). Sin embargo estudios realizados en la Gltima década sugieren que es la
cantidad de neuregulina expresada en el axén la que dicta la transicién de
célula de Schwann no mielinizante a célula de Schwann mielinizante,
independientemente del diametro axonal (Nave y Schwab 2005). Si el nivel de
NRGL1 tipo Il expresado en la superficie del axén esta por debajo del umbral,
los axones asociados no son mielinizados, permaneciendo rodeados por el
citoplasma de una célula de Schwann no mielinizante y formando parte de los

haces de Remak.

La sobre-expresion de la isoforma 11I-3 de neuregulina 1 en los ratones
NSE-hSMDF™" tiene dramaticos efectos en la estructura de los haces de
Remak del nervio ciatico, sugiriendo un papel relevante de esta via de
sefializacion en la génesis de estas estructuras. Asi, y aunque la distribucién
del nimero de axones por Remak bundle no esta alterada, los axones estan
mal segregados y mal empaquetados, localizandose en la mayoria de los
casos todos los axones en un mismo bolsillo del haz, en claro contraste con
los animales silvestres, donde mas del 90% de los axones estan en un bolsillo
Unico e independiente (figura R20). Ademas, y posiblemente como
consecuencia de la sobre-expresion de neuregulina IlI-g3 en los axones finos,
aproximadamente el 20% de los haces de Remak se produce una capa de
mielina alrededor del bolsillo que contiene todos los axones empaquetados
(figura R21). Esto sugiere que la sobre-expresion de SMDF activa el programa
de mielinizacion al superar el umbral de sefalizacion por neuregulina en la
superficie de los axones de pequeiio calibre empaquetados por las nmSC.

Curiosamente, la desestructuraciéon de los haces de Remak mutantes y su
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posterior mielinizacion no parece afectar a la distribucion de los diametros de

los axones que los componen (figura R23).

El nervio vago es un nervio relativamente desmielinizado. Si bien en una
seccion transversal del nervio se puede observar claramente axones de gran
calibre normalmente mielinizados, en imagenes de gran aumento se aprecia
gue la mayor parte de los axones de este nervio son de pequefio calibre y
permanecen amielinicos. De hecho, en el microscopio electronico se observa
claramente que a P20, la mayor parte de estos axones estan rodeados por el
citoplasma de células de Schwann no mielinizantes, formando estructuras
semejantes a los haces de Remak (figura R19). Curiosamente, en el nervio
vago de los animales NSE-hSMDF"" se repiten los mismos rasgos de
desestructuracion observados en los haces de Remak del nervio ciatico (figura
R22). Nuestros resultados sugieren que, la mayor parte de los axones de
pequeiio calibre del nervio vago forman verdaderos haces de Remak,
indistinguibles en cuanto a su segregacion y empaquetamiento de los haces de
Remak del nervio ciatico. Ademas, el hecho de que no se observen mas
axones individuales mielinizados en estos nervios refuerza el punto de vista de
que la sobre-expresion de esta isoforma de neuregulina no es suficiente para

inducir la mielinizacién de forma individual de los axones finos.

Nuestros resultados demuestran por vez primera que es posible
reprogramar in vivo el destino de una célula de Schwann desde un fenotipo no
mielinizante hacia un fenotipo mielinizante. Curiosamente el nimero de axones
mutantes reunidos necesarios para inducir este cambio fenotipico es alto,
asemejandose el diametro total al de un axén mielinizado de tamafio medio.
Esto indicaria que la dosis de neuregulina necesaria para inducir este cambio
fenotipico en un axoén individual de pequefio calibre en el ratbn mutante es

insuficiente.

Se cree que durante el desarrollo postnatal tanto las células de Schwann
mielinizantes como las no mielinizantes se generan a partir de las células de
Schwann inmaduras (Jessen y Mirsky 2002; Jessen y Mirsky 2005). Sin
embargo, nuestros resultados tomados en conjunto sugieren que las células de
Schwann inmaduras y las no mielinizantes son equivalentes y apoyan la idea

de que las células de Schwann no mielinizantes son probablemente aquellas
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células de Schwann inmaduras que no se han diferenciado al fenotipo
mielinizante y permanecen en el adulto formando parte de los haces de Remak

o rodeando los axones no mielinizados del nervio vago.

A pesar de presentar una capa de mielina de apariencia normal, la
velocidad de conduccién en los Remak mielinizados no esta aumentada (figura
R24), de hecho esta disminuida. Esta disminucion puede ser consecuencia de
al menos tres razones. Primero hay que tener en cuenta que Unicamente los
axones mas externos del haz de Remak estdn en contacto con la capa de
mielina (y solo parcialmente), mientras el resto de axones no estan
mielinizados. También hay que tener en cuenta que la mielinizacion no es
continua a lo largo del eje longitudinal de los axones (figura R21), lo cual es de
por si suficiente para disminuir dramaticamente la velocidad de conduccion,
incluso en axones de gran calibre. Y por ultimo, los axones contactan unos con
otros ya que no estan correctamente segregados por el citoplasma de la
nmSC, separacion que ha sido demostrado necesaria para obtener una

correcta velocidad de conduccion (Taveggia, Zanazzi et al. 2005).

Ademas de tener alterada la velocidad de conduccion de las fibras C, la
velocidad de conduccion de las fibras A en los ratones mutantes esta también
disminuida. Esta disminucion puede ser debida a que el didmetro de los axones
mielinizados en los ratones mutantes es menor que en los ratones silvestres
(ver figura R21). Sin embargo no podemos descartar que se deba a cambios
en los niveles de expresion o distribucién de canales de sodio en los nodos

originados por alteraciones fenotipicas de las células de Schwann.

Durante el desarrollo de nuestro estudio hemos podido observar que el
raton NSE-hSMDF™? desarrolla algunos de los rasgos fenotipicos
caracteristicos de la neurofibromatosis tipo 1. Nuestro transgénico presenta un
evidente engrosamiento de los ganglios periféricos y sus raices (figura R12),
como también se observa en los modelos murinos para la neurofibromatosis 1
(Zhu, Ghosh et al. 2002). En estudios a nivel microscopico hemos observado
gue el engrosamiento es producido por una hiperplasia de las células de
Schwann no mielinizantes. Curiosamente, Zheng y colaboradores, observaron

1f|0x/-.

gue los neurofiboromas en el raton Nf ; POA-cre (un modelo de
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neurofibromatosis tipo 1) son consecuencia de una proliferacion descontrolada
de las células de Schwann no mielinizantes. Estos autores han demostrado
gue la deficiencia de Nfl no causa hiperproliferacién y tumorogenesis en
edades tempranas del desarrollo. El Unico rasgo atipico en estos animales es
la degeneracién de los haces de Remak. Este grupo ha propuesto que los
neurofibromas se desarrollan por una degeneracion temprana de los haces de
Remak, lo que provoca una hiperproliferacion de las células de Schwann no
mielinizantes en estadios mas tardios (Zheng, Chang et al. 2008). Nuestros
datos sugieren que la hiperactivaciéon de la via de las neuregulinas en el haz de
Remak puede contribuir al desarrollo de neurofiboromas a través de un

mecanismo similar.

La activacion de los receptores erbB ha sido relacionada con el
desarrollo de neurofibromatosis previamente. Ling y colaboradores encontraron
gue la sobreexpresion de EGFR (erbB1) en las células de Schwann provoca la
formacion de tumores en los nervios periféricos (Ling, Wu et al. 2005). Sin
embargo, EGFR no se expresa de manera fisiologica en las ceélulas de
Schwann, por lo que es dificil entender como puede este receptor participar en
el desarrollo inicial de los neurofiboromas. Sin embargo los receptores de
neuregulinas erbB2 y erbB3 si son abundantemente expresados en diferentes
estadios del desarrollo de este linaje celular. Interesantemente, la activacién de
estos receptores provoca la activacion de la via de MAPK, la misma via que
supuestamente causa la hiperproliferacién y los neurofioromas en las células
de Schwann deficientes en Nfl (como consecuencia de la sobre-activacion de
RAS) (Cichowski y Jacks 2001).

Aproximadamente el 5% de los pacientes con neurofibromas plexiformes
desarrollan tumores malignos del sistema nervioso periférico muy agresivos.
Ha sido descrito recientemente que el 30% de estos tumores en humanos
tienen duplicaciones del gen que codifica para erbB2. Como ya hemos indicado
con anterioridad, algunos ratones NSE-hSMDF*") desarrollan también tumores
en el SNP.

Nuestros datos sugieren pues que la activacion de la via NRG1-erbB
podria estar implicada no solo en el desarrollo de neurofibromas sino también

en el de sus tumores malignos asociados. Con el objeto de explorar este punto,
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hemos comenzado a realizar experimentos que nos permitan conocer si las
vias de Nf1-RAS y NRG1-erbB actian de manera sinérgica en el desarrollo de

tumores del SNP.

Los cruces de ratones mutantes de Nf1(? y los ratones NSE-hSMDF*")
no indican por el momento, sinergia entre ambas vias. Sin embargo, es cierto
que los datos no son suficientes, al tener todavia muy pocos ratones con una
edad superior a las 30 semanas. Estos cruces estan siendo todavia seguidos
en nuestro laboratorio. Sorprendentemente, tampoco hemos observado hasta
el momento un aumento en la aparicién de tumores en los cruces de Nf1*") y
p53™", tal como ha sido observado en trabajos previos (Cichowski, Shih et al.
1999; Vogel, Klesse et al. 1999). Estos autores observan un claro incremento
en el numero de tumores a partir de las 30 semanas, en los ratones con
mutaciones en cromosomas distintos (trans). Es mas, la edad de aparicion de
tumores disminuye en ratones con la mutacién en el mismo cromosoma (Cis).
Puesto que en nuestros cruces no distinguimos entre ambas situaciones,
deberiamos esperar al menos un comportamiento semejante al observado en
los mutantes en trans. Sin embargo no es asi. No sabemos si esta variacion se
debe a diferencias en los transfondos genéticos de los ratones utilizados, o es
consecuencia de cierta variacion experimental inespecifica. El seguimiento de
estos ratones durante mas tiempo nos arrojara probablemente luz sobre este

punto.

Interesantemente, si observamos un claro efecto en la aparicion de
tumores en los cruces entre NSE-hSMDF*") y p53™*") (figura R28). En estos,
en el 100% de los dobles mutantes desarrollan tumores en los ganglios
raquideos y nervios cervicales antes de los 6 meses de edad. Estos datos
sugieren que existe una sinergia entre la ganancia de funcion de la via de
Nrgl-erbB y la pérdida parcial del gen supresor de tumores p53. Esta
combinacion que todos dobles mutantes desarrollen grandes tumores que
llegan a presionar la médula provocando paralisis y/o ataxia. Aunque en la
actualidad todavia estamos estudiando los mecanismos moleculares que
median este efecto cooperativo, es de destacar que la activacion de p53 activa
mecanismos del control, como el bloqueo del ciclo celular y la activacién del

programa de senescencia, que evitan la aparicibn de tumores cuando se
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activan oncogenes como RAS. Es posible que este mismo mecanismo se
encargue también de evitar la aparicion de tumores en el SNP cuando se

produzca una sefializacion axon-glia de una manera sostenida y/o exagerada.

En conjunto nuestros datos sugieren que la desregulacion de la
sefalizacion axdén-glia pueden contribuir al desarrollo de tumores en el SNP y
apuntan hacia este mecanismo como una posible diana terapéutica que ayude
a desarrollar nuevos tratamientos para los neurofibromas y sus tumores

malignos asociados.
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Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados presentados

en esta tesis, son:

1. La sobre-expresion neuronal in vivo de la NRG1 tipo llI-f3 (SMDF) no
produce un incremento en el grosor medio de la capa de mielina en el sistema
nervioso periférico. Este resultado contrasta con el obtenido por otros autores
con la isoforma lll-pla y sugiere que la sefializacion yuxtacrina de estas
proteinas (exclusiva en las de tipo Ill) es una condicibn necesaria pero no
suficiente para conferirles la capacidad de controlar el grosor de la capa de

mielina en el SNP.

2. En linea con este resultado, la isoforma IlI-3 no produce tampoco un efecto

hipermielinizante evidente sobre los axones del SNC.

3. Sin embargo, la sobre-expresion de esta proteina provoca un notable
engrosamiento de los ganglios raquideos y nervios periféricos, objetivable
durante el desarrollo postnatal tardio. Este engrosamiento no esta relacionado

con el aumento en el niumero de axones ni con el de su volumen.

4. En este trabajo demostramos por vez primera que una neuregulina (SMDF)
actia como un mitégeno in vivo para las células de Schwann. Esta conclusién
se apoya en el hecho de que en los ratones NSE-hSMDF") se observa una
proliferacion incrementada de las células de Schwann durante los primeros
dias de vida (antes de P14) Esta proliferacion aumentada es probablemente

consecuencia de la hiperactivacion de la via de RAS/MAPK.

5. La neuregulina tipo IlI-f3 sobre-expresada produce una alteracion notable en
los haces de Remak, evitando una correcta segregacion de los axones por el
citoplasma de la célula de Schwann no mielinizante, y provocando que muchos

de estos axones estén en un uUnico bolsillo.
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6. La sobre-expresiéon de SMDF “reprograma” in vivo el destino de una célula
de Schwann, desde un fenotipo no mielinizante hacia uno mielinizante, e
induce la mielinizacion de todo el haz de Remak como si de un solo axén se

tratara.

7. La velocidad de conduccion en estos haces de Remak mielinizados no esta
aumentada, sino disminuida, posiblemente por la alteracion en la segregacion

de los axones.

8. Los nervios periféricos engrosados de los ratones NSE-hSMDF™"” a causa
de la acumulacion de fibras de coldgeno en la matriz extracelular y la
hiperplasia de las células de Schwann sugieren que la sobre-activacion de la
via Nrgl-erbB podria estar implicada en la fisiopatologia de la
neurofibromatosis y/o en desarrollo de otros tumores del sistema nervioso

periférico.

9. La falta de una copia del gen supresor de tumores p53 coopera con la sobre-
activacion de la via de Nrgl-erbB disminuyendo notablemente la edad de
apariciéon de tumores en el SNP e incrementando su penetrancia del 10% al
100%. Este resultado sugiere que los mecanismos de control del ciclo celular
por p53 juegan un papel fundamental evitando el desarrollo de tumores en el
SNP, y apunta a ambas vias como posibles dianas terapéuticas para su

tratamiento.
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Sustained Axon-Glial Signaling Induces Schwann Cell
Hyperproliferation, Remak Bundle Myelination, and

Tumorigenesis
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Type Il neuregulins exposed on axon surfaces control myelination of the peripheral nervous system. It has been shown, for example, that
threshold levels of type III Bla neuregulin dictate not only the myelination fate of axons but also myelin thickness. Here we show that
another neuregulin isoform, type III- 33, plays a distinct role in myelination. Neuronal overexpression of this isoform in mice stimulates
Schwann cell proliferation and dramatically enlarges peripheral nerves and ganglia—which come to resemble plexiform neurofibro-
mas— but have no effect on myelin thickness. The nerves display other neurofibroma-like properties, such as abundant collagen fibrils
and abundant dissociated Schwann cells that in some cases produce big tumors. Moreover, the organization of Remak bundles is
dramatically altered; the small-caliber axons of each bundle are no longer segregated from one another within the cytoplasm of a
nonmyelinating Schwann cell but instead are close packed and the whole bundle wrapped as a single unit, frequently by a compact myelin
sheath. Because Schwann cell hyperproliferation and Remak bundle degeneration are early hallmarks of type I neurofibromatosis, we
suggest that sustained activation of the neuregulin pathway in Remak bundles can contribute to neurofibroma development.

Introduction
Compact myelin is a vertebrate-specific adaptation that dramat-
ically increases nerve conduction velocity. The formation of my-
elin by Schwann cells in the peripheral nervous system (PNS) is
primarily dependent on axon-derived signals (for review, see
Sherman and Brophy, 2005). Recently, it was shown that Neu-
regulin 1 (NRGI) gene products expressed in PNS neurons are
pivotal for the survival and proliferation of Schwann cell lineage
(Levietal., 1995; Morrissey et al., 1995; Wolpowitz et al., 2000). It
was also elegantly demonstrated that later, axon surface-exposed
neuregulins provide instructive signals for the myelination of
peripheral neurons (Michailov et al., 2004; Sherman and Brophy,
2005; Taveggia et al., 2005).

Neuregulins are a group of cell—cell signaling molecules that
act as ligands of ErbB receptor tyrosine kinases. NRGI is a highly
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spliced gene with >15 isoforms, each containing an epidermal
growth factor-like domain that is essential for receptor binding
and activation. According to the structure of their N-terminal
domains, three main types of splicing products (type I-III) with
specific biological roles have been described (Falls, 2003). It has
been shown that only type III isoforms (characterized by a
cysteine-rich domain) are involved in the control of PNS myeli-
nation (Michailov et al., 2004; Taveggia et al., 2005). Type III
isoforms control not only myelination but also the ensheathment
of small-diameter axons and their segregation by the cytoplasm
of nonmyelinating Schwann cells (nmSC) in so-called Remak
bundles (Taveggia et al., 2005).

Two different neuregulin type III isoforms have been so far
described, type I1I-B1a and type I1I- B3 (Ho et al., 1995; Schroer-
ing and Carey, 1998; Falls, 2003). Gain-of-function studies on the
role the type III isoforms in myelination have been exclusively
conducted with the type III-B1a splicing form. However, the type
III-B3 isoform (also known as SMDF, for sensory and motor-
neuron derived factor) is also highly expressed in PNS neurons,
suggesting that it could have a role in myelin development. To
determine the role of this isoform in myelination, we have gen-
erated transgenic mice that overexpress human SMDF (hSMDF)
under the control of the rat neuron-specific enolase (NSE) pro-
moter. We show that, although SMDF overexpression has no
major effects on myelin thickness around individual large-
diameter axons, it has dramatic effects on the structure of the
Remak bundles. The small-caliber axons in these bundles are not
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segregated one from another within the Schwann cell cytoplasm
as they normally are but remain as a close-packed bundle that is
ensheathed as a single entity. Strikingly, the ensheathing
Schwann cells in mutant Remak bundles elaborate a compact
myelin sheath around the exterior of the axon bundle. We also
show that overexpression of SMDF provokes a dramatic prolif-
eration of nmSC, suggesting that neuregulin is an in vivo mito-
genic signal for these cells. Akin to type I neurofibromatosis (Ling
et al., 2005; Zheng et al., 2008), mutant nerves show increased
deposits of collagen fibrils in the extracellular space and, in some
cases, develop big tumors, suggesting that neuregulin overexpres-
sion in the small-sized axons of Remak bundles could be involved
in the development of neurofibroma and other peripheral nerve
tumors.

Materials and Methods

Generation of NSE-hSMDF transgenic mice. All the procedures involv-
ing animals were performed following European Union and United
Kingdom guidelines. The cDNA encoding for the human SMDF was
directionally cloned in the Xbal, NotI restriction sites of the NSE-mouse
platelet-derived growth factor alfa chain plasmid (Fruttiger et al., 1996).
The sequence of the construct was verified by DNA sequencing. The NSE
promoter, hNSMDF cDNA, and simian virus 40 poly(A) were excised with
EcoRI and injected into fertilized C57BL/6 hybrid mouse oocytes. These
were transferred into pseudopregnant female mice. Two founders, able
to transmit and express the transgene, were used to establish two trans-
genic mouse lines, NSE-hSMDF#1 and NSE-hSMDF#2. Mice were
genotyped by PCR using human-specific SMDF primers (sense,
5'_GAGTCTGCAGTCCTCGACCT; antisense, 5'_GATGGGGACAAT-
GCAGATT).

mRNA detection and quantification by reverse transcription and quan-
titative PCR. To detect and quantify gene expression, animals were killed,
the sciatic nerve was dissected, and total RNA was isolated using Purelink
Micro-To-Midi kit according to the instructions of the manufacturer
(Invitrogen). Genomic DNA was removed by incubation with RNase-
free DNase I (Fermentas), and RNA was primed with random hexamers
and retrotranscribed to cDNA with SuperScript II Reverse transcriptase (In-
vitrogen). Control reactions were performed omitting retrotranscriptase.
The same primers used for genotyping were used for reverse transcription
(RT)-PCR. To control the quality of the cDNA, housekeeping mRNA
(SREBP2) was amplified (sense, 5'_AAGTCTGGCGTTCTGAGGAA;
antisense, 5'_ CCAGGAAGGTGAGGACACAT). Quantitative real-time
PCR (qPCR) was performed using the Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR System and Platinum SYBR_Green qPCR SupermixUDG (In-
vitrogen). To avoid genomic amplification, PCR primers were designed
to fall into separate exons flanking a large intron. Reactions were per-
formed in duplicates of three different dilutions, and threshold cycle
values were normalized to the housekeeping gene 18S. The specificity of
the products was determined by melting curve analysis and gel electro-
phoresis. The ratio of the relative expression for each gene to 18S was
calculated by using the 24" formula (Table 1).

To quantify the amount of mRNA for SMDF in peripheral neurons,
qPCR was performed with primers able to amplify both the human and
mouse SMDF (SMDF human/mouse sense, 5'_GCC CAA ATG AGT
TTA CTG GTG; SMDF human/mouse antisense, 5'_GCT CCT ATT
CAG GCA GAG ACA G). Results were normalized to 18S.

Calculating the number of integrated copies. The number of transgene cop-
ies was evaluated as described previously (Mitrecic et al., 2005; Haurogne et
al., 2007). Briefly, genomic DNA was extracted from tail biopsies using
standard protocols, and DNA concentrations were determined with an
UV spectrophotometer (Nanodrop). DNA stock solutions at 50 ng/ul
were prepared, and the actual concentration was reevaluated (mean of
five measurements). According to this result, two dilutions were pre-
pared (6.25 and 3.13 ng/ul of genomic DNA). For qPCR reaction, we
always used a 2 ul of sample of each dilution. The primer sequences used
for the transgene were as follows: sense, 5'_GAGTCTGCAGTCCTC-
GACCT; antisense, 5'"_GATGGGGACAATGCAGATT. A fragment of
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Table 1. Primers used in this study to amplify the myelin related genes

Primer GenBank accession number Sequence (5" —3')

MBP NM_0100777 Sense ATCCAAGTACCTGGCCACAG
Antisense  CCTGTCACCGCTAAAGAAGC

PO NM_008623 Sense ACCAGACATAGTGGGCAAGACCTC
Antisense  AAGAGCAACAGCAGCAACAGCACC

(NPase ~ NM_009923 Sense TGCTGCACTGTACAACCAAATTC
Antisense  GTGTCACAAAGAGAGCAGAGATGG

HMGCR ~ NM_008255 Sense TGGATCGAAGGACGAGGAAAG
Antisense  GAATTACGTCAACCATAGCTTCCG

185 NR_003278 Sense (GGCTACCACATCCAAGGAA
Antisense  GCTGGAATTACCGCGGCT

the same size (~250 bp) was also amplified from the mGJA5 housekeep-
ing gene (GenBank accession number NM_008121; primer sense,
5'_GCCTATGAGTACCCAGTAGCCG; antisense, 5'_CGTGGGCCTC-
GAAACATAAC). The number of transgene copies was calculated using
the 224€T formula.

In situ hybridization. Antisense RNA probes for in situ hybridization
were prepared from human SMDF cDNA cloned in pcDNA3 (Cabedo et
al., 2002). In situ hybridization was performed as described previously
(Fruttiger et al., 1999).

Immunoblotting and lectin binding. Tissues were homogenized at 4°C
in radioimmunoprecipitation assay buffer (1% Nonidet P-40, 1% so-
dium deoxycholate, 0.1% SDS, and 5 mm EGTA) containing protease
inhibitors (Complete tablets; Roche) and phosphatase inhibitors (50 mm
sodium fluoride and 0.2 mm sodium vanadate). Protein concentrations
were determined by the BCA method (Pierce). For Western blotting,
6-15 ug of total protein was subjected to SDS-PAGE and blotted onto
Protran nitrocellulose membrane (Whatman Schleicher and Schuell).
Membranes were incubated overnight at 4°C with the indicated specific
primary antibody, washed and incubated with secondary antibodies, and
developed with ECLplus (GE Healthcare). The primary antibodies used
were as follows: mouse monoclonal anti-glial fibrillary acidic protein
(GFAP) (1:1000; Millipore Bioscience Research Reagents) and anti-B-actin
antibodies (1:2000; Sigma); rabbit polyclonal anti-mitogen-activated pro-
tein kinase (MAPK), anti-phospho-MAPK p44-42, anti-AKT, and anti-
phospho-AKT (Ser473) antibodies (1:1000; Cell Signaling Technology);
rabbit polyclonal anti-heregulin 83 and anti-ErbB3 antibodies (1:500;
Santa Cruz Biotechnologies); and anti-phospho-Histone H3 (pSerl0)
(1:200; Sigma) and anti-Krox-20 (Egr2) rabbit polyclonal antibodies (1:
100; Covance). Goat polyclonal antibodies were anti-MBP (clone D-18)
(1:500; Santa Cruz Biotechnologies) and anti-apolipoprotein E (ApoE)
(1:500; Millipore Bioscience Research Reagents). The secondary an-
tibodies were conjugated with horseradish peroxidase (1:2000;
Sigma). For lectin binding, tissues were lysed with 10 mwm Tris-HCI,
pH 7.5, 100 mm NaCl, 0.4% sodium deoxycholate, 0.3% SDS, and 1%
Nonidet P-40, and extracts were incubated with 80 ul of wheat germ
agglutinin—agarose lectin, extensively washed with lysis buffer, and
analyzed by immunoblotting.

Immunohistochemistry. Mice were killed, and sciatic nerves were dis-
sected, fixed overnight in 4% paraformaldehyde, and cryoprotected by
sequential immersion in 5, 15, and 30% sucrose in PBS at 4°C. Fixed
nerves were embedded in O.C.T. (TissueTek; Sakura) and frozen on dry
ice. Longitudinal or transversal nerve sections were blocked for 2 hin 5%
goat serum and 0.3% Triton X-100 in PBS. Primary antibodies (anti-
$100 at 1:400 and anti-GFAP at 1:500) were diluted in 1% goat serum and
0.3% Triton X-100 in PBS and incubated at 4°C. Sections were then
washed with PBS, and detection was performed using the appropriate fluo-
rescent secondary antibodies (AlexaFluor 594 anti-mouse, AlexaFluor 488
anti-rabbit, 1:700; Invitrogen) for 1 h. Nuclei were counterstained with bis-
benzimide (Hoechst nuclear stain) in PBS. Samples were mounted in
Fluoromount G (Southern Biotechnology Associates). Anti-Krox-20 im-
munohistochemistry was performed as described by Le et al. (2005).

Cell proliferation analysis. Cell proliferation was measured by bro-
modeoxyuridine (BrdU) (Sigma) incorporation. Transgenic mice and
littermates [postnatal day 5 (P5) or P14] were administered four doses of



11306 - J. Neurosci., September 9, 2009 - 29(36):11304 11315

BrdU (50 mg/kg in PBS) intraperitoneally at 2 h intervals. Sciatic nerves
were subsequently dissected, and cells were disaggregated and plated on
coverslips. After cell attachment (8—12 h), cells were processed for BrdU
immunostaining. Briefly, cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 30
min, washed in PBS, treated with 2N HCI for 30 min at 37°C, washed in
borate buffer, pH 8.3, and PBS, and blocked in PBS containing 0.5%
Triton X-100 and 5% goat serum. Processed cells were incubated with a
mouse anti-BrdU (1:500; Sigma) and a rabbit anti-S100 (1:400; Sigma)
antibody for 2 h at 37°C and then washed with PBS. Detection was
performed using fluorescent secondary antibodies (AlexaFluor 546 anti-
mouse and AlexaFluor 488 anti-rabbit, 1:1000). Samples were mounted
in Fluoromount G (Southern Biotechnology Associates). To calculate the
mitotic index, anti-phospho-Histone H3 (1:200) immunohistochemis-
try was used.

Toluidine blue staining and transmission electron microscopy. Mice were
profoundly anesthetized by intraperitoneal injection of 40 mg/kg ket-
amine and 30 mg/kg xylazine and then intracardially perfused with 2%
paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde, and 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4. Tissues were dissected and immersed in the same fixative solution at
4°C overnight, washed in phosphate buffer, postfixed in 1% osmium
tetroxide, dehydrated in graded ethanol series, and embedded in epoxy
resin (Durcupan). Semithin sections were cut with a glass knife at 1-3
pm and stained with toluidine blue. Images were obtained with a 63X
objective in an inverted microscope (Nikon) and digitalized with Meta-
Morph 7.1 software (Molecular Devices). For electron microscopy, ul-
trathin sections (70—90 nm) were cut on an ultramicrotome (Reichert
Ultracut E; Leica) and collected on 200-mesh nickel grids. Staining was
performed on drops of 1% aqueous uranyl acetate, followed by Rey-
nolds’s lead citrate. Ultrastructural analyses were performed in a Jeol-
1010 electron microscope. g-Ratio and axon perimeter were calculated
using NIH Image]. Electron microscopy images were used for calculating
the g-ratio. Axon perimeter measurements were performed on images
taken on a light microscope. At least 100 randomly selected axons were
analyzed per animal. Three or more animals were used per genotype.

Gomori’s staining. Sciatic nerves were sectioned longitudinally (10 wm
thickness) and fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, washed in
water, stained in Gomori’s Trichrome Stain LG for 5 min, and washed
again with 0.5% acetic acid for 1 min. Then, slides were sequentially
dehydrated in 70, 95, and 100% alcohol series, cleared in xylene, and
mounted with Permount (Thermo Fisher Scientific). Images were ob-
tained with AxioCamHRC (Carl Zeiss) in DM5000R microscopes (Leica)
under a 20X objective.

Electrophysiology. Mice were anesthetized by intraperitoneal injection
of 40 mg/kg ketamine and 30 mg/kg xylazine and then perfused with
oxygenated (95% O,/5% CO,) saline containing the following (in mm):
133 NaCl, 16.3 NaHCO;, 1.3 NaH,PO,, 3.6 KCI, 1.2 MgSO,, 1.2 CaCl,,
and 7.8 glucose. Sciatic nerves were dissected and placed in a recording
chamber superfused with the same solution. Electrical stimuli were ap-
plied using a suction electrode at one end of the nerve, and compound
action potentials were recorded with a pipette filled with 1 m NaCl (5
M(Q)) at the other end. Signals were recorded using a MultiClamp 700B
amplifier (Molecular Devices), filtered at 10 kHz and digitized at 20 kHz
(Digidatal320A; Molecular Devices), and analyzed with AxoGraph X 1.0
(AxoGraph Scientific). To increase the signal-to-noise ratio, 40 sweeps
were averaged.

Results

Neuronal overexpression of type III-33 NRG1: NSE-SMDF
transgenic mice

Although it is well established that overexpression of the type
III-Blaisoform of Neuregulin 1 increases myelin thickness in the
PN, the effects of type III-33 isoform overexpression have not
been yet determined. To explore this point, we produced trans-
genic mice expressing the human type I1I-33 neuregulin in neu-
rons, under transcriptional control of a 1.8 kb NSE promoter
fragment from rat (Fig. 1a), which has been used previously to
target transgene expression to postnatal neurons (Forss-Petter et
al., 1990; Fruttiger et al., 1996; Calver et al., 1998). Two founder
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Figure 1. Strategy to overexpress type lll- 33 neuregulin 1in neurons. a, To drive the ex-
pression of type I1l- 33 neuregulin into CNS and PNS neurons, the cDNA encoding for the human
SMDF was cloned under the 1.8 kb promoter of the rat NSE and microinjected into fertilized
mouse oocytes (see Material and Methods). b, In situ hybridization with a human hSMDF probe
shows that the transgene is expressed in neurons (gray matter) but not in glial cells (white
matter) in the NSE-SMDF#1*/~ mice. ¢, The overexpression of hSMDF induces the sustained
activation of the MAPK and PI3K pathways in the PNS. Protein extracts from P20 sciatic nerves
were submitted to SDS-PAGE and blotted with anti-phospho-MAPK kinase or anti-phospho-
Akt-specific antibodies. The incubation with anti-MAPK and anti-Akt (total protein) illustrates
that the increase in phospho-immunoreactivity was not caused by changes in the amount of
protein. WT, Wild type; TG, transgenic.

lines (#1 and #2) were derived that contained ~24 and ~7 trans-
gene copies per genome, respectively (supplemental Fig. S1,
available at www.jneurosci.org as supplemental material). Both
lines were fertile and developed no obvious phenotype during the
first few months of life. I situ hybridization with a probe specific
for hSMDF showed that both lines expressed the NSE-hSMDF
transgene in cells of the spinal cord gray matter but not white
matter, consistent with neuron-specific expression (Fig. 1b)
(supplemental Fig. S2, available at www.jneurosci.org as supple-
mental material). Unless otherwise stated, the work described
from here on concerns transgenic line #1. To determine whether
mRNA encoded by the transgene is translated to protein, SMDF
(and other glycosylated proteins) from adult NSE-hSMDF brain
and sciatic nerve homogenates were concentrated by lectin bind-
ing (Cabedo et al., 2004) and immunoblotted with an anti-
neuregulin B3-specific antibody (see Material and Methods). As
shown in supplemental Figure S3 (available at www.jneurosci.org
as supplemental material), SMDF immunoreactivity was notice-
ably increased in the nervous tissue of the NSE-hSMDF mice. To
further define the expression pattern of the transgene we per-
formed RT-PCR experiments with primers designed to amplify
hSMDF but not endogenous mouse SMDF. As is shown in sup-
plemental Figure S4 (available at www.jneurosci.org as supple-
mental material), transgene-derived mRNA is found in neural
tissues (forebrain, cerebellum, spinal cord, trigeminal, and dorsal
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the sustained activation of two key signal-
ing pathways for the proliferation and dif-
ferentiation of Schwann cells.
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Effect of SMDF overexpression on PNS
development and myelination
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root ganglia) but not in non-neural tissues (heart, liver, and kid-
ney). Using qPCR, we estimated that the expression of mRNA for
SMDF in the peripheral neurons of line #1 transgenic animals is
increased by almost sevenfold (6.91 * 0.04). Although less dra-
matically (2.6-fold), mRNA for SMDF was also increased in neu-
rons of the transgenic line #2.

Axonal neuregulin activates two different signaling path-
ways in Schwann cells: the phosphatidylinositol kinase (PI3K)
pathway and the RAS-MAPK pathway (Taveggia et al., 2005).
To determine whether these pathways are activated in the PNS
of NSE-hSMDF mice, the phosphorylation state of Akt and
MAPK proteins was explored. Sciatic nerve homogenates from
P20 NSE-hSMDF*/~ mice and their wild-type littermates were
immunoblotted with anti-phospho-Akt and anti-phospho-
MAPK-specific antibodies (see Material and Methods). Figure 1¢
shows that the phosphorylation state of MAPK was increased in
the transgenic mice, suggesting that overexpression of neuregulin
in neurons produces sustained activation of the MAPK signaling
pathway in Schwann cells. Akt (a downstream effector of PI3K)
was also hyperphosphorylated in the transgenic mice, although
less dramatically compared with MAPK (Fig. 1¢). Together, these
data suggest that overexpression of SMDF in neurons provokes

Overexpression of hSMDF induces a dramatic decrease in the myelin protein expression, which reflects no real
myelination deficit. @, The mRNA for PO, MBP, CNPase, and HMGCoA reductase is dramatically downregulated in the sciatic nerves
of the NSE—hSMDF #1+/~ mice. cDNA from PO, P3, P10, P20, P35, and P150 was analyzed for the expression of these genes by
gPCR. mRNA levels are expressed in arbitrary units after normalization to a housekeeping gene (18S). b, The drop in mRNA is
reflected in a decrease in the steady-state levels of myelin proteins as shown by the anti-MBP Western blot of protein extracts of
P20 NSE—hSMDF #1™~ sciatic nerves and wild-type littermates. ¢, Myelin thickness is not altered in the mutant nerves. Myelin
thickness was estimated by determining the g-ratio in EM images obtained from mutant P20 mice and wild-type littermates (see
Material and Methods). g-Ratio was plotted against axon size. Four animals per genotype were used. Except for aslight increase for
larger axons, no significant changes in g-ratios could be observed. Data are given as mean == SE. WT, Wild type; TG, transgenic.

observed, to a lesser extent, in the NSE-
hSMDEF transgenic line #2 (~7 integrated
copies rather than ~24) (supplemental
Fig. S5, available at www.jneurosci.org as
supplemental material), suggesting that
the reduction in myelin gene expression is
the consequence of neuregulin overex-
pression and not transgene positional ef-
fects. Myelin protein expression has been
widely used as a surrogate marker of my-
elination; however, there are situations in
which myelin protein expression does not
accurately reflect the myelination state of axons (Muse et al.,
2001). Therefore, we examined sciatic nerves of P20 NSE-
hSMDF*/~ mice in the electron microscope and determined the
g-ratio (axon diameter/outer diameter of myelin sheath) as an
estimate of myelin thickness. Surprisingly, except a slight de-
crease in the thickness of myelin for larger axons, no major
changes in the myelin thickness occurred ( g-ratio, 0.67 = 0.004
for wild type and 0.65 * 0.013 for mutant; n = 4 animals per
genotype) (Fig. 2¢). Therefore, our data show that overexpression
of SMDF in PNS neurons provokes a reduction in myelin mRNAs
and proteins but no corresponding deficit in myelination.

Hyperproliferation of Schwann cells causes enlargement

of peripheral nerves

The lack of any reduction in myelin thickness in NSE-hSMDF
mice raised the possibility that the apparent reduction in myelin
gene expression might be a “dilution” effect caused by hypertro-
phy of other endoneurial compartments of the nerve. This idea
was supported by the striking enlargement of nerve roots and
dorsal root ganglia in NSE-hSMDEF*’~ mice (Fig. 3a). A detailed
microscopic analysis showed that the space between myelinated
axons was dramatically increased in the transgenic animals, espe-
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cially between P14 and P35 (Fig. 3b). Part
of this increase is apparently caused by the
expansion of the extracellular matrix,
mainly proteoglycans and proteins (Fig.
3b) (see Fig. 8c—e). Although this expan-
sion might explain the reduction in spe-
cific signal on Western blots (in which
the loaded sample is normalized to total
protein concentration), it cannot explain
the dramatic decrease in the cognate mR-
NAs. The reduction of myelin-related mR-
NAs might, however, be explained by an
increase in the number of nonmyelinating
cells, for example, fibroblasts or nonmy-
elinating Schwann cells. To test this, we
estimated by immunoblot the amount
of ErbB3, a receptor that is expressed in
both myelinating and nonmyelinating
Schwann cells but not in fibroblasts
(Jessen and Mirsky, 2005). Protein ex-
tracts from sciatic nerves of P20 NSE-
hSMDF*’~ mice and wild-type littermates
were analyzed on Western blots with a
polyclonal anti-ErbB3 antibody. ErbB3 protein was upregulated
in NSE-hSMDF*’~ mice (Fig. 4a), suggesting that the Schwann
cell population is expanded. This expansion seemed to involve
preferentially nmSC, because GFAP, a reliable marker for nmSC
(Jessen and Mirsky, 2005), was dramatically upregulated. Also sup-
porting this interpretation, immunoreactivity for ApoE, which is
expressed mainly in nmSC in the PNS (Boyles et al., 1985), was
also greatly increased (Fig. 4a). Immunofluorescence microscopy
confirmed that GFAP-positive (GFAP ©) nmSC are much more
numerous in NSE-hSMDF '/~ mice (Fig. 4b). The sciatic nerves of
wild-type mice were mainly occupied by myelinating Schwann cells
(S1008 ™, GFAP-negative, elongated nuclei), whereas in NSE—
hSMDE*’~ mice there were large clusters of nmSC separating the
axons (GFAP ¥, irregular shaped nuclei) (Fig. 4b). Toluidine blue
staining of cross-sectioned nerves revealed that myelinated axons
were less densely packed in NSE-hSMDF nerves compared with
wild type, because the former contained abnormally large num-
bers of nonmyelinating cells in the inter-axonal space (Fig. 4c).
However, no changes in the number of myelinating Schwann
cells (Krox-20 ™) per unit of nerve length could be observed (wild
type, 100 = 19%; transgenic, 108 = 16%; n = 3) (Fig. 4d). To-
gether, our data show that the enlargement of the nerves in the
transgenic animals results from a large increase in the numbers of
nmSC. To quantify the increase in cellularity and nerve thickness
during postnatal development, cross-sections of sciatic nerves
from NSE-hSMDF*’~ mice and wild-type littermates were
stained with bisbenzimide (Hoechst nuclear stain) (Fig. 4e).
Cross-sectional area and number of nuclei per cross-section were
counted in confocal microscope images (Fig. 4f,). As is shown in
Figure 4f, the cross-sectional area of P5 transgenic sciatic nerves
and wild-type littermates was essentially the same (wild type,
62.8 = 3.5 um?, n = 5 animals; transgenic, 64.3 = 1.0 um?, n =
5). At P20, the area of sciatic nerves in wild-type animals had
increased ~1.9-fold compared with P5 (116.2 + 6.8 um?, n = 5),
whereas it had increased ~3.4-fold in the transgenic animals
(221.1 = 11.7 wm?, n = 5). At P150, cross-sectional area was still
larger in the transgenic mice relative to wild type (297.2 = 1.4
wm?, n=5vs260.8 + 1.7 um?, n = 5, respectively). The number
of nuclei per section (Fig. 4¢) was also very similar at P5 in wild-
type and transgenic animals (458 * 26 nuclei per section in wild

mice of the indicated ages.
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Figure3. Transgene expression enlarge peripheral nerves. a, Nerve roots and ganglia of P20 mutant NSE— hSMDF#1 ™/~ mice
[transgenic (TG)] are notably enlarged when compared with wild-type littermates (WT). b, Mutant nerves (TG) show evident
morphological alterations during postnatal myelination. Initial steps of myelination (P0—P5) are indistinguishable in the NSE—
hSMDF mutants and wild-type littermates. In contrast, from P14 to P150, the number of myelinated axons per section is notably
decreased in the mutant sciatic nerves. Images (60<) of toluidine blue-stained sciatic nerves cross-sections were obtained from

type, n = 5; 499 * 6 nuclei per section in transgenics, n = 5).
However, by P20, the number of nuclei per section was much
greater in NSE-hSMDF'’~ mice compared with wild type
(1859 *= 89, n = 5vs 527 * 26, n = 5). At P150, the number of
nuclei per section was still higher in the transgenic animals
(1580 * 30, n = 5vs 550 = 20, n = 5). Interestingly, the number
of nuclei per unit area drops between P5 and P20 in wild-type
nerves, probably as a consequence of increasing myelination and
the consequent increase in Schwann cell volume (Fig. 4h). In
contrast, in transgenic mice the density of nuclei does not fall
between P5 and P20. After P20 (when myelination is complete),
the number of nuclei per unit volume declines at a similar rate in
both transgenic and wild-type nerves (Fig. 4h). Similar results
(although less marked) were found in the independent transgenic
line #2 (supplemental Fig. S6, available at www.jneurosci.org as
supplemental material).

Apart from Schwann cell numbers, an increase in the number
and/or volume of axons could also theoretically contribute to the
enlargement of nerves in mutant mice. To explore this possibility,
we estimated axon density at P5, P20, and P150 in NSE-
hSMDF*’~ mice and their wild-type littermates. The density of
myelinated axons was practically the same in transgenic and wild-
type animals at P5 (Fig. 5a). However, at P20, the density of
myelinated axons in transgenic nerves dropped to 60.9 = 7.6%
that of wild type. However, allowing for the increase in nerve
cross-sectional area (~1.9-fold), the number of axons per nerve
is very similar in transgenic and wild-type animals (115 = 14% in
transgenics relative to wild type). To explore the potential con-
tribution of an increase in axonal volume to the increased nerve
volume, we measured axon perimeter in P20 NSE-hSMDF*'~
and wild-type nerves. As is shown in Figure 5b, the distribution
of axon perimeters in transgenic animals was clearly shifted
toward smaller sizes compared with their wild-type littermates
(Fig. 5b). Together, our data demonstrate that axons do not
contribute to the increased thickness of peripheral nerves in
NSE-hSMDF animals.

The augmented number of Schwann cells in NSE-hSMDF
animals might be caused by increased proliferation and/or by a
decrease in apoptosis in the P5-P20 period. Because apoptosis is
already low in late postnatal nerves (Grinspan et al., 1996), we
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focused in putative changes in cell prolif-
eration. BrdU (50 mg/kg body mass) was
administered to NSE-hSMDF'/~ mice
aged P5 or P14 (see Material and Meth-
ods). After three injections, the mice were
killed, and sciatic nerve cells were dissoci-
ated and plated on poly-L-lysine- and
laminin-coated coverslips. After cell at-
tachment (~12 h), cells were fixed and
immunolabeled with anti-S1008 and
anti-BrdU antibodies. The BrdU labeling
index (fraction of S1008 ™ Schwann cells
that was BrdU ¥) is plotted in Figure 5d.
At P5, the labeling index was substantially
greater in the transgenic mice than in their
wild-type littermates, indicating an in-
creased proliferation rate in the transgen-
ics. In contrast, at P14, the proliferation
rates of transgenic and wild-type Schwann
cells had converged. In the same line, the
number of phospho-Histone H3-positive
nuclei (a maker of mitosis) was found also
increased in the P5 transgenic nerves (Fig.

<«

Figure 4.  Nerve enlargement is caused by the hyperplasia of
the nmSCduring the postnatal development. a, The amount of
erbB3 protein (a Schwann cell marker) was notably increased,
suggesting that there are more Schwann cells in the mutant
nerves. GFAP (a protein expressed exclusively in nmSC) is also
clearly upregulated, suggesting that the expanded population
of Schwann cells is mainly in a nonmyelinating state. In sup-
port of this tenet, the expression of ApoE was also increased. In
contrast, MBP expression was notably downregulated in the
mutant nerves. Protein extracts from NSE— hSMDF#1™+/~ and
wild-type nerves were submitted to SDS-PAGE and immuno-
blotted with the indicated antibody. b, Inmunohistochemis-
try of mutant nerves: nmSC (GFAP ™) were barely observed in
longitudinal sections of wild-type P20 sciatic nerves under the
confocal microscope. In contrast, big clusters of nmSC segre-
gate myelinated fibers (5100 ™ with sharp nucleus) in the
nerves of mutant animals. ¢, Detailed inspection of toluidine
blue-stained sections show that the number of cells dissoci-
ated from axons is increased in the mutant nerves (asterisks).
d, The number of myelinating cells is not increased in the mu-
tant nerves. Although the density of Krox-20 * nuclei is nota-
bly decreased in mutant nerves, the number of Krox-20 ©
nuclei per unit of nerve length s similar in wild-type and trans-
genic nerves. e, Transgene expression increases dramatically
the number of nucleated cells in the P20 mutant nerves. Im-
ages obtained with a confocal microscope from sciatic nerve
sections stained with bisbenzimide of NSE—hSMDF#1 ™+~
mice [transgenic (TG)] and wild-type littermates (WT). f, Sci-
atic nerve section area in wild-type and mutant mice during
postnatal development. The nerve section was estimated for
at least five animals with the indicated age. g, The number of
cells (nuclei) is dramatically increased in the mutant mice. Nu-
clei were counted from cross-sections stained with bishenzim-
ide using NIH ImageJ software. The number of nuclei per
section was estimated for at least five animals of the indicated
age. h, In contrast to wild types, mutants do not show the
postnatal decrease in nuclei density that occurs during myeli-
nation. From P20 to P150, the drop in nuclei density (slope) is
very similar in mutants and wild-type littermates, suggesting
that the main alterations of mutant nerves are produced dur-
ing the postnatal development. Data are given as mean == SE.
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Sef). Therefore, the hypercellularity of
transgenic nerves is caused mainly by the
hyperproliferation of Schwann cells be-
tween P5 and P14.

In summary, our data suggest that
the enlargement of sciatic nerves in the
NSE-hSMDF mice is the consequence
of the in vivo mitogenic effect of type
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III- B3 neuregulin (SMDF) on nonmy-
elinating Schwann cells.

Remak bundle degeneration

and myelination

It has been shown that small-sized axon
segregation in the Remak bundles is con-
trolled by type III neuregulins (Taveggia
et al., 2005). To investigate whether the
type III- B3 neuregulin isoform also plays
arole in small-caliber axon ensheathment
and segregation, we obtained electron mi-
croscope images of sciatic nerves from
P20 NSE-hSMDF "'~ mice and wild-type
littermates. As is shown in Figure 6, the
structure of the Remak bundles in the mu-
tant nerves is dramatically altered. In con-
trast to wild type (Fig. 6a,b), most of the
small-caliber axons of the transgenic mice
remain unsegregated within the Schwann
cell cytoplasm, forming a single fascicle of
axons located in a large pocket (Fig. 6¢,d).
However, the number of axons per Remak
bundle remains unaltered. A detailed
quantification of the number of axons per
pocket and total axons per bundle in mu-
tant and wild-type nerves is shown in Fig-
ure 6, e and f.

Interestingly, in mutant bundles, the
nmSC is apparently “extruded” from the
fascicle and ensheathes the whole pack of
axons as if it were a single large-caliber
axon, in what resembles a premyelinating
complex. Strikingly, a significant number
of these atypical Remak bundles (~20%)
develop an electron-dense structure sur-
rounding the axon fascicle resembling a
compact myelin sheath (Fig. 6g—j). In-
deed, the high-resolution structure of this
electron-dense material in the electron mi-
croscope was indistinguishable from compact myelin around single
axons (Fig. 6k,]). In longitudinal sections, myelination seems to be
continuous along some axon bundles (Fig. 6m), whereas in others
myelination is only partial (Fig. 6n). To our surprise, no “nor-
mal” Remak bundles could be found in P20 transgenic nerves
(supplemental Fig. S7, available at www.jneurosci.org as supple-
mental material). Although much less dramatically, Remak bun-
dle degeneration and myelination was also observed in transgenic
line #2 (data not shown). Together, our data suggest that the
expression of type III-B83 neuregulin in small-caliber axons, in
addition to stimulating Schwann cell proliferation, reprograms the
nmSC into a myelinating phenotype and results in the myelination
of whole Remak bundles as single units.

Unmyelinated small-diameter axons in normal Remak bun-
dles have slow conduction velocities (<1 m/s) and can be iden-

Figure 5.
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Increased Schwann proliferation rate but not axon size or density drives to nerve enlargement. a, Axonal density is
lower in the mutant mice, suggesting that an increase in the number of axons does not contribute to nerve enlargement. b, The
distribution of axon perimeter is shifted to the left in the P20 mutant mice, ruling out that axon swelling could contribute to nerve
enlargement. Axon density and size were estimated in optical and EM images obtained from sections of two or more sciatic nerves
from mice of the indicated age. ¢, d, BrdU experiments show increased proliferation of Schwann cells in mutant mice. Number of
BrdU-labeled cellsin sciatic nerves of P5 and P14 NSF— hSMDF#1™/~ mice and wild-type littermates were counted and normalized
105100 * Schwann cells (see Materials and Methods). A notable increase in the Schwann cell proliferation in the mutants could be
observed at P5 but not at P14. e, f, Similar results were obtained when the mitotic index (phospho-Histone H3 ) was estimated.
Two to three animals per genotype and age were used. Data are given as mean == SE (***p < 0.0001, Student's ¢ test.). WT, Wild

tified as “C-fibers” in recordings of compound action potentials
along sciatic nerves. C-fibers have been shown to be involved in
temperature sensing, pain, mechanical transduction, and itching.
The proper ensheathment and segregation of small axons in in-
dividual pockets of the nmSC cytoplasm is critical for nerve func-
tion (Taveggia et al., 2005). To explore whether the atypical
myelination and aberrant segregation of small-caliber axons in
the abnormal Remak bundles of NSE-hSMDF mice affects nerve
conduction velocity, sciatic nerves from adult NSE-hSMDF*/~
mice and wild-type littermates were removed, and compound
action potentials were recorded (see Materials and Methods). We
found that myelination of Remak bundles did not increase the
nerve conduction velocity in the C-fibers. In fact, a significant
decrease in the conduction velocity was found (Fig. 7a,b). Sur-
prisingly, and although myelination of individual large-diameter
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Figure6.  Transgene expression disrupts small-diameter axon segregation and induces Remak bundle myelination. a, b, Transmission
EM images obtained from P20 wild-type mice showing that small-sized axons (Ax) are segregated by the cytoplasm of the nmSCin the
Remak bundle (arrows). Scale bars, 1 wm. ¢, d, No cytoplasm segregates small-sized axons in the NSE— hSMDF mice (arrows). In these
nerves, the Schwann cell (Sc) remains outside of the bundle ensheathing the whole pack of axons. Scale bars, 1 m. e, Distribution of axons
per pocket is profoundly modified in mutant nerves. In contrast to wild type, in mutant nerves, very few axons are found in individual
pockets. f, In contrast, the number axons per Remak bundle is not changed. More than 170 bundles from four P20 different animals (n =
4) were counted per genotype. Data are given as mean == SE (**p = 0.0041, ***p << 0.0001, Student’s ¢ test.). g, With these atypical
Remak bundles (arrowhead), others coexist in which the ensheathing Schwann cell has developed a myelin membrane wrapping the
whole bundle (arrow). The total area of the myelinated bundle is similar to the area of myelinated axons. Scale bar, 1 um. h—j, Myelinated
bundles with increased magnification. Scale bars, 1 pem. k, 1, High-power EM images of mutant Remak bundles. The membrane wrapping
the bundle is structurally indistinguishable of a myelin sheath. Scale bars, 0.2 em. m, n, EM images of longitudinal sections of mutant
nerves showing that, whereas some bundles seem completely myelinated (m), myelination is not always continuous along other bundles
(m, arrow). Scale bars, 1 em. WT, Wild type; TG, transgenic.
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axons is basically normal (Fig. 2¢), nerve
conduction velocity of myelinated single
fibers was also decreased in the transgenic
mice (Fig. 7¢,d).

Sustained neuregulin axon—glial
signaling induces the development of
neurofibroma-like lesions and
peripheral nerve sheath tumors

Type I neurofibromatosis is a genetic dis-
ease caused by the inactivation of the NfI
gene (Cichowski and Jacks, 2001; Zhu et
al., 2002). Neurofibromas are benign tu-
mors that enlarge nerves (Zhu et al., 2002;
Ling et al., 2005). Histology of neurofi-
broma is characterized by Schwann cell
hyperplasia, dissociation of Schwann cells
from axons, increased endoneurial colla-
gen matrix, and mast cell accumulation
(Ling et al., 2005). As has been introduced
previously, NSE-hSMDF"’~ transgenic
nerves displayed several traits of neurofi-
broma. First, at early postnatal ages (P20),
all transgenic mice show an obvious en-
largement of nerve roots (Fig. 3a), resem-
bling plexiform neurofibromas (Zhu et
al., 2002). Enlargement was also observed
in the dorsal root ganglia, trigeminal gan-
glia, and sciatic and brachial nerves (data
not shown). Moreover, the number of
Schwann cells (mainly dissociated and
nonmyelinating Schwann cells) in trans-
genic nerves was also noticeably increased
(Fig. 4d,f). To investigate further the
neurofibroma-like phenotype of NSE-
hSMDF*’~ mice, we asked whether the
endoneurial collagen matrix of mutant
sciatic nerves was increased, as in neurofi-
broma. We stained sections of sciatic
nerves with Gomori’s trichrome stain, a
histological reagent that renders extracellu-
lar collagen green and cell cytoplasm purple.
In wild-type mice, collagen (green) was pri-
marily restricted to the perineum, being
very faint in the endoneurium (Fig. 84). In
contrast, the transgenic nerve showed a
rich green staining of the endoneurium
(Fig. 8b), suggesting an increase in colla-
gen deposition. In electron microscope
images, the myelinated axons of the trans-
genic nerves were also separated by ab-
normally expanded extracellular matrix
highly enriched in collagen fibrils (Fig.
8c—e, arrows).

Five to 10% of patients with plexiform
neurofibroma develop malignant periph-
eral nerve sheath tumors, an aggressive
type of cancer that decreases enormously
life expectance and quality. To know
whether the overactivation of the neu-
regulin pathway promotes as well the ap-
parition of peripheral nerve tumors, we
aged NSE-hSMDF"/~ transgenic mice
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and littermates. Approximately 1 in 10
NSE-hSMDF"/~ mice develop big tu-
mors in the peripheral nervous system
producing neurological symptoms (Fig.
9a). Tumors could be identified in both
transgenic lines, mainly between 6 and 24
months of age. In mouse line #1, 12.4% of
transgenic animals (11 of 89) showed
symptomatic big peripheral nerve tu-
mors, whereas no tumors were detected in
wild-type littermates of the same age (0 of
78). In mouse line #2, 10.5% transgenic
mice showed peripheral nerve tumors (4
of 38), whereas no tumors were found in
its wild-type littermates (0 of 29). In most
cases, the tumors were clearly associated
with peripheral nerves and/or ganglia
(Fig. 9b—e). Immunohistochemistry stud-
ies showed that tumors express S1003 and
GFAP (Fig. 9f), suggesting a Schwann cell
origin. Supporting this view, mRNA for
PO, MBP, and CNPase could also be de-
tected (data not shown). Together, our
data show that the sustained axon-—glial
signaling at the Remak bundle produces
neurofibroma-like lesions that in some
cases are transformed into peripheral
nerve sheath tumors.

Discussion

Members of the neuregulin family are
abundantly expressed in the nervous sys-
tem in which they are involved in pivotal
steps of neuron and glial cell biology and
development (Meyer et al., 1997; Jessen
and Mirsky, 2002; Nave and Schwab,
2005). The Neuregulin 1 gene encodes for
at least 15 different isoforms, grouped in
three different types. Type III isoforms
(but no type I or II) have been shown to
regulate the myelination of PNS neurons
(Nave and Salzer, 2006). There are at least
two different type III neuregulins. The
first type III isoform reported was the
type III- B3, also known as SMDF. This
neuregulin is highly expressed in the
sensory and motor neurons of the dorsal
root ganglia (Ho et al., 1995) and segre-
gated into lipid rafts, membrane plat-
forms pivotal for axon-glial signaling
(Cabedo et al., 2002, 2004; Decker and
ffrench-Constant, 2004).

It was shown recently that type III neu-
regulins regulate the thickness of the my-
elin sheath (Michailov et al., 2004). In
addition, the artificial expression of one of
these isoforms (the III-Bla isoform) in
unmyelinated axons converts them to a
myelinated phenotype, suggesting that
threshold levels of neuregulin determines
the myelination status of the axon (Taveg-
gia et al., 2005). Here we show that, in
contrast to type III-B1la, in vivo overex-
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Figure 7. Nerve conduction velocity of C-fibers is decreased in the mutant mice. a, Typical recording of compound action
potential from the sciatic nerves of NSE— hSMDF#1™/~ and wild-type littermates. Arrows indicate signal from C-fibers. b, Quan-
tification at room temperature (RT) and 31°C shows that C-fiber conduction velocity (CV) is decreased in the mutant mice. ¢, d,
Conduction velocity of myelinated fibers (arrows) is also reduced, probably as a consequence of the reduced diameter of axons in
the transgenic animals. n = 4 animals for RT and n = 2 for 31°Crecordings. Data are given as mean = SE (*p << 0.05, Student's
ttest).

Figure 8.  Accumulation of extracellular collagen in the mutant nerves. a, Gomori's trichrome staining of wild-type nerves
shows that collagen (green) is concentrated in the perineurum and barely detectable in the endoneurium, which is mainly occupied
by cytoplasm (purple). b, In contrast, endoneurium of mutant nerves is widely stained in green, suggesting that collagen accumu-
lates in the extracellular matrix. ¢, d, High-power EM images obtained from cross-sections of mutant animals showing large
deposits of collagen fibrils in the extracellular space. e, Collagen fibrils can be also observed in longitudinal sections of mutant
nerves. Ax, Axons; Sc, Schwann cells. Scale bars, 0.5 um.
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which results in the myelination of the bundles.

pression of type I1I- B3 isoform (SMDF) does not increase myelin
thickness in the PNS. Although these studies were performed
using different promoter constructs (NSE and Thy1), given their
broad neuronal expression in many neurons (Morris et al., 1983;
Kollias et al., 1987; Forss-Petter et al., 1990; Vega et al., 1990) and
their similar postnatal expression pattern (supplemental Fig. S9,
available at www.jneurosci.org as supplemental material), these
are probably bone fide differences in neuregulin isoform activity.
We do not have a molecular explanation for the dissimilar behav-
iors of the III-Bla and III-B3 isoforms. However, it might be
significant that the type I1I-33 isoform lacks the transmembrane
and cytoplasmic domains located at the C terminus of type III-
Bla. It has been suggested that this domain might signal back to
the cell nucleus (Bao et al., 2003); thus, the possibility exists that
the increase in myelin thickness induced by type III-B1a could

Sustained neuregulin signaling induces tumorigenesis. a, Tumors produce neurological symptoms, such as limb
paralysis and postural alterations. b, A big tumor in the trigeminal ganglia in an NSE— hSMDF mutant mouse. ¢, One of the tumors
originated in a cervical nerve root of the spinal cord. d, Tumors originated in the nerve roots and dorsal ganglia compressing the
spinal cord in transgenic animals. e, Multiple enlargement of nerves and ganglia at the cervical and dorsal level of the spine.
f, Inmunohistochemistry showing that tumors express S1003 (red) and GFAP (green). Nuclei were stained with bisbenzimide
(blue). g, Model for the development of nerves in wild-type and mutant mice. Top, During the postnatal development of wild-type
nerves, Schwann cells ensheathe and myelinate large-diameter axons. Small-sized axons remain ensheathed but unmyelinated in
the Remak bundles (adapted from Jessen and Mirsky, 2005). Bottom, Overexpression of SMDF (red) has a mitogenic effect on
Schwann cells inducing hyperproliferation. SMDF also induces a phenotypic change of the nmSC toward a myelinating phenotype,

J. Neurosci., September 9, 2009 - 29(36):11304 11315 « 11313

require the coexpression of an additional
(yet unidentified) growth factor induced
by back-signaling.

Although it is well known that neuregu-
lins are mitogenic factors for Schwann cells
in vitro (Stewart et al., 1991; Dong et al,,
1995; Levi et al., 1995; Maurel and Salzer,
2000), there has been no conclusive in vivo
evidence (Jessen and Mirsky, 2005). By
using BrdU uptake experiments and
phospho-Histone 3 immunohistochemis-
try, we have shown that nerve enlarge-
ment in NSE-SMDF mice is caused
by early postnatal hyperproliferation of
nmSC, supporting that SMDF is a mito-
genic factor for Schwann cells in vivo. The
increased proliferation in the transgenic
nerves is transient, not persisting after
P14. The reason for this is not clear be-
cause expression of the SMDF transgene
continues after P14 and even during
adulthood (data not shown). One possi-
bility is that stability of SMDF, ErbB2, or
ErbB3 proteins might decrease after P14.
However, this seems unlikely because
PI3K and MAPK pathways remain hyper-
activated in P20 transgenic nerves. An-
other possibility is that Schwann cell
proliferation is self-limited, through a bal-
ance between the relative rates of supply
and demand of SMDF and other mito-
gens: as Schwann cell number increases,
so might their rate of consumption/degra-
dation of SMDF. There is evidence that
such a mechanism involving PDGF regu-
lates oligodendrocyte precursor prolifera-
tion and ultimate cell number in the
developing CNS (Calver et al., 1998; van
Heyningen et al., 2001). Other explana-
tions are, however, also possible.

It is well established that myelination
depends on axon diameter (Friede and
Bischhausen, 1982). Small-caliber axons
(<1 um) are not large enough to be my-
elinated and remain grouped in packs and
ensheathed by the nmSC in Remak bun-
dles. It has been suggested that neuregu-
lins contribute to the correct segregation
of small-diameter axons in the Remak bundle (Taveggia et al.,
2005). Here we show that overexpression of type I1I-33 neuregu-
lin in neurons has dramatic effects on the organization of Remak
bundles. The small-caliber axons are not segregated in individual
pockets in the nmSC cytoplasm as they normally are but are
compacted into a tight fascicle that is ensheathed by compact
myelin, as if it were a single large-diameter axon. The conduction
velocity of abnormally myelinated Remak bundles is not in-
creased; on the contrary, we found that their conduction velocity
was decreased relative to normal C-fibers. This is presumably
related to the fact that only the peripheral axons of the bundle are
in contact with the myelin membrane, the majority in the interior
of the bundle remaining unmyelinated. Even for those axons that
are in contact with myelin, contact is only partial. Furthermore,
myelination is not continuous along the longitudinal axis of the
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dissociated Schwann cell
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bundles, leaving large parts of the axons unmyelinated (although
ensheathed by a single nmSC wrap) (Fig. 6n). This by itself would
be expected to severely hamper saltatory conduction.

It has been shown previously that adequate segregation of
C-fibers in individual cytoplasmic pockets is pivotal for proper
conduction (Taveggia et al., 2005). Because the axons in the ab-
errant bundles are not individually segregated but close to or in
contact with one another, this also would be expected to interfere
with conduction. Interestingly, the conduction velocity of my-
elinated individual fibers was also decreased in the mutant nerves
(Fig. 7¢,d). Because there is not an obvious change in the myelin
thickness, we believe that this is probably provoked by a down-
ward shift in the distribution of axon caliber size (Fig. 5b). In
support of this view, we also found a significant decrease in the
current amplitude for the component of myelinated fibers (sup-
plemental Fig. S8, available at www.jneurosci.org as supplemen-
tal material).

During our study, we observed that NSE-hSMDF*/~ mice
develop several phenotypic traits of neurofibromatosis. One of
the most remarkable observations was that they develop enlarged
nerve roots and peripheral ganglia (Fig. 3a) with a striking simi-
larity to human plexiform neurofibromas and animal models of
the disease (Cichowski et al., 1999; Zhu et al., 2002). A detailed
microscopic study shows that nerve enlargement is mainly
caused by the hyperplasia of nmSC. Interestingly, it has been
suggested that the induction of abnormal proliferation of nmSC
triggers neurofibroma formation. In Nf/"*~;POA—cre* mice,
Zheng et al. (2008) have shown that NfI deficiency does not cause
hyperproliferation or tumorigenesis during the early postnatal
period. The only differential trait found at this time is the exis-
tence of abnormal Remak bundles. Akin to NSE-hSMDF mice,
Remak bundles in these animals contain poorly segregated axons
and, in some cases, myelinated structures containing both small-
and large-diameter axons. These authors suggest that neurofibro-
mas that originate at later stages in Nf1/~;POA—cre™ mice are
caused by the hyperproliferation of nmSC in the postnatal nerves.
Our own data show that sustained overexpression of SMDF also
induces nmSC hyperproliferation and disorganization of Remak
bundles. As in the case of type I neurofibromatosis, Remak bun-
dle degeneration also facilitates the development of big periph-
eral nerve sheath tumors. Whether there is link between both
pathological mechanisms needs to be further explored.

The NRGI1-erbB pathway is hyperactivated in many epithelial
tumors (Alroy and Yarden, 2000). Interestingly, the ectopic ex-
pression of the type II neuregulin GGFB3 in myelinating
Schwann cells (PO-GGFB3 mice) induced as well the develop-
ment of hypertrophic neuropathies and malignant peripheral
nerve sheath tumors (Huijbregts et al., 2003). In the same line,
the overexpression of ErbB1 receptor in Schwann cells (CNP-
epidermal growth factor receptor mice) provokes peripheral nerve
tumors (Ling et al., 2005). Moreover, the gene encoding for one
of the neuregulin receptors (ErbB2 gene) is frequently amplified
in human malignant peripheral nerve sheath tumors, a cancer
type derived from plexiform neurofibroma (Storlazzi et al,
2006). Although the molecular link between ErbB receptor acti-
vation and neurofibroma development needs to be further clari-
fied, it is interesting to point out that neuregulin binding to ErbB
receptors elicits the activation of the MAPK pathway, which is
believed to be responsible for hyperproliferation in the NfI-
deficient Schwann cells (Cichowski and Jacks, 2001).

In summary, our data support the view that the sustained
activation of nmSC by axon-derived neuregulin in Remak bun-
dles can contribute to peripheral nerve tumorigenesis (Fig. 9¢g)
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and points toward the inhibition of the axon—glial signaling
pathway as a putative therapeutic target for the treatment of pe-
ripheral nervous system tumors.
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S$1.- Number of transgene copies. Genomic DNA from two NSE- hSMDF #2 (+-) mice (a
and b) and two NSE-hSMDF #1 *7 mice (c and d) was purified and the Ct for a
housekeeping gene (white squares) and for the transgene (black triangles) was calculated
(duplicates of two dilutions) using SYBR Green quantitative PCR. Because the amplicon
size and qPCR efficiency were identical for the housekeeping and transgene, and because
the number of copies of the housekeeping is known (2), the number of copies of the
transgene can be determined. Using this approach, the calculated number of copies was 7
and 24 for the line#2 and line #1 respectively. Data are given as mean + S.E.

S2.- Expression of the transgene in the NSE-hSMDF #2 line. As in the case of the
NSE-hSMDF #1 line, in situ hybridization with a human hSMDF probe shows that the
transgene is transcribed in neurons (gray matter) but not in glial cells (white matter) in the
NSE-hSMDF #2 “" mice as well.

S3.- SMDF protein is accumulated in the nervous system of the NSE-hSMDF
transgenic mice. Brain and sciatic nerve homogenates from wild type and mutant mice
were incubated with WGA lectin to concentrate glycosilated proteins. Equivalent amounts
of lectin bound proteins were submitted to western blot analysis with anti-HRGR3
polyclonal antibody. A positive control was performed using extracts of COS-7 cells
transfected with a mammalian expression plasmid encoding the cDNA for hSMDF.

S$4.- Neural specific expression of the transgene in the NSE-hSMDF mice. Total RNA
of the indicated tissues from the NSE-hSMDF #1 “") mice and wild type littermates was
prepared, transcribed to cDNA and submitted to PCR with specific primers for the human
SMDF. As is shown, hSMDF is expressed in nervous tissues (forebrain, cerebellum, spinal
cord, trigeminal ganglia and dorsal root ganglia) but not in non-nervous tissues (hearth,
kidney and liver). The absence of amplicon in a “false” retrotranscription (without
retrotranscriptase) rules out genomic contamination. A housekeeping gene (SREBP2) was
amplified to check the adequate quality of the cDNA.

S$5.- Transgene expression downregulates myelin protein markers also in the NSE-
hSMDF #2 ") line. The mRNA for PO, MBP, CNPase and HMGCOoA reductase is also
downregulated in the sciatic nerves of the NSE-hSMDF #2 “") mice. cDNA from P20
mutant mice an wild type littermates was analyzed for the expression of myelin protein
markers by qPCR and normalized to a housekeeping gene (18S).Two mice were used for
MBP, PO and CNPase. Data are given as mean = S.E. The values depicted for HMGCoA
reductase correspond to only one mouse per genotype.

S6.- Overexpression of hSMDF increases cellularity in the NSE-hSMDF #2 “"line.
Although less dramatically, transgene expression also increases the number of nucleated
cells in the P20 sciatic nerves of the NSE-hSMDF #2 ) line. Sciatic nerves sections from
NSE-hSMDF #2 *" and wild type littermates were stained with bisbenzimde and confocal
microscopy images were obtained. A.-Sciatic nerve section area is only slightly increased
in the mutant mice. B.- By contrast, the number of cells (nuclei) and density (C) is notably
increased in the mutant mice.

S7.- All the Remak bundles are atypical in the NSE-hSMDF #1 “"sciatic nerves. To
estimate how frequent the abnormal Remak bundles in the mutant mice are, we counted
the number bundles of Remak with a standard structure and the number of atypical Remak
bundles (both myelinated bundles and none yet myelinated bundles, classified as “pre-



myelinating complexes”). As is shown, no atypical structures were found in the wild type
animals, whereas no standard bundles could be detected in the transgenic animals. More
than 170 bundles were counted per genotype. Data comes from 4 animals per genotype.

88.- The amplitude of depolarization is significantly decreased in
electrophysiological recordings of myelinated fibres from the transgenic mice. Not
only the nerve conduction velocity but also amplitude is lower in the NSE-hSMDF mutants,
reflecting probably the drop in axon diameter. Amplitude was measured in compound
action potentials obtained from sciatic nerves of NSE-hSMDF #1 “? and wild type
littermates. n= 4 mice per genotype. Data are given as mean + S.E. (* P<0,05 Student's t
test).

S9.- Postnatal expression pattern of Thy1 and NSE mRNA in the dorsal root ganglia
of mice. The mRNA for Thy1 and NSE genes was estimated by qPCR in wild type mice at
PO, P10 and P20 and normalized against 18S. As is shown, the expression of both genes
increases postnatally, suggesting that both promoters are activated during postnatal
development.

S$10.- Developmental expression pattern of the NSE-hSMDF transgene in the PNS
neurons of the mutant mice. Transgene expression is activated during postnatal
development in transgenic mice. However, mRNA levels do not reproduce exactly the
expression pattern of the endogenous gene, as has been previously suggested (Forss-
Petter et al, 1990). qPCR experiments with specific primers for the hSMDF were
performed and normalized to the housekeeping gene 18S.
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