DEPARTAMENT DE BIOLOGIA CEL:-LULAR |
PARASITOLOGIA

CARACTERIZACION DE LA FAMILIA GENICA LGI.

VICENTE HERRANZ PEREZ

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servei de Publicacions
2010



Aquesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 24 de
setembre de 2010 davant un tribunal format per:

- Dr. José Manuel Garcia Verdugo

- Dra. Beatriz Rico Gozalo

- Dr. Adolfo Lépez de Munain Arregui
- Dr. Alino Martinez Marcos

- Dr. Francisco E. Olucha Bordonau

Va ser dirigida per:

Dr. Jordi Pérez-Tur

©Copyright: Servei de Publicacions
Vicente Herranz Pérez

Diposit legal: V-3492-2011
|.S.B.N.: 978-84-370-7942-4
Edita: Universitat de Valéncia

Servei de Publicacions
C/ Arts Grafiques, 13 baix
46010 Valencia
Spain
Teléefon:(0034)963864115



CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

VNIVERSITAT
D VALENCIA

Caracterizacion de la familia

génica LGl

Vicente Herranz Pérez

Memoria del trabajo realizado para optar
al grado de Doctor en Ciencias
enla
Facultad de Ciencias Biolégicas

Programa en Neurociencias Bdsicas y Aplicadas

27 de abril de 2010






MINISTERIO
DE CIENCIA

E INNOVACION CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

D. Jordi Pérez Tur, Doctor en Biologia e Investigador Cientifico
del Instituto de Biomedicina de Valencia del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas (CSIC).

que D. Vicente Herranz Pérez, licenciado en Biologia por la Uni-
versitat de Valencia, ha realizado bajo su direccion el trabajo titulado
“Caracterizacion de la familia génica LGI” para la obtencién del gro-
do de Doctor en Biologia.

Para que asi conste, en cumplimiento de la legislaciéon vigente,
firmo el presente certificado en:

Valencia, a 28 de septiembre de 2010

Dr. Jordi Pérez Tur






Para la realizacion de esta tesis, el autor ha sido beneficiario de
una beca de formacidén en investigaciéon (BEFI), concedida por el Insti-
tuto de Salud Carlos Il segun resoluciéon en el BOE de 17 de noviembre
de 2003, y un contrato como personal investigador por parte del Cen-
tro de Investigacion Biomédica en Red sobre Enfermedades Neuro-
degenerativas (CIBERNED) desde el 1 de julio de 2008 al 31 de di-
ciembre de 2009.

Este trabajo se ha enmarcado dentro de los proyectos:

» “Caracterizacion funcional de Epitempina, el gen responsable
de la epilepsia lateral temporal autosdémica dominante”;
financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia (nUmero
de referencia SAF2002-00060).

» “Papel de LGI1 y sus pardlogos en el desarrollo y proliferacion
neural”; financiado por el Ministerio de Educacién y Ciencia
(nUmero de referencia SAF2005-00136).

= “Andlisis genético y funcional de enfermedades del sistema
nervioso central en humanos”; financiado por el Ministerio de
Educacion y Ciencia (nUmero de referencia SAF 2006-00724).



\



«La verdadera ciencia ensena, sobre todo, a
dudary a serignorante».

Miguel de Unamuno

VI



VIII



Agradecimientos

Hay mucha gente a la que me gustaria agradecer la ayuda y
apoyo recibidos durante todo este tiempo, y sinceramente, cuando
uno se pone a escribir este tipo de cosas, nunca sabe por donde co-
menzar y tiene que decir mucho, con poco. Pero llegado el momento
de la verdad, empezaré por mi director de tesis Jordi, ya que si no
fuera por él, todo esto no podria ni haber visto la luz. Ni qué decir tie-
ne que sin mis companeros de laboratorio, esto tampoco hubiera lle-
gado a buen puerto; cuando empecé en el laboratorio me acom-
panaba la incertidumbre del que empieza algo desde cero, y pronto
senti que no estaba solo en ello. Poco a poco, algunos fueron aban-
donando el nido y ofros llegaron en su lugar, todos con el mismo sen-
tido del companerismo y de la amistad. Simplemente diré “gracias” a
fodos ellos por llevarme tan de la mano hasta este momento, tirando
del carro en esos momentos duros que a veces implica una tesis.

Gracias también a todo el personal del Instituto de Biomedicina
de Valencia; a mis companeros de laboratorio durante mi estancia
en Canadd. Y quisiera también agradecer a todos aquellos que des-
de fuera de la ciencia, deben sentirse tan autores de esta tesis como
yO mismo: a mis amigos por ser como una segunda familia y haberme
hecho reir en todo momento. A mis hermanos, por estar siempre uni-
dos aun cuando no estemos juntos, por hacerme sentir tan orgulloso.
A Lidia, por subirse en este tren conmigo aun sin saber a dénde va. Y
a mis padres, por ensenarme a ver que en aquello que no sabia sime
gustaba o no, quizas habia algo; por ensenarme a ver qué es lo pri-
mero.






Indice general

indice general XI
indice de figuras XV
indice de tablas XV
Abreviaturas XIX
Intfroduccion 3
1.1 Epilepsia. 3
1.1.1 Historia y definicidon de la epilepsia. 3

1.1.2 Clasificacion de las epilepsias. 5

1.1.3 Fisiopatologia de la epilepsia. 11

1.2 Epilepsia lateral temporal autosdmica dominante. 14
1.2.1 Asociacion entre LGIT y ADLTE. 15
1.2.2 Organizaciéon gendmica y arquitectura de
dominios de LGI1. 18

1.3 Descubrimiento de la familia génica LGI. 22

1.3.1 Busqueda de homologias para LGl y

descubrimiento de genes pardlogos. 22
1.4 Expresion de la familia LGI. 25
1.4.1 Expresion de la familia LGl a nivel de ARNm. 25
1.4.2 Expresion de la familia LGl a nivel proteico. 31

Xl



1.5 Funcion de la familia LGI.
1.5.1 Funcién de LGI1.
1.5.2 Funcién de LGI2.
1.5.3 Funcién de LGI3.

1.5.4 Funciéon de LGIA4.

Objetivos

Material y métodos

3.1 Material biolégico.
3.1.1 Cepas bacterianas.
3.1.2 Lineas celulares de mamifero.

3.1.3 Cepas de rata y raton.

3.2 Construcciones.

3.2.1 Clonacioén direccional por subclonacion o PCR.

3.2.2 Vectores de expresidon utilizados.

3.2.3 Cebadores utilizados.

3.3 Expresion de proteinas en células de mamifero.
3.3.1 Métodos de transfeccion.
3.4 Procesado y deteccidon de proteinas en células de
mamiferos.
3.4.1 Procesado de medios de cultivo.
3.4.2 Procesado de lisados celulares.

3.4.3 Inmunoprecipitacion.

Xl

34
34
49
50
51

57

61

61
61
62
63

63

66
67

69
69

70
70
70
/1



3.4.4 Deteccion de proteinas mediante SDS-PAGE y

Western bloft. 73
3.5 Ensayos de unidn a la superficie celular (AP binding). 76
3.5.1 Produccién de medios condicionados. 76

3.5.2 Ensayos con neuronas granulares de cerebelo

(CGN). 78
3.6 Hibridacidén in situ de cerebro de ratdn. 80
3.6.1 Diseno y sintesis de ribosondas. 80
3.6.2 Obtencidn de polvo de cerebro. 81
3.6.3 Obtencidn de cortes e hibridacion in situ. 82

3.6.4 Andlisis de la distribucidon anatdmica de los
tfranscritos de la familia LGI. 83

3.7 Determinacion del tipo celular de expre-sion de un

gen. 84
3.7.1 Microinyeccidn de fluorogold en hipocampo de
cerebro de raton. 85
3.7.2 Inmunohistoquimica. 86
Resultados 21
4.1 Expresion de los ARNm de la familia LGI. 21
4.1.1 Expresion de LGI1. 99
4.1.2 Expresion de LGI2. 101
4.1.3 Expresion de LGI3. 109

4.1.4 Expresion de LGI4. 111

XIlI



4.2 Estudio del efecto de la presencia de repeticiones EPTP
en el destino celular de LGI1.

4.3 Ensayos de unidn de AP-LGI1 soluble a la membrana
celular.

Discusion
5.1 Expresion de la familia génica LGI.
5.1.1 Expresion de LGIT.
5.1.2 Expresion de LGI2.

5.1.3 Expresion de LGI3.
5.1.4 Expresion de LG/4.

5.2 Efecto del dominio EPTP en el destino de LGI1.
5.3 Unidén de AP-LGI1T soluble a la superficie celular.

5.4 Discusion general.

Conclusiones

Anexos

Anexo 1: Publicaciones.

Bibliografia

XV

115

117

123

124
125
127
128
128

130

131

132

139

143

143

147



indice de figuras

Figura 1. Mapa de transcritos de la region solapante de 3 cM,
resultante de los andlisis de ligamiento descritos por Ottman et
al. y Poza et al. en el la regidon cromosdémica 10924.

Figura 2. Representacion del gen LGI1 y de la proteina que
codifica.

Figura 3. Representacion de la estructura de dominios de LGIT.

Figura 4. Northern blot del gen LGI1 mostrando la expresion de
suU ARNm.

Figura 5. Procesamiento alternativo del gen LGI1.
Figura é. Expresion de los ARNm de los genes LGI1-4.

Figura 7. Western blot mostrando la expresion y secrecion de las
proteinas LGI1-4.

Figura 8. Representacion esquemdtica del efecto de la
expresion de LGI1 sobre la ruta ERK1/2.

Figura 9. Representacion de los dos complejos implicados en la
inhibicion de la regeneracion del SNC mediada por mielina.

Figura 10. Representacion esquematica del efecto de la
mutacion clp sobre LGI4.

XV

16

20

22

26

28

29

33

4]

44

53



Figura 11: Diagramas mostrando la distribucion e intensidad
relativa del marcaje por hibridacion in situ de los genes LGl 1-4.

Figura 12. Fotomicrografias mostrando la expresiéon del gen LGl 1
en varias regiones del cerebro de ratén.

Figura 13. Distribucién de los transcritos del gen LGI2.

Figura 14. Fotomicrografias mostrando detalles de la expresion
del ARNm de LGI2.

Figura 15. Fotomicrografias mostrando doble marcaje para LGI2
(pUrpura) y marcadores de GABA (marrdn).

Figura 1. Fotomicrografias mostrando la expresion de LGI3.

Figura 17. Fotomicrografias mostrando la expresiéon del ARNm
del gen LG/4.

Figura 18. Fotomicrografias mostrando algunos detalles de la
expresion del ARNm del gen LGl4.

Figura 19. Minimo nUmero de repeticiones EPTP en LGI1 para su
secrecion.

Figura 20. Union de AP-LGI1 a células granulares de cerebelo.

XVI

98

100

103

105

108

110

113

114

116

119



indice de tablas

Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas segun la ILAE. 6

Tabla 2. Clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos segin
la ILAE. 9

Tabla 3. Mutaciones encontradas en la secuencia del gen LGIT en
pacientes de ADLTE. 17

Tabla 4. Cebadores empleados en la realizacion de este trabajo. 68

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la deteccidn de proteinas de
fusion por Western blot en células de mamifero. 75

Tabla 6. Caracteristicas de las ribosondas utilizadas. 81

Tabla 7. Anticuerpos usados en los ensayos de inmunohistoquimica
sobre cortes de cerebro de ratén. 87

Tabla 8. Niveles relativos de expresion de los genes LGl 1-4 en cerebro
de ratén. 92

XVII



XVII



Abreviaturas

ADLTE
aa
ac

Acb
aci
Aco
AD
ADNc
AHA
AOB
AOD
AOE
AOL
AP
ARNds

ARNmM

BA
BCIP
BLA
BMA
BST
CA1
CA2
CA3
Ce
CeA
CGN
Cic
cM
CM
Cpu
DC
DCIC
DD
DeCe
DeN
Dend
DG

DGSC
Dk
DO

DpMe
DR

DRG
Dsub
ec
EEG
Ent
EPL

Epilepsia Lateral Temporal Autosémica Dominante.
Aminodcido/s.

Comisura anterior.

NUcleo accumbens.

Comisura anterior, parte intrabulbar.
NUcleo anterior cortical amigdaloideo.
NUcleo talédmico anterodorsal.

ADN complementario.

Area anterior hipotaldmica.

Bulbo olfatorio accesorio.

Bulbo olfatorio anterior, parte dorsal.
Bulbo olfatorio anterior, parte externa.
Bulbo olfatorio anterior, parte lateral.
Fosfatasa alcalina (Alcaline Phosphatase).
Double-stranded ARN.

ARN mensajero.

Amigdala basal.

5-bromo-4cloro-3-indolil fosfato (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate).

Amigdala basolateral anterior.

NUcleo amigdaloideo basomedial, parte anterior.
NUcleo del lecho de la estria terminal.
Cuerno de Ammon 1.

Cuerno de Ammon 2.

Cuerno de Ammon 3.

Cerebelo.

Amigdala central.

Cerebelar granular neurons.

NUcleo central del coliculo inferior.
CentiMorgans.

NUcleo talédmico centromedial.
Caudatus putamen.

NUcleo coclear dorsal.

Corteza dorsal del coliculo inferior.
NUcleo dorsal profundo.

NUcleo dentado cerebelar.

NUcleo dentado.

Corteza endopiriforme dorsal.

Giro dentado.

Capa gris profunda del coliculo superior.
NUcleo de Darkschewitsch.

Densidad éptica

NUcleo mesencefdlico profundo.
NUcleo del rafe dorsal.

Neuronas de glanglios basales de la raiz dorsal.
Subiculo dorsal.

Cdpsula externa.
Electroencefalograma.

Corteza entorrinal.

Capa plexiforme externa del bulbo olfatorio.

XIX



f Fornix.
FC Fasciola cinereum.
Gl Capa glomerular del bulbo olfatorio.
GrL Capa granular cerebelar.
GrO Capa granular del bulbo olfatorio.
h Horas.
Hb Habénula.
HRP Horse Radish Peroxidase.
ic Cdpsulainterna.
icp Pedunculo inferior cerebelar.
IF NUcleo interfascicular.
IGSC Capa gris interna del coliculo superior.
ILAE International league against epilepsy.
10 Oliva inferior.
IP NUcleo interpeduncular.
Ipl Capa plexiforme interna del bulbo olfatorio.
kb Kilobases.
kDa Kilodalton.
La Amigdala lateral.
LD Nucleo talédmico laterodorsal.
LG Nucleos geniculados laterales.
LH Area lateral hipotaldmica.
IHb Habénula lateral.
LL Lemnisco lateral.
LM Nucleo mamilar lateral.
LP NuUcleo taldmico lateroposterior.
LPO Area predptica lateral.
LSd Nucleo septal lateral, parte dorsal.
LSi Nucleo septal lateral, parte intermedia.
LVe Nucleo vestibular lateral, parte dorsal.
MdR Nucleo reticular medular.
MeA Amigdala medial.
mfb Tracto medial.
MG Cuerpo geniculado medial.
MGd Division dorsal del cuerpo geniculado medial.
MGyv Divisién ventral del cuerpo genicualdo medial.
mHb Habénula medial.
Mi Capa mitral del bulbo olfatorio.
min Minutos.

ML Division lateral del ndcleo mamilar medial.
MM Divisibn medial del nicleo mamilar medial.
MMn Division mediana del nicleo mamilar medial.

MnR Nucleo mediano del rafe.
MOB Bulbo olfatorio principal.
MoV Nucleo motor del nervio trigémino.
MPO Area predptica medial.
MS Nducleo del septum medial.
MS/LS Area de transicidon entre septum medial y lateral.
mta Tracto mamilotaldmico.
mtg Tracto mamilotegmental.
NBT Azul de nitrotetrazolio (nitro blue tetrazolium).
NTS Nucleo del tracto solitario.
ORF Open reading frame.
Pa Nucleo pdlido.
PAG Materia gris periacueductal.
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrilamide gel electroforesis).

XX



PaVv
pb
PBS
PCR
pcvLGN
PFA
PIN
Pir
Pn
PNPP
Prv
PSA
PTA
PTZ
Pu
PVP
pPyx
Re
RF
RLi
RN
RPC
rpm
RPO
Rt

SB
SC
SDS
|
sm
SNC
SNc
SNP
SNr
SpVv
st
SUM
T°A
TEMED
TS

T
UTR
VCA
VCP
vDB
VL
VP
VPL
VPo
VTA
yd|

NUcleo paraventricular hipotaldmico.
Pares de base.
Phosphate Buffer Saline

Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).

Division parvocelular del nicleo geniculado lateral.
Paraformaldehido.

Corteza posterior intralaminar.

Corteza piriforme.

NUcleos pontinos.

P-nitrofenil fosfato.

NUcleo principal del nervio trigémino.
Persulfato amodnico.

Area pretectal.

Pentilenotetrazol.

Putamen.

NUcleo paraventricular taldmico, divisidbn posterior.
Decusacion piramidal.

NUcleo reuniens del tdlamo.
Formacion reticular.

NUcleo lineal rostral del rafe.

NuUcleo rojo.

NUcleo rojo, parte parvocelular.
Revoluciones por minuto.

Reticularis pontis oralis.

NUcleo reticular taldmico.

Segundos.

Tampodn de carga (Sample buffer).
Coliculo superior.

Dodecil sulfato sédico.

Sustancia innominata.

Estria medular.

Sistema nervioso central.

Substantia nigra, pars compacta.
Sistema nervioso peritérico

Substantia nigra, pars reticulata.

Tracto espinal frigeminal.

Estria terminal.

NUcleo supramamilar.

Temperatura ambiente.
N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina.
NUcleo triangular septal.

Taenia tecta.

Unfranslated region.

NUcleo coclear ventral, parte anterior.
NUcleo coclear ventral, parte posterior.
NUcleo de la parte vertical de la banda diagonal.
NUcleo ventrolateral taldmico.

Pdlido ventral.

NUcleo taldmico ventral posterolateral.
NUcleo ventral posterior taldmico.
Area ventral tegmentall.

Zona incerta.

XXI



XXII



INntfroduccion






Capitulo 1

Introduccion

1.1 Epilepsia.

1.1.1 Historia y definicion de la epilepsia.

La palabra epilepsia tiene su origen etimoldgico en el término
griego epilambaneim, cuyo significado es “ser atacado o agarrado”.
Los griegos consideraban la epilepsia una enfermedad divina o
sagrada, ya que “sélo Dios podia poseer una persona, sacudirla,
hacerla caer, dejarla como muerta y después revivirla”.

No obstante, se tiene constancia de conceptos que giraban
en torno a la epilepsia ya en los textos ayurvédicos de Charaka
Samhita, en la antigua medicina india, donde la epilepsia es descrita
como una pérdida de la consciencia. Asimismo, existen tablas ba-
bildbnicas de 2000 a. C. que describen los sinftomas tipicos de esta
afeccidon como enfermedad bennu, que en contraste con la medici-
na ayurvédica, apunfan a un origen sobrenatural de la enfermedad.
Esta idea fue la precursora de la posterior concepcion griega de “en-
fermedad sagrada” y de que hasta practicamente el S. XVIIl y XIX, no
fueron mas que unos cuantos los que como Hipdcrates (460-375 a. C.)
y Galeno (129-200 a. C.) relacionaron el origen de la epilepsia con
una afeccidn del cerebro. Durante todo ese tiempo, la epilepsia fue
asociada a maleficios, posesiones y una vision sobrenatural de la en-
fermedad. Tanto es asi que, a lo largo de este periodo de tiempo, la
gente que padecia epilepsia fue incluso perseguida y castigada al
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ser considerada un estigma social. Pese a ello, existen casos a lo largo
de la historia de pacientes de epilepsia que lograron llegar al éxito y
la celebridad, como es el caso de Julio César, Fiddor Dostoyevsky o el
poeta Lord Byron (OMS, 2001a).

Ya en el S. XIX, con el desarrollo de la neurologia como una ra-
ma independiente de la psiquiatria, el concepto de epilepsia como
un problema cerebral se aceptd mucho mds ampliamente, sobre to-
do en Europa y Norteamérica. A finales de ese siglo se empezd a utili-
zar el bromuro potdsico como el primer antiepiléptico efectivo, aun-
que posteriormente, con la aceleracion del descubrimiento de nue-
vos farmacos, fue pronto sustituido por otros medicamentos mas efec-
tivos que han hecho que, poco a poco, los enfermos de epilepsia
gocen de una calidad de vida cada vez mayor: en 1912 se empled
por primera vez el fenobarbital como anticonvulsivo y mdas tarde, en
1937, Houston Merritt y Tracey Putnam descubrieron la fenitoina
(Westbrook, 2001).

A dia de hoy la epilepsia se define como una enfermedad
cronica producida por diferentes etiologias, caracterizada por la
repeticidn de crisis debidas a una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales (crisis epiléptica), asociadas eventualmente a sinfomas
clinicos o paraclinicos (OMS, 2001b).

No todas las personas que padecen una crisis epiléptica se
diagnostican de epilepsia. Por ello, es importante diferenciar el
concepto de epilepsia del de crisis epiléptica: una crisis epiléptica es
el resultado de una descarga neuronal cortical excesiva, que puede
ser focal, generalizada o secundariomente generalizada (ver
apartado 1.1.2), y que es seguida de manifestaciones clinicas,
produciendo eventualmente un ftrastorno autolimitado de la
consciencia, comportamiento, emocion o cualquier funcién cortical,
dependiendo de la localizacidon y caracteristicas de las descargas. Asi

4



Capitulo 1. Introduccion

pues, se habla de epilepsia cuando una persona padece crisis
epilépticas repentinas y episddicas. De modo que se pueden sufrir
crisis epilépticas sin padecer epilepsia (OMS, 2001b).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la epilepsia es una de
las enfermedades cronicas mas frecuentes, con una incidencia a ni-
vel mundial de entre 24 y 53 casos por cada 100 000 habitantes y una
prevalencia de aproximadamente el 0,5% (Forsgren et al.,, 2005).
Aproximadamente en el 50% de los casos se consigue una remision
temprana de las crisis con el primer tratamiento, en el 25-35% de los
casos se logra tras uno o mds cambios de tratamiento, dejando un
15-25% de pacientes que son resistentes a los farmacos utilizados
(Pato-Pato et al., 2004). Sin embargo, a pesar del relativo éxito de los
tratamientos, todas las terapias de las que se dispone hoy en dia son
sinftomdaticas, es decir, las personas afectadas de epilepsia pueden
tomar fdrmacos que evitan la aparicion de las crisis, pero no curan la
enfermedad. En la actualidad no existe modo conocido de abolir el
problema por completo, ni tampoco de prevenir su apariciéon, ni
siquiera en individuos con alto riesgo conocido de desarrollar estas
crisis (Lees et al., 2000).

1.1.2 Clasificacion de las epilepsias.

Las epilepsias son un grupo muy extenso y heterogéneo de
enfermedades que resulta muy dificil de clasificar. Para diagnosticar
correctamente una epilepsia se ha de tener en cuenta el tipo de
crisis, la edad de aparicion, la etiologia, la severidad y recurrencia, el
horario de apariciéon, los factores desencadenantes, los patrones de
electroencefalograma (EEG), los resultados de neuroimagen, la
respuesta al tratamiento y el prondstico (Salas-Puig and Gil-Nagel,
2004). Por tanto, una clasificacion de los sindromes epilépticos
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requiere de la existencia de una clasificacidon de las crisis en la que
basarse.

Clasificacion de las crisis epilépticas.

Las crisis epilépticas se pueden clasificar desde el punto de vista
clinico en dos grupos: parciales y generalizadas. Esta clasificacion ha
evolucionado bajo el impulso de la Liga Internacional contra la
Epilepsia (ILAE) hasta dar lugar a la clasificacion aceptada en 1989.
Esta clasificacion, representada en la tabla 1, se basa en la
semiologia clinica de las crisis y en las caracteristicas del
electroencefalograma durante la crisis e intercritico. Esta clasificacion
se basa en la distincidn entre crisis generalizadas y parciales.

Tabla 1. Clasificacion de las crisis epilépticas segun la ILAE.

Crisis epilépticas

I. Crisis parciales (focales)

Crisis parciales simples (con sinfomas motores, sensitivos, autébnomos o psicoldgicos).

Crisis parciales complejas.

Crisis parciales complejas con evolucidn a crisis secundariamente generalizadas.

Il. Crisis generalizadas (convulsivas o no convulsivas)

Ausencics.

- Tipicas (petit mal).

- Atipicas.

Mioclénicas.

Clénicas.

Ténicas.

Tonicocldnicas.

Atdnicas.




Capitulo 1. Introduccion

Las crisis parciales o focales se originan en un pequeno nUmero
de neuronas que constituyen un foco epiléptico. Las crisis parciales
pueden ser parciales simples (sin alteracion de la consciencia) o
parciales complejas (con alteracion de la consciencia). Si una crisis
parcial progresa en el tiempo, puede dar lugar a una pérdida de la
consciencia, dando lugar a caidas, a que el paciente extendienda
rigidamente las exiremidades (fase tonica) y después tenga
sacudidas de todas las extremidades (fase clonica). Estos sinfomas se
clasifican como crisis tonicocléonica secundariamente generalizada
(antes llamada de grand mal).

Los sinfomas que preceden al inicio de una crisis parcial se
denominan auras. Las auras comprenden frecuentemente
sensaciones anormales como temor, una sensacion ascendente en el
abdomen, o incluso un determinado olor. El aura se debe a la
actividad eléctrica originada en el foco epiléptico y, por tanto,
representa la manifestacion mds temprana de una crisis parcial. El
tiempo que transcurre después de una crisis parcial hasta que el
paciente recupera una funcidn neuroldgica normal se denomina
periodo postcritico.

Las crisis generalizadas comienzan sin estar precedidas de un
aura o crisis focal y afectan desde el principio a ambos hemisferios.
Pueden dividirse a su vez en convulsivas y no convulsivas,
dependiendo de si la crisis se acompana o no de movimientos
tonicos o clénicos. El prototipo de crisis generalizada no convulsiva es
la tipica crisis de ausencia (antes llamada petit mal) que se observa
generalmente en ninos. Estas crisis comienzan de forma repenting,
habitualmente duran menos de diez segundos, van acompanadas
del cese de toda actividad motora y provocan pérdida de la
consciencia a diferencia de lo que sucede en las crisis parciales, y no
hay aura ni periodo postcritico. Los pacientes pueden presentar
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manifestaciones leves como parpadeo, pero no caen ni manifiestan
movimientos tonicoclonicos.

Ofras crisis generalizadas pueden consistir solamente en
movimientos motores (miocldénicas, clénicas o tdénicas). Sin embargo,
la crisis generalizada mds frecuente es la tonicocléonica o de grand
mal. Estas crisis convulsivas empiezan también de forma repentina, a
menudo con un grunido o un grito al producirse una espiracion
forzada por la contraccién ténica del diafragma y el térax. Es durante
la fase tonica cuando el paciente puede caer al suelo, rigido y con la
mandibula encajada, perder el control del esfinter urinario o rectal y
llegar a estar ciandtico. La fase ténica tipica dura unos 30 segundos
antes de evolucionar a unas sacudidas clonicas de las extremidades
que duran uno o dos minutos. Esta fase activa de la crisis
generalizada tonicoclonica va seguida de una fase postcritica
durante la cual el paciente estd somnoliento y puede quejarse de
cefalea y dolor muscular (Westbrook, 2001).

Clasificacion de las epilepsias y de los sindromes epilépitcos.

La clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos
aceptada por la ILAE en 1985 y modificada ligeramente en 1989
(ILAE, 1989) ha supuesto probablemente el avance mds importante
en el campo de la epileptologia, al menos desde el punto de vista
clinico. La clasificacion actual (1989) estd basada en la
diferenciacion entre sindromes generalizados, sindromes focales o
relacionados con una localizacion, sindromes indeterminados vy
sindromes especiales. Por otra parte dicha clasificacion distingue en
cada uno de los grupos los sindromes idiopdticos, sinfomaticos vy
criptogénicos (tabla 2).

Sindromes idiopdticos, son aquellos en los que no existe otra
enfermedad que la propia epilepsia y que indica una propension de
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la corteza cerebral a generar crisis epilépticas sin ofra causa
determinante que no sea una base genética.

Sindromes sintomaticos (epilepsias secundarias), aquellas de
etfiologia conocida; como frauma, tumor, malformaciones cerebrales
o enfermedades metabdlicas. Existen cientos de enfermedades
hereditarias, generalmente muy poco frecuentes, en las que
aparecen crisis epilépticas como parte del fenotipo clinico complejo.
En la mayoria de los casos son enfermedades degenerativas, o
trastornos en la migraciéon neuronal, en las que las crisis aparecen
como consecuencia del dano neuronal, y es poco probable que los
genes implicados en su aparicion tengan importancia en el origen de
epilepsias idiopdticas.

Sindromes  criptogénicos, conforman las de causa
desconocida, aunque se supone una base sinftomdtica debido a
pruebas circunstanciales o similitfudes con casos en los que se conoce
la causa.

Tabla 2. Clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos segun la
ILAE.

Epilepsias y sindromes relacionados con la localizacion (Focal, Parcial)

1. Idiopdtica (inicio relacionado con la edad).

Epilepsia benigna de la infancia con puntas cenfrotemporales.

Epilepsia de la infancia con paroxismo occipital.

Epilepsia primaria de la lectura.

2. Sinfomatica.

Epilepsia parcial continua progresiva de la ninez.

Epilepsia refleja.

Epilepsia del [bbulo temporal.

Epilepsia del I6bulo frontal.

Epilepsia del I6bulo parietal.

Epilepsia del I6bulo occipital.
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Epilepsias y sindromes relacionados con la localizacién (Focal, Parcial)

3. Criptogénicos.

Epilepsias y sindromes generalizados

1. Idiopdticos (relacionados con la edad de inicio).

Convulsiones neonatales benignas familiares.

Convulsiones neonatales benignas.

Epilepsia miocldnica benigna de la infancia.

Epilepsia con ausencias infantil (picnolepsia).

Epilepsia mioclénica juvenil.

Epilepsia con ausencias juvenil.

Epilepsia con crisis ténico-clénicas generalizadas del despertar.

Otras epilepsias generalizadas idiopdticas.

Epilepsias con crisis de precipitacion especificas.

2. Criptogénicas o sintomdticas.

Sindrome de West.

Sindrome de Lennox-Gastaut.

Epilepsia con crisis mioclono-astdaticas.

Epilepsia con ausencias mioclénicas.

3. Sinfomdticas.

De etiologia no especificada.

- Encefalopatia mioclénica precoz.

- Encefalopatia epiléptica infantil precoz con brotes de supresion.

- Ofras epilepsias generalizadas sintfomdticas.

De etiologia especifica.

Epilepsias y sindromes epilépticos de localizacion indeterminada

1. Con crisis generalizadas y parciales.

Crisis neonatales.

Epilepsia miocldnica grave de la infancia.

Epilepsia con punta de onda continua durante el sueno lento.

Afasia epiléptica adquirida (sindrome Landau-Kleffner).

2. Otras epilepsias de localizacion indeterminada.

Sindromes Especiales

1. Crisis circunstanciales.

10
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Epilepsias y sindromes relacionados con la localizacién (Focal, Parcial)

Convulsiones febriles.

Crisis epiléptica o status epiléptico aislado.

Crisis relacionadas con procesos metabdlicos o tdéxicos agudos.

1.1.3 Fisiopatologia de la epilepsia.

Durante mucho tiempo se ha considerado la epilepsia como
una enfermedad no genética, probablemente debido a que las crisis
esporddicas o recurrentes caracteristicas pueden ser causadas por
numerosos factores como dano cerebral adquirido (fraumatismos,
isquemia, fumores), alteraciones del metabolismo o malformaciones
congénitas. En estas epilepsias, denominadas sintomdticas segun la
clasificacion de la ILAE, puede atribuirse como responsable una
causa no genética con relativa facilidad. Sin embargo, alrededor del
1% de la poblacion desarrolla crisis recurrentes sin razén obvia y sin la
presencia de anormalidades neuroldgicas (epilepsias idiopdticas vy
criptogénicas) (Steinlein, 2004).

El cardcter hereditario de las epilepsias fue inicialmente
sugerido por la observaciéon de la agregacion familiar de los
pacientes de esta enfermedad, es decir, que con frecuencia los
parientes de enfermos de epilepsia se encuentran también afectados
por este mal. Esta agregacion familiar ha sido explicada
tradicionalmente de varios modos. En primer lugar puede ocurrir por
azar. Al menos uno de cada 20 individuos tendrd una crisis de tipo
epiléptico en algin momento de sus vidas, y esta frecuencia es
aplicable también a los familiares de los enfermos de epilepsia
(Ofttman et al., 1993). En segundo lugar, se ha llegado a pensar que
existe una predisposicidon basal a la epilepsia que si es heredable,
aunque la aparicion del sindrome depende de ofros factores externos
adquiridos pre o postnatalmente (Berkovic and Steinlein, 1999). Por
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ofra parte, la existencia de familias con varios miembros afectados
puede ser consecuencia de la exposicion compartida a factores
ambientales o a patrones comunes de comportamiento (como la
dieta) y no de factores genéticos. El hecho es que el riesgo de
padecer epilepsia se incrementa de dos a cuatro veces en los
parientes de primer grado de personas con epilepsias idiopdticas o
criptogénicas comparando con la poblacidén general. No obstante,
una proporcion importante de personas con epilepsia no tienen
familiares afectados.

En cualquier caso, hoy en dia la efiologia genética en las
epilepsias generalizadas es ampliamente aceptada mientras que las
epilepsias focales o parciales han seguido atribuyéndose hasta hace
relativamente poco a factores ambientales como danos en el
nacimiento, infecciones, traumatismo craneal postnatal, o lesiones
cerebrales (tumores o dano vascular) (Andermann et al., 2005). De
hecho, mientras que la idea de que las epilepsias generalizadas son
frecuentemente heredadas es mds facil de aceptar, la herencia de
un sindrome focal no lo es tanto, ya que resulta dificil entender como
un defecto genético que en teoria se estd expresando en todo el
cerebro de forma simétrica, puede causar una crisis parcial (Berkovic
and Steinlein, 1999). Pese a esto, actualmente sabemos que tanto las
epilepsias generalizadas como las parciales estdn determinadas
genéticamente y que claramente el riesgo de padecer epilepsia estd
incrementado en los parientes de los afectados pero, como en el
caso de los estudios de gemelos, se ha visto que este riesgo es mayor
en el caso de las epilepsias generalizadas que en las parciales
(Ottman et al., 1998).

Como en la mayoria de enfermedades, los sindromes epilépti-
cos mds comunes tanto generalizados como parciales, se pueden
explicar con un modelo de herencia multifactorial o compleja, en el

12
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que varios genes contribuyen cada uno con un pequeno efecto que
por si solo es incapaz de producir el fenotipo. Sin embargo la combi-
nacion de estos genes de susceptibilidad junto con el efecto de fac-
tores ambientales genera el fenotipo epiléptico. Un pequeno porcen-
taje sin embargo, son monogénicas de modo que mutaciones en un
Unico gen son suficientes para producir el fenotipo patoldgico (Tan et
al., 2004).

Papel de los canales idnicos en la fisiopatologia de la epilepsia.

Las epilepsias idiopdticas estdn en su mayoria causadas por
mutaciones en genes que codifican para canales idnicos o sus sub-
unidades. Dado que una crisis epiléptica consiste en una descarga
sincronizada de un grupo de neuronas y que la descarga resulta de la
despolarizacién del potencial umbral de membrana, es facil imaginar
gue mutaciones en este tipo de canales resultardn en una alteracion
de la excitabilidad neuronal, lo que puede llevar, en determinadas
circunstancias, a una situacidén de descargas recurrentes y
sincronizadas y a una crisis epiléptica. Hay que tener en cuenta sin
embargo, que un incremento de la excitabilidad no es sindbnimo de
crisis, ya que este incremento en la excitabilidad puede darse en
neuronas de tipo inhibitorio.

Este mecanismo se ha visto confirmado con el descubrimiento
de que numerosos sindromes epilépticos, tanto generalizados como
parciales, son causados por mutaciones en genes que codifican para
subunidades de estos canales idnicos o proteinas accesorias. En todos
los casos, se trata de sindromes con una herencia autosémica
dominante o de sindromes esporddicos causados por mutaciones de
novo en heterocigosis.

Hasta hace relativamente poco tiempo, todos los sindromes
epilépticos para los cuales se habia llegado a identificar un defecto
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molecular causante correspondian a este grupo de proteinas, con lo
qgue el Unico mecanismo del que se disponia de evidencias para
explicar la patologia epiléptica era la alteracion de la excitabilidad
neuronal por el funcionamiento erréneo de estos canales.

En la actualidad se conocen 15 genes que codifican para estos
canales en los que mutaciones causan diferentes sindromes
epilépticos. Entre ellos, encontramos genes en canales idnicos
excitadores (canales de Na*, Ca?* o en el receptor nicotfinico de
acetilcolina a4p2) y en canales idnicos inhibidores (canales de K,
receptores de GABA, canales de CI) (Turnbull et al., 20095).

Sin embargo, existen ofras vias neuroldgicas que pueden
levarnos a un estado de hiperexcitabilidad neuronal. De hecho,
mutaciones en genes que estén implicados en plasticidad, desarrollo
o metabolismo neuronal, son candidatos potenciales a ser causantes
de epilepsia. Uno de los primeros genes descritos cuyas mutaciones
causan epilepsia y que no codifica para un canal idnico es LGl
(leucine-rich glioma inactivated 1). Mutaciones en este gen causan
epilepsia lateral temporal autosomica dominante (ADLTE) (Kalachikov
et al.,, 2002; Morante-Redolat et al., 2002), epilepsia sujeta a estudio
en esta tesis doctoral.

1.2 Epilepsia lateral temporal autosémica
dominante.

La epilepsia lateral temporal autosdmica dominante o epilepsia
parcial con sinfomas auditivos (ADLTE, OMIM #600512) es una
enfermedad neuroldgica que cursa con crisis parciales simples
visuales (imdagenes simples) o auditivas (muUsica, zumbido, ruido de
maquinaria) que frecuentemente presentan  generalizacion
secundaria y que aparecen en las primeras horas de sueno. Las crisis
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son escasas y responden bien a los fdrmacos antiepilépticos, aunque

con frecuencia reaparecen al suspender la medicacion.

No suele haber estupor postcritico, aunque los pacientes
refieren cefalea después de las crisis. El EEG intercritico habitualmente
es normal, aunque puede detectarse actividad epiléptica a nivel
temporo-occipital, generalmente unilateral. La neuroimagen es
normal. Este cuadro clinico fue descrito en 1995 por Ottman vy
colaboradores, quienes, ademds, mapearon esta enfermedad al
brazo largo del cromosoma 10 (Oftman et al., 1995). Hasta entonces
se creia que sdlo las epilepsias denominadas generalizadas tenian un
componente genético. Sin embargo, este estudio fue la primera
evidencia descrita de que una epilepsia parcial tuviese una causa
genética.

1.2.1 Asociacion entre LGI1 y ADLTE.

El estudio de Ottman y colaboradores se basaba en el andilisis
de ligamiento en una gran familia de tres generaciones, dentro de las
cuales habia diez individuos afectos que permanecian vivos. El
resultado del ligamiento reveld que los diez pacientes de la familia
compartian un haplotipo minimo comuUn en una regién de 10cM
comprendida entre los marcadores DI10S185 y DI0S192 del
cromosoma 10924.

En 1999, Poza y colaboradores (Poza et al., 1999) acotaron a
15 cM la regidn minima donde el gen responsable de esta epilepsia
podria estar localizado gracias esta vez a una gran familia de origen
vasco que presentaba los mismos sinftomas clinicos que la familia
descrita por Ottman y colaboradores en 1995. En este nuevo estudio,
se analizaron los resultados de 30 marcadores en 13 pacientes. Los
marcadores de este estudio que tuvieron mayor puntuacion
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solapaban con el intervalo descrito por Ottman, redefiniendo una
region de 3cM comun donde el posible gen responsable de esta
enfermedad podria estar localizado, tal y como puede verse en la
figura 1.
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Figura 1. Mapa de transcritos de la regién solapante de 3 cM, resultante de los and-
lisis de ligamiento descritos por Oftman ef al. y Poza et al. en la regiéon cromosémica
10q24. Las barras con frama de puntos representan las regiones genéticas minimas
de ligamiento definidas por los trabajos de Ottman (barra a, arriba) y Poza, (barra b,
abajo). La regidon de solapamiento comprende unos 3 cM y estd delimitada por los
marcadores D10S200 y D10S577, que corresponde a 4 Mb. En en la barra ¢, se re-
presentan los 28 genes localizados en esta regiéon. Extraido de Kalachikov et al.,
2002.

En 2002, nuestro grupo se encontraba secuenciando genes
localizados en esos 3 cM, cuando se encontraron dos mutaciones
(c.758delC y ¢.1420C>T) (Morante-Redolat et al., 2002) en el gen LGl
en dos familias no relacionadas entre si pero afectadas por el mismo
sindrome epiléptico.

Simultdneamente, Kalachikov y colaboradores también
encontraron cinco mutaciones en LGI1 en pacientes enfermos de
este tipo de epilepsia (E283A, ¢.163%insA, c.835delC, IVS3(-3)C>A vy
c.1050-1051delCA) (Kalachikov et al., 2002). Ninguno de estos
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cambios se encontrd en poblacidén control sana, de manera que se
definié LGI1 como el gen cuyas mutaciones eran responsables de la
aparicion de ADLTE.

Desde entonces y hasta la fecha, se han enconfrado un total
de 23 mutaciones (tabla 3) en la secuencia de LGI1 en pacientes con
epilepsia lateral temporal autosémica dominante. Estas mutaciones
se han identificado a lo largo de toda la secuencia del gen y siempre,
como cabe esperar en una enfermedad autosdmica dominante, en
heterocigosis. Aunque las manifestaciones clinicas presentan
variaciones entre familias, todas ellas se caracterizan por una
predominancia de crisis parciales con componente auditivo. Por ofra
parte, los distintos tipos de mutaciones encontrados en la secuencia
codificante del gen (cambio de aminodcido, codones de parada
prematuros,...), no dan lugar a variaciones fenotipicas significativas
en los individuos que las padecen, a pesar de que algunas de estas
mutaciones provocan la aparicion de codones de parada muy
prematuros (Hedera et al., 2004; Kalachikov et al, 2002). Las
mutaciones descubiertas hasta la fecha afectan a distintos dominios
de la proteina codificada por el gen LGI1.

8 Tabla 3. Mutaciones encontradas en la secuencia del gen LGIT en
pacientes de ADLTE.

Mutacion Exon Efecto
c.124T-C 1 Mutacion puntual p.C42R (Ottman et al., 2004).
c.124T7-G 1 Mutacion puntual p.C42G (Berkovic et al., 2004).
c.136 T-C 1 Mutacioén puntual p.C46R (Gu et al., 2002a; Pizzuti et al., 2003).
c.329 delC 3 Cambio en la pauta de lectura, proteina truncada al

final del exdn 3 (Hedera et al., 2004).

c.329 C—>A 3 Mutacién puntual p.A110D (Ottman et al., 2004).
c.360-3 C—A 3-4 | Retencién intrén, proteina truncada (Kalachikov et al., 2002).
c.365 T-A 4 Mutacion puntual p.1122K (Striano et al., 2008).
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Mutacién Exén Efecto

C.367 GA 4

c.431+1 G—A 4-5 | Mutacién en sitio dador del exdén 5 que resulta en el
procesado erréneo de los exones 3 y 4 (Chabrol et al., 2007).

c.435 C-G 5 Mutacion puntual p.S145R (Hedera et al., 2004).

c.461 T-C 5 Mutacién puntual p.L154P (Pisano et al., 2005).

c.598 T-C 6 Mutacién puntual p.C200R (Michelucci et al., 2003).

c.611delC 6 Cambio en la pauta de lectura, proteina truncada
(Kalachikov et al., 2002).

c.758 delC 7 Cambio en la pauta de lectura, proteina truncada
(Morante-Redolat et al., 2002).

c.839-2 A—C 7-8 | Retencidn intrén, proteina truncada (Kobayashi et al., 2003).

c.893 T-C 8 Mutacion puntual p.1298T (Ottman et al., 2004).

c.953 T-G 8 Mutacion puntual p.F318C (Fertig et al., 2003).

c.1050-1051 del- 8 Cambio en la pauta de lectura, proteina truncada

CA (Kalachikov et al., 2002).

c.1148 A—C 8 Mutacion puntual p.E383A (Kalachikov et al., 2002).

Cc.1295 T—>A 8 Mutacién puntual p.V432R (Michelucci et al., 2003).

c.1418 C—T 8 Mutacion puntual p.S473L (Wallace et al., 1998).

c.1420 C—-T 8 Coddn de parada prematuro Stop (Morante-Redolat et al.,
2002).

c.1639 insA 8 Cambio en la pauta de lectura, proteina truncada
(Kalachikov et al., 2002).

c.1642 C—T 8 Mutacién puntual p.S473L (Fujita et al., 2009).

1.2.2 Organizacién gendémica y arquitectura de dominios de

LGIT.

Mediante estudios a nivel gendmico y bioinformdtico, el grupo

de Cowell (Chernova et al., 1998; Somerville et al., 2000) describid que

LGI1 se encuentra situado a nivel gendmico en una regidén de

aproximadamente 25 Kb, estando codificado por ocho exones de

tamanos entre 72 pb y 1197 pb (figura 2A). El RNAmM contiene una
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pauta abierta de lectura (ORF) de 1674 pb que comienza con un
codon de inicio ATG en posicion 225 desde el comienzo del exon 1y
codifica para una proteina de 557 aminodcidos.

En la regidon 3'UTR del mensagjero se identificd un sitio de
poliadenilacién, sin embargo en la regidn anterior al inicio de la
transcripcion no se hallaron secuencias que indicaran la presencia de
un promotor (cajas TATAA o CAAT). AlUn asi, se delimitd una regién
minima de 597 pb capaz de dirigir la expresion del gen de la
luciferasa en un estudio in vitro (Somerville et al., 2000).

Mediante herramientas informdticas de prediccién
establecieron que la proteina LGI1 posee una region hidrofébica al
comienzo de su secuencia (aminodcidos 1-34) que actuaria como
péptido senal siendo eliminado por corte proteolitico para dar lugar a
la proteina madura de 60 kDa que se dirigiria hacia la membrana. Por
otra parte, predijeron la existencia de otfra regidn hidrofébica
(aminodcidos 288 a 309) codificada en el exdn 8 que constituiria un
dominio tfransmembrana. Este dominio, formado por una Unica hélice,
atravesaria la membrana una vez, dejando la regidon N-terminal en el
exterior celular. En la region comprendida entre el péptido senal y el
dominio transmembrana identificaron un dominio constituido por
Repeticiones Ricas en Leucina (LRRs) flangueadas por dos dominios
ricos en cisteina (figura 2B). Las LRRs encontradas en LGI1, ftres
repeticiones y media segun Chernova (Chernova et al., 1998), vy
cuatro y media segin Somerville (Somerville et al., 2000), presentan
una fenilalanina conservada en posicion 20 dentro de la repeticion, lo
que las situa en la familia F-20 de proteinas ricas en leucina. La
combinacidn de repeticiones ricas en leucina y dominios
flanqueantes ricos en cisteina, por otra parte, es una caracteristica
tipica de proteinas exfracelulares o dominios en la porcion
extracelular de proteinas de membrana (Buchanan and Gay, 1996).
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En la regidon C-terminal, tedricamente intracelular, no lograron
encontrar homologia con ningUn dominio conocido. En cambio, si se
encontraron en la secuencia de LGIl, dos sitios potenciales de
N-glicosilaciéon (Asn192 y Asn277) en el dominio N-terminal, asi como
una serina (Ser313) y una tirosina (Tyr384) potencialmente fosforilables
por accion de la protein quinasa dependiente de cAMP o tirosin
quinasas. Ademds, encontraron varias dianas de fosforilacion para la
Protein Quinasa C (PKC) y la Casein Quinasa .
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Figura 2. Representacion del gen LGI1 y de la proteina que codifica. A) Distribucion
exdnica del gen LGII1. B) Distribucién de motivos estructurales a lo largo de la se-
cuencia proteica de LGI1 segun Chernova et al., (Chernova et al., 1998). Pueden
apreciarse el péptido senal (PS) y los dominios ricos en cisteina (CYS), flanqueando

a los dominios ricos en leucina (LRRs).

Rastreando una genoteca de cDNA de ratdn con una sonda
del gen LGIT humano lograron identificar un gen con un 91% de
identidad a nivel de nucledtido y 97% a nivel de secuencia proteica
(Chernova et al., 1998). Este ortdlogo de LGI1 (GeneBank: AF246818)
también estd codificado por ocho exones estando las uniones entre

ellos muy conservadas entre ambas especies.
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Posteriormente, los estudios in silico llevados a cabo mediante el
programa SMART por Morante-Redolat y colaboradores (Morante-
Redolat et al., 2002), revelaron un nuevo dominio en el exiremo
C-terminal, consistente en una secuencia repetida dos veces en las
posiciones 226-361 'y 420-549 de 136 y 130 aminodcidos
respectivamente. Curiosamente, el dominio fransmembrana predicho
por Chernova y colaboradores (Chernova et al., 1998) se encontraria
situado justo en la primera repeticion de este nuevo dominio
(Morante-Redolat et al., 2002), (figura 3A). Sin embargo, en el estudio
llevado a cabo por Scheel y colaboradores (Scheel et al., 2002), se
encontré mds tarde que la proteina VLGR1/MASS1 (proteina que se
encuentra mutada en el modelo de ratdn Frings que sufre epilepsia
audiogénica) presentaba en la regidon de su secuencia comprendida
entre los amino dcidos 3250 y 3550, una secuencia de 46 residuos que
se repetia en tdndem. Un andlisis mds exhaustivo mediante el
programa de prediccion HMM, definid este nuevo dominio como seis
repeticiones en tdndem de una secuencia de 42-44 residuos que se
hallaba presente tanto en la proteina VLGR1/MASS1 humana como
en la de ratones. Cuando se hizo una busqueda en la base de datos
de proteinas Genbank, encontraron que LGI1 también presentaba
ese dominio, dominio al que denominaron EAR (epilepsy-associated
repeat) y cuya representacion segun este andlisis queda plasmada
en la figura 3B. Ademds, dichas repeticiones también se encontraron
en la secuencia de la proteina KIAA1916 (n° acceso en GenBank,
AB067503), proteina que habia sido propuesta como pardlogo de
LGI1 por Morante-Redolat y colaboradores (Morante-Redolat et al.,
2002). En ambas proteinas, este dominio aparecia localizado en el
extremo C-terminal, mientras que en el extremo N-terminal ambas
proteinas presentaban fres regiones ricas en leucina flanqueadas en
ambos extremos por regiones ricas en cisteina. La tercera proteina
encontrada, resulté ser una entrada anénima a la base de datos (n°

21



Capitulo 1. Introduccion

acceso en GenBank, BCO021197) caracterizada por un dominio
N-terminal de tipo Trombospondin (TSP-N).
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Figura 3. Representacion de la estructura de dominios de LGI1. A) Arquitectura de
dominios propuesta por Morante-Redolat et al., (Morante-Redolat et al., 2002): LGI1
presenta en su regidén N-terminal un péptido senal y repeticiones ricas en leucing,
flanqueadas por dos regiones ricas en cisteina. En la regidon C-terminal, la proteina
presentaria dos repeticiones no descritas hasta la fecha. B) Estructura de dominios
propuesta por Scheel et al,. (Scheel et al., 2002): la regidén N-terminal coincidiria con
la propuesta en A), siendo diferente la region C-terminal, donde se encontrarian

siete repeticiones del tipo EPTP o EAR (epilepsy-associated repeat).

1.3 Descubrimiento de la familia génica LGI.

1.3.1 Busqueda de homologias para LGI1 y descubrimiento
de genes pardlogos.

En 2002, Morante-Redolat y colaboradores (Morante-Redolat et
al., 2002) llevaron a cabo una busqueda de genes homadlogos a LGl
con el programa BLAST2 (Advanced Search Service of EMBL)
utilizando como cebo la secuencia encontrada en el extremo
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C-terminal de la proteina. Con ello, lograron identificar un pardlogo
de LGII codificado por el gen KIAA1916 (n° de acceso al Genbank
AB067503) y que se localizaba en el cromosoma 4p15.1. Estudios in
silico sugirieron que este pardlogo estaba organizado en 8 exones,
codificaba para un polipéptido de 545 aminodcidos y presentaba
una identidad de 57% a nivel de nucledtido y una similaridad de 73%
con la secuencia de LGIT.

Combinando estudios in silico con estudios de clongje
posicional, Gu y colaboradores (Gu et al.,, 2002a) identificaron tres
nuevos pardlogos de LGI1, que se denominaron LGI2, LGI3 y LGl4. Las
tres proteinas codificadas por estos genes junto con LGI1, constituirian
una nueva subfamilia, denominada familia LGIl, que estaria incluida
dentro de la familia de las proteinas con repeticiones ricas en leucina.
Para identificar estos genes, realizaron una busqueda con la
secuencia en humanos de LGI1 (NMO005097) que se encontraba
registrada en la base de datos del NCBI. Aquellas secuencias que
contenian fragmentos del cDNA de LGII, se utilizaron para llevar a
cabo una segunda ronda de buUsqueda de homdlogos con el
programa BLAT de la base de datos HGWD, y el programa BLASTN en
la base de datos de Celera. Asi, se determiné que LGI2 humano, LGI3
humano y LGI4 humano, codificaban para unas proteinas de 545, 549
y 538 aminodcidos respectivamente. Segun Gu y colaboradores, las
tres nuevas proteinas presentaban idénticas estructuras comparadas
con LGI1, esto es, presentaban cuatro repeticiones y media de
secuencias ricas en leucina (LRR) en el extremo N-terminal. Las
repeticiones ricas en leucina estarian flanqueadas por repeticiones
ricas en cisteina, presentando el motivo conservado CX3CXCXéC.
Ademds, a excepcidon de la tercera LRR de LG4, todas las secuencias
ricas en leucina de los tres pardlogos presentarian una fenilalanina en
la posicion 20, integrando también estas nuevas proteinas en la
familia F-20 de las proteinas ricas en leucina, familia a la que
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pertenecerian también LGI1, Slit, Biglican y Osteomodulina. El
porcentaje de similitud entre la secuencia de las cuatro proteinas
seria de un 61-72% entre el dominio extracelular, y un 62-72% entre el
dominio infracelular predicho por Chernova vy colaboradores
(Chernova et al., 1998). La secuencia transmembrana predicha para
LGIT (Chernova et al., 1998) presentaria el porcentaje de homologia
mdas dispar, yendo del 75% hasta el 99% de homologia. Comparando
las secuencias de los cuatro genes con sus correspondientes
homologos en ratdn, encontraron un 97% de similitud en LGIT, 98% en
LGI2, 97% en LGI3 y 93% en LGI4 (Gu et al., 2002q).

En un estudio similar y publicado simultdneamente que el de
Scheel y colaboradores, Staub y colaboradores (Staub et al., 2002)
utilizaron la secuencia del dominio en el extremo C-terminal de LGl
(dominio EAR), al que redefinieron como dominio EPTP (Epitempina)
de unos 50 aminodcidos, para identificar nuevas proteinas que
presentaran este dominio en su secuencia. Para ello utilizaron los
programas PSI-BLAST y HMMER. En este trabajo, no sdlo encontraron
que LGI2, LGI3 y LGI4 presentaban este dominio en C-terminal, sino
que la proteina VLGR, asi como una proteina sin identificar (con
numero de entrada a la base de datos de Unigene Hs. 352217)
también lo contenian. La proteina humana VLGR, que tiene en su
dominio extracelular siete repeticiones de tipo EPTP, fiene localizado
su gen en la regidon cromosémica 5qgl4.1, regidon asociada con las
convulsiones febriles familiares de tipo 4. Ademads, su gen homodlogo
en ratén, Massli, se encuentra mutado en el modelo de ratdn de crisis
audiogénicas Frings. Por otra parte, el cDNA de la proteina
enconfrada con nUmero de entrada Hs. 352217, codificaria para una
hipotética proteina con un dominio tfipo trombospondina en su
extremo N-terminal y cinco EPTPs en su extremo C-terminal, por lo que
recibié el nombre de TNEP-1. El gen que la codifica estd localizado en
el cromosoma 21922.3, cerca de la regidon critica para el sindrome de
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Down. También encontraron repeticiones EPTP utilizando el programa
TBLASTN en Tetraodon nigroviridans y Danio rerio, evidencia que
sugiere que este dominio tendria una antigledad minima de
400 millones de anos. Con todas estas evidencias, Staub vy
colaboradores propusieron que el dominio EPTP definiria una
superfamilia de proteinas que podrian estar implicadas en la epilepsia
(Staub et al., 2002).

En este mismo trabajo y utilizando métodos de prediccion de
hélices transmembrana mds sensibles a los existentes en 1998 (Moller
et al.,, 2001), Staub y colaboradores (Staub et al, 2002) no
encontraron ninguna evidencia de que alguna de las cuatro
proteinas LGl presentara un dominio transmembrana. Ademds,
postularon que el nuevo dominio enconfrado en el exiremo
C-terminal de los cuatro pardlogos, se plegaria formando una
estructura beta propeller, estructura que es incompatible con la
presencia de un dominio transmembrana, y proponiendo asi que las
cuatro proteinas fueran proteinas de secrecion (Staub et al., 2002).

1.4 Expresion de la familia LGI.

1.4.1 Expresion de la familia LGI a nivel de ARNm.

Dadas las diversas aproximaciones desde las que se ha tratado
de estudiar la expresion de estos genes y las proteinas a las que codi-
fican, tanto este apartado como el siguiente, se organizan en funcién
de la técnica o grupo de técnicas empleadas para la determinacion
de la expresion de los ARNm o protfeinas estudiados.
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Northern blot.

Chernova y colaboradores obtuvieron una sonda de ARN a
partir de un clon que contenia gran parte de la secuencia codifican-
te de LGI1, con la que hibridaron mediante Northern blot muestras de
ARN de diversos tejidos humanos (Chernova et al., 1998) (figura 4).
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Figura 4. Northern blot del gen LGI1 mostrando la expresion de su ARNm. A) Expre-
sion en distintos tejidos humanos. Pueden observarse una especie de 1,6 Kb y otra
de 2,4 Kb. B) Expresidn en diversas zonas del sistema nervioso central. (Extraido de

(Chernova et al., 1998).

Como se puede observar en la figura 4A, LGI1 se expresa en
cerebro y musculo esquelético, siendo la expresidon mayoritaria en ce-
rebro, pero no en corazdén, placenta, pulmdén, higado, rindn o
pdncreas. La sonda utilizada detectd dos transcritos: uno de 2,4 Kb y
otro de 1,6 Kb. En el caso del cerebro, el transcrito mds abundante
resultd ser el de 2,4 Kb mientras que en musculo esquelético ambos

transcritos se encontraron por igual.

Sin embargo, mediante la técnica de la RT-PCR que consigue
un mayor grado de sensibilidad, Gu y colaboradores encontraron ni-
veles bajos de ARNm de LGI1 en corazén, higado y pdncreas, encon-
trando niveles infermedios entre los observados en cerebro y el resto
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de tejidos al analizar tejido aislado de nervio periférico (Gu et al,
2002b).

El andlisis de expresion en distintas regiones cerebrales median-
te Northern blot reveld una expresion bastante generalizada de los
dos transcritos aunque con diferente intensidad segun regiones (figu-
ra 4B). La expresion maxima se observd en cerebro total, cortex, hipo-
campo y putamen y la mas baja en el corpus callosum (Chernova et
al., 1998; Kalachikov et al., 2002; Morante-Redolat et al., 2002).

Posteriormente, Morante-Redolat y colaboradores mediante
Northern blot a partir de ARNm de cerebro humano, ademds de las
dos especies observadas por Chernova y colaboradores de 2,4 Kb vy
1,6 Kb, observaron una tercera especie de 3,2 Kb. Mediante amplifi-
cacidén por PCR de una libreria de ADNc, se clonaron las dos especies
mayoritarias (2,4 Kb y 1,6 Kb) y se caracterizaron como isoformas pro-
venientes del procesamiento alternativo del gen. La forma mayorita-
ria (2,4 Kb: LGIIfL, por full length) utiliza el sitio de procesamiento pre-
dicho previamente, mientras que la especie procesada alternativa-
mente (1,6 Kb: LGIISF, por spliced) aparece por la utilizacion de un
sitio  criptico de procesamiento localizado dentro del exdn 8
(Morante-Redolat et al., 2002) (figura 5A). No se conocen las carac-
teristicas de la banda de mayor tamano (3,2 Kb), si bien podria de-
berse a la utilizacidn de un sitio alternativo de procesamiento, una
senal de poliadenilacion diferente o simplemente tratarse de un arte-
facto por el uso de un fragmento de un EST como sonda para el Nort-
hern blof.

Mientras que la banda de 2,4 Kb correspondiente a la LGl
produce una proteina de 557 aminodcidos llamada LGI1 o Epitempi-
na a la que se le estima un peso molecular de aproximadamente
64 kD, la banda de 1,6 Kb correspondiente a la isoforma procesada
LGI1SP, produce un proteina de 291 aminodcidos, con un peso mole-
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cular estimado de aproximadamente 33 kD. El cambio en el sitio de
procesamiento produce un cambio en la pauta de lectura, infrodu-
ciendo 12 aminodcidos diferentes antes de encontrar el primer coddn
de parada prematuro, como puede observarse en la figura 5B.
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Figura 5. Procesamiento alternativo del gen LGI1. LGl sufre un procesamiento alter-
nativo dando lugar a dos isoformas de distinfo tamano. A) Procesado alternativo
del intrébn 7 mediante el uso de un sitio criptico de procesamiento situado 782 pb
dentro del exdén 8. B) Representacién de las dos isoformas de LGI1. En caso de ser
traducida la isoforma generada por procesamiento alternativo, ésta estaria forma-

da por 291 aminodcidos, 12 de los cuales serian especificos de dicha isoforma.

RT-PCR.

El conocimiento acerca de la expresion del resto de miemlbros
de la familia génica LGI no es tan profundo como en el caso de LGI1.
En una primera aproximacion, Gu y colaboradores estudiaron la ex-
presion de los ARNm de LGI1, LGI2, LGI3 y LGI4 humanos, amplifican-
do por PCR semi-cuantitativa a partir del ADNc de ocho tejidos
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humanos distintos (Gu et al., 2002b) (figura é). Aunque la distinta in-
tensidad de bandas en una PCR semi-cuantitativo podria no correla-
cionar directamente con la cantidad de ARNm presente en el tejido
de origen, se observaron diferencias importantes en la expresion de
estos genes: se detectd expresion del RNAmM tanto para LGl como
para LGl4, en todos los tejidos estudiados (corazdn, cerebro, placen-
ta, pulmoén, higado, musculo, rindn y pdncreas), aungue su expresion
era mads alta en cerebro. Sin embargo, LGI2 sélo pudo ser detectada
en corazon, cerebro y placenta. Se detectd LGI3 en todos los tejidos
estudiados, pero se observd su presencia mayoritariomente en cere-
bro y pulmoén (Gu et al., 2002b).

123456738 Figura 6. Expresion de los ARNm de los
- - enes LGI1-4. Carrera 1, corazdn; carre-
ALGI1 » S

ra 2, cerebro; carrera 3, placenta; carre-
WLGI2 _ ra 4, pulmoén; carrera 5, higado; carre-
ra 6, mUsculo; carrera 7, rindn; carrera 8,
hLGI3 _ pdncreas. También se utilizaron primers
contra GADPH para la normalizacién de

hLGI4 . )
la concentracion de ARN. (Exiraido de

Hibridacion in situ.

A nivel histoldgico existen varios trabajos publicados mostrando
la expresion a nivel de ARNm de los cuatro genes de la familia LGI.
Mediante hibridacion in situ con sondas de ARN marcadas con
digoxigenina, se detectd la expresion de estos genes en cortes de
cerebro de ratén adulto. No obstante, ninguno de ellos plantea un
andlisis exhaustivo de la distribucion de los ARNm de estos genes.
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Kalachikov y colaboradores, publicaron los dreas cerebrales de
mayor expresion de LGI1, observando que las células con niveles mds
altos de expresion del ARNm de este gen, eran las localizadas en el
cortex piriforme, region CA3 y giro dentado de la formacion
hipocdmpica y amigdala (sobre todo basolateral anterior y posterior)
(Kalachikov et al., 2002).

Por su parte, Runkel y colaboradores, demostraron por medio
de un andlisis de homologia de secuencias que en el ratén, la regidn
3" UTR del gen LGI4, solapaba con el Ultimo exdn del gen Fxyd3,
transcrito a partir de la otra cadena del ADN. Asi pues, la disposicidon
de ambos genes en el genoma murino, es similar a la de la mayoria
de casos conocidos de loci regulados por RNAds. En este trabajo,
mostraron que la expresidon de ambos genes en diversos tejidos del
ratébn adulto coincidia en pulmdén, epitelio uterino, gladndulas
mamarias, epitelio del intestino delgado y en cerebro en: cortex, giro
dentado del hipocampo y células de Purkinje en el cerebelo.
Solamente encontraron diferencias entre ambos genes en la pared
de la vejiga, donde sdlo se expresaba Fxyd3 (Runkel et al., 2003).

Mds adelante, en 2005, Senechal y colaboradores mostraron la
expresion de los ARNm de los cuafro genes, confimando los
resultados previos de Kalachikov y colaboradores para LGI1. Para
LGI2, observaron que los lugares de mayor expresion correspondian all
cortex piriforme y sobre todo al ndcleo reticular taldmico. En cuanto a
LGI3, observaron unos bajos niveles de expresion, que aparecia
marcado de forma difusa en todo el cerebro, Unicamente
observando un nivel de expresion mds localizado en el nicleo del
nervio facial. Por Ultimo, en el caso del gen LGI4, los niveles de
expresion fueron especialmente altos en la capa del células de
Purkinje del cortex cerebelar (Senechal et al., 2005), sin embargo no
se precisdé un mapa detallado de expresion para estos genes.
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Por Ultimo, Lee y colaboradores analizaron mds profundamente
la expresion de ARNm del gen LGI3. Determinaron que la expresion
del gen era generalizada en el cerebro de ratdn, pero con
variaciones en cuanto a la zona estudiada. Asi, observaron que los
niveles de expresion mds altos, correspondian a corteza, tdlamo,
hipotdlamo, hipocampo, cerebelo, bulbo olfatorio y médula espinal
(Lee et al., 2006).

1.4.2 Expresion de la familia LGI a nivel proteico.

Inmunohistoquimica.

La caracterizacion del patrén de expresion proteica de las pro-
teinas de la familia LGl es complicada debido a la posibilidad de re-
acciones cruzadas entre anticuerpos dirigidos contra distintos miem-
bros de la familia, factor que ya ha sido senalado previomente
(Senechal et al., 2005). Este hecho se ve agravado por la ausencia de
animales knock-out que pudieran servir como conftrol de la especifi-
cidad de los anficuerpos generados.

Partiendo de esta premisa, existen varios tfrabajos en los que se
han llevado a cabo estudios inmunohistoquimicos sobre cerebro de
ratdbn usando anticuerpos contra proteinas LGIl. Morante-Redolat y
colaboradores, usaron anticuerpos policlonales generados en conejo
a partir de inyecciones de péptidos sintéticos que formaban parte de
la secuencia de LGI1. Dichos anticuerpos se usaron para estudiar el
patrén de expresidon proteica en secciones de cerebro de ratdn adul-
to. Los resultados de este trabajo, senalaron que la expresion de LGI1
era eminentemente neuronal y distribuida ampliamente por todas las
regiones cerebrales. Sin embargo, se observd un marcaje mds eviden-
te en las neuronas piramidales del hipocampo, giro dentado y corte-
za piriforme, probablemente debido a una mayor densidad celular o

31



Capitulo 1. Introduccion

tamano de las células alli presentes. A nivel de célula individual, obse-
raron un marcaje citoplasmdatico, encontrdndose expresion tanto a
nivel del soma como en los procesos neuronales (Morante-Redolat et
al., 2002).

Por otra parte, Okabayashi y colaboradores, realizaron un estu-
dio comparando la localizacion de LGI3 en cerebro de monos de
edad avanzada, frente al de monos mds jovenes. En ese trabajo, in-
dican que con el anticuerpo utilizado, se marcaron la mayoria de las
neuronas del cerebro, localizdndose dicho marcaje en la membrana
y el nicleo en las células mds grandes y sélo en el nicleo en las neu-
ronas mdAs pequenas y en glia. También observaron que en monos de
edad avanzada, LGI3 se acumulaba en grdnulos cerca de la mem-
brana, en lo que identificaron como estructuras endociticas
(Okabayashi and Kimura, 2007).

Western blot.

Senechal y colaboradores, aislaron los ADNc correspondientes
a los genes LGII-4 a partir de cerebro de ratdon adulto. A dichos
ADNCc, les infrodujeron las etiquetas: Flag, en el caso de LGIT; HA en el
caso de LGI2 y LGI4; y Myc en el caso de LGI3. Tras ello, se clonaron
en un vector de expresion en mamiferos y se transfectaron en células
HEK 293T. Dichas células se cultivaron 36-48 h y se analizd la presencia
de la proteina LGl fransfectada en cada cultivo, por medio de
antficuerpos especificos contra la etiqueta Flag, HA o Myc, y con un
anticuerpo comercial contra LGI1 (figura 7). Tras analizar tanto el
medio condicionado resultante, como los lisados celulares,
observaron que LGI1, 2, 3 y 4, estaban presentes en los medios
condicionados obtenidos en el anterior proceso, mientras que su
presencia en los lisados celulares correspondientes, podia sélo
detectarse de forma residual tras concentrar dichos lisados vy
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aumentar los tiempos de exposicidn durante el revelado del western
blot. Tan sélo LGI2 y LGIl4, presentaban unos mayores niveles en el
interior celular, lo que atribuyeron a una propiedad intrinseca de la
proteina o a una posible interaccidon de la etigueta utilizada en el
proceso de secrecion. Se observd también una reaccion cruzada del
anficuerpo especifico contra LGI1, que también detectaba la
proteina LGI3. Ademds, llevaron a cabo experimientos paralelos a los
anteriores utilizando formas mutadas de las proteinas LGI, replicando
algunas de las mutaciones encontradas en pacientes de ADLTE. Los
resultados de estos ensayos, fueron que las proteinas mutadas, en
contra de lo que ocurria con sus formas silvestres, se retenian en el
interior celular. Concluyeron asi que todos los miembros de la familia
LGI, eran proteinas de secrecidon en células HEK 293T, y que las
mutaciones de estas proteinas, provocaban la retencidon de éstas en
el citoplasma celular (Senechal et al., 2005).

Conditioned Media Cell Lysate
L . 2 B
= 0 = I 5 0 = T
- N OO T g = N 0O
O O OO0 0L OO OOo
2 2 J d Jd 200 d.a03
A -— _— alLGI1
—
— |
B - HA
C - aMyc
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

Figura 7. Western blot mostrando la expresion y secrecion de las proteinas LGI1-4. A)
Anticuerpo anti-LGI1. Se detectd tanto LGIT en el medio, como LGI3 y LGI3-Myc (por
reaccién cruzada). B) Anticuerpo antfi-HA. Se detectaron las construcciones
etiquetadas con HA: LGI2 y LGI4, tanto en medio, como en los lisados (en menor
medida). C) Anfi-Myc detectd LGI3-Myc en el medio, pero no en los lisados.
(Modificacion de (Senechal et al., 2005)).
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Por otra parte, Sirerol-Piquer y colaboradores corroboraron
mediante experimentos similares dichos resultados, mostrando que
LGI1 era secretada al medio extracelular en células HEK 293T, CHO,
798G, COS7 y PC12 diferenciadas con NGF. Por el contrario, tanto la
forma procesada de LGI1 (LGIISP), como las distintas mutaciones
utilizadas en sus experimentos, eran retenidas en el interior celular.
Asimismo, comprobaron el papel de los dominios de la proteina en la
secrecion, concluyendo que tanto el dominio formado por las
repeticiones ricas en leucina como el dominio formado por las
repeticiones EPTP, son necesarios para el correcto plegamiento de la
proteina y su entrada en la ruta de secreciéon. Por Ultimo, también
demostaron que la proteina LGI1 sufria un proceso de N-glicosilacion
en el reticulo endopldsmico. Mediante un tratamiento con la
hidrolasa PNGasa F, observaron que la proteina sufriac una
deglicosilacion, que se veia reflejada en una banda de menor peso
molecular al detectar la proteina por western blot. Sin embargo,
dicho cambio, no se observaba al mutar los sitios de glicosilacion
predichos con programas de prediccion y fras tratar también con
PNGasa F, demostrando asi el efecto de la N-glicosilacion en la
proteina (Sirerol-Piquer et al., 2006).

1.5 Funcion de la familia LGI.

1.5.1 Funcion de LGI1.

La funcidn de la proteina LGI1T no se conoce por completo, y
pese a que su conocimiento ha tenido un gran avance recientemen-
te, aun no se tiene informacién de su mecanismo de accidn exacto.
A continuaciéon se detallan las diversas hipotesis planteadas desde su
descubrimiento, de forma mds o menos cronoldgica.
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Gen supresor de tumores.

LGI1 fue identificado inicialmente por el grupo de Cowell en
1998, tratando de identificar genes implicados en la aparicion vy
progresion de glioblastomas (Chernova et al., 1998).

El glioblastoma es el tumor maligno mds comun en el sistema
nervioso central adulto. La mayoria se desarrolla rdpidamente a partir
de astrocitos o células precursoras gliales sin que existan evidencias
de la presencia de un estado tumoral de menor malignidad,
denomindndose glioblastomas primarios o de novo. La esperanza de
vida en estos casos es muy baja, no superando normalmente los tres
meses. El resto de glioblastomas tienen un proceso de evoluciéon en el
que va creciendo la malignidad detectdndose inicialmente
astrocitomas de bajo grado o, segun la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) gliomas de gradoll, en un estadio mds avanzado
astrocitomas anapldsticos o de grado lll y finalmente glioblastomas
secundarios o de grado IV los cuales poseen una gran capacidad
invasiva (Ohgaki, 2005).

Estudios moleculares y citogenéticos indican que la pérdida de
una copia completa del cromosoma 10 es el evento mds comun en
glioblastomas de alto grado, exponiendo mutaciones recesivas en el
alelo restante. Se ha demostrado que en aproximadamente un 80%
de los tumores de (glioblastoma multiforme (GBM) existe
reagrupamiento o pérdida de alguna parte de la segunda copia del
cromosoma 10, especialmente de la regidon 10928-26. Por ello clonar
genes interrumpidos por translocaciones cromosdémicas es un método
Util para la identificacion de genes importantes en tumorogénesis.

El grupo de Cowell estudiaba la linea celular de glioblastoma
T98G, la cual carece de una copia completa del cromosoma 10 y
sufre una franslocacion balanceada enfre la otra copia del
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cromosoma 10 y el cromosoma 19 que afecta a la regidon 10924
t(10;19)(g24;913). En el punto de ruptura de la translocacion,
localizaron un gen interrumpido, el cual lograron identificar y aislar.
Debido a que este gen codificaba para una proteina con dominios
de repeticiones ricas en leucina, le llamaron LGIT por Leucine-rich
Glioma Inactivated-1 (Chernova et al., 1998). Por todo esto se
propuso LGIT como gen candidato de supresion de tumores (TSG).

Para comprobar esta hipdtesis distintos grupos realizaron
estudios de reordenamiento cromosémico, tanto en lineas celulares
de glioblastoma como en tumores cerebrales de distinto grado, que
afectaran a LGI1, asi como sus niveles de expresion. Descubrieron que
existe una reduccion de la expresion de LGI1 en gliomas, que parece
estar asociada a la gravedad y estado avanzado del tumor,
enconfrdndose niveles algo reducidos en glioblastomas de bajo
grado y muy reducidos o nulos en glioblastomas de alto grado y en
lineas celulares de glioblastoma. El grupo de Cowell detectd niveles
reducidos o nulos de LGIT mediante RT-PCR y encontraron evidencias
de reorganizaciones cromosémicas para algunas lineas celulares
(23%) y tumores cerebrales (39%) (Chernova et al., 1998).

Posteriormente Somerville y colaboradores secuenciaron LGI]
en busca de mutaciones en tumores de glioblastorna multiforme y
lineas celulares de glioblastoma, sin encontrar mutaciones en ninguno
de ellos, por lo que parece que mutaciones en LGIT no son un evento
comun en la tumorogénesis de glioma (Somerville et al., 2000). Otro
modo de silenciar la expresion de genes supresores de tumores es por
metilacion del promotor u ofros elementos regulatorios responsables
de la expresion del gen. Por lo que realizaron estudios para
determinar el estado de metilacion del ADN gendmico cercano a
LGIT en tumores de glioblastoma y cerebro normal, sin observar
diferencias entre ellos. Para probar estos resultados trataron células
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de glioblastorna con 5-azacitidina, la cual revierte el bloqueo de la
expresion génica inducido por metilacion y observaron que, pese a
variar el estado de metilacion, no lograron la reexpresion de LGl en
estas lineas celulares (Somerville et al., 2000).

El grupo de Krex por su parte, concluyd mediante estudios de
RT-PCR que en lineas celulares de glioblastoma y en tumores
cerebrales, la expresion de LGI1 era muy baja o nula y que, ademds,
deleciones, translocaciones, mutaciones en la secuencia codificante
o el promotor de LGI1, no son un hecho clave en el desarrollo de
gliomas. No estd claro el mecanismo por el cual se inactiva la
expresion de LGI1 (Krex et al., 2002). A su vez, la reduccion en los
niveles de ARNm de LGII asociada al estado del glioma se ha
confirmado a nivel de proteina, Besleaga y colaboradores realizaron
estudios de inmunohistoquimica con un antficuerpo policlonal
especifico de LGIl sobre muestras de 40 tumores primarios en
diferentes estados de evolucion, encontrando niveles elevados de
proteina en gliomas de bajo grado, muy reducidos en gliomas de
grado lll y nulos en muestras de glioblastoma multiforme (grado V)
(Besleaga et al., 2003).

Sin embargo, trabagjos posteriores revisaron los patrones de
expresion para LGIT y concluyeron que los datos aportados hasta la
fecha apuntaban a una expresion principalmente neuronal en el
cerebro y prdcticamente indetectable en la glia (Gu et al., 2002q;
Piepoli et al., 2006). Asi, la expresion observada en los fumores
primarios de glioblastoma provendria realmente de células
neuronales “contaminantes” atrapadas en el tumor, y la disminucion
progresiva de expresion paralela al grado de evolucion del glioma,
seria consecuencia de la pérdida o desplazamiento de estas
neuronas a favor de las células tumorales, que al ser derivadas de la
glia, expresarian niveles muy bajos o nulos de LGI1. Esta seria una
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explicacién mucho mds sencilla a la reduccidén de la expresidon de
LGI1 en gliobastomas, sin embargo es opuesta a la hipdtesis de LGl
como gen supresor de la metdstasis (Piepoli et al., 2006).

Otra aproximaciéon experimental para el estudio de los genes
supresores de tumores es la reexpresion forzada del gen en células
tumorales que han perdido la expresion. En caso de fratarse de un
gen supresor de tumores, la reexpresion del gen deberia cambiar el
fenotipo tumoral y las propiedades bioldgicas de la célula,
disminuyendo el potencial de proliferacion celular y/o la capacidad
invasiva de las células. El grupo de Krex, analizd el efecto de la
reinfroduccion de LGI1 en dos lineas celulares de glioblastoma que
tienen bajos niveles de LGl y ofras dos con niveles no detectables del
gen enddgeno. Se utilizdé un cassette de expresion constituido por la
ORF de LGII seguida de una secuencia de reconocimiento IRES y la
Proteina Fluorescente Verde (GFP), de manera que asumieron
expresion positiva de LGIT exdégeno en las células positivas para GFP.
Ninguna de las cuatro lineas infectadas mostré diferencias en la
capacidad proliferativa  al compararlas con células control
infectadas con la construccion sin inserto. Ademds, mediante estudios
de ciclo celular, se demostré que no habia diferencias significativas
del nUmero de células en fase S. Por ofra parte en un experimento de
migracion celular demostraron que con la reexpresion de LGI1
tampoco habia diferencias entre células control y las infectadas con
la construccidn (Krex et al., 2002).

Posteriormente el grupo de Cowell utilizd una estrategia similar:
se transfectd una construccion de LGIT fusionada al epitopo FLAG y
se obtuvieron lineas celulares estables a partir de lineas de
glioblastoma con niveles detectables de LGI1 enddgeno (U87) o
niveles nulos (T98G y Al172). Los estudios de crecimiento celular
mostraron que no habia una diferencia significativa entre los clones
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obtenidos a partir de la linea celular de glioblastoma U87 vy su linea
parental, mientras que los clones de T98G y A172 con LGII1 crecian
mas lentamente que sus correspondientes lineas parentales. Ademds
clones con menor expresion de LGIT mostraron una caida del
crecimiento celular mds suave que aqguellos clones en los que habia
una expresion mayor. Por ofra parte realizaron estudios de migracion
celular a través de una matriz de BD Matrigel, todos los clones que
expresaban LGI1 provenientes de T98G y A172 habian perdido casi
por completo su capacidad de migrar a través de la matriz de
matrigel al compararlos con sus correspondientes lineas parentales.
Por el contrario, la reinfroduccion de LGIT en U87 no tuvo efecto en la
migracion de sus clones. Ademds ofra caracteristica de las células
tumorales es su capacidad de crecer en condiciones independientes
de anclaje. Ensayos de formacion de colonias en soft-agar mostraron
que las células transfectadas con LGIT de 198G y Al172 tenian una
capacidad menor de formar colonias que las lineas parentales,
mientras que las células fransfectadas con LGI1 de U87 no mostraban
ninguna inhibicion del potencial para crecer en condiciones
independientes de anclaje: no habia diferencias significativas del
nimero de colonias entre las células U87 con LGIT y su
correspondiente linea parental. Los resultados de los experimentos de
tasa de crecimiento, migracion celular y capacidad de crecimiento
en condiciones independientes de anclaje apuntan a LGIT como gen
supresor de tumores (Kunapuli et al., 2003). En un frabajo posterior, el
grupo de Kunapuli estudié el modo en que LGII readliza su funcidn
regulando rutas especificas de senalizacion, para ello compararon los
patrones de expresion a nivel global de células 798G control y T98G
forzadas a expresar LGI1 de manera exdgena mediante andlisis de
microarray. Como consecuencia de la reexpresion de LGl se observo
una expresion disminuida de genes relacionados con la matriz
extracelular, entre ellos genes de la familia de las Metaloproteasas de
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Matriz Extracelular (MMPs), en concreto MMP1 y MMP3. Estas proteinas
se han relacionado con el control de la proliferacion y la invasion
celular, ya que se frata de endopeptidasas de la matriz celular. Se ha
sugerido que pueden estar implicadas en el proceso de invasion de
los gliomas, los cuales requieren degradacion de la matriz extracelular
para poder filtrarse e invadir los tejidos circundantes. Ademds
también se observd una expresion aumentada de TIMP3 (tissue
inhibitor of metalloproteinase), la cual es un antagonista de la accidon
de las MMPs. Dado que la expresion y la activacion de MMP1T y MMP3
estdn reguladas por las rutas de p38 MAPK (mitogen-activated protein
kinase) y ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase), analizaron el
estado de activacion de estas rutas en las células 198G transfectadas
con LGI1 encontrando una reduccion en los niveles de fosforilacion
de ERK1/2 pero no en los de p38 en estas células comparando con las
células control, ello sugiere que LGI1 podria estar controlando la
expresion de MMP1/3 a través de las rutas ERK1/2 (figura 8). A
continuacion estudiaron el modo en que la ruta ERK1/2 regulaba la
produccion de MMP1/3 mediada por LGIT y propusieron que la
reinfroduccion de LGI1 en células T98G promueve la fosforilacion de
AKT mediada por la PI3-quinasa lo que inhibe la cascada de MAPK
Raf-MEK-ERK1/2 reduciendo en Ultima instancia la expresion de las
MMPs (Kunapuli et al., 2004).
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Figura 8. Representacion esquematica del efecto de la expresién de LGI1 sobre la
ruta ERK1/2. PD098059 y U0126 inhiben a MEK1, mienfras que PMA es un activador
de PKC, ya que activa la ruta de senalizacién RAF1-MEK-ERK. LY294002 por su parte,
es un inhibidor de PI3K. (Modificado de (Kunapuli et al., 2004)).

Estos resultados apoyarian el papel de LGIT como gen supresor
de tumores o mds bien como gen supresor de la metdstasis, ya que su
inactivacion en células de glioblastoma eliminaria la produccion de
MMPs implicadas en la elevada capacidad invasiva de los
glioblastomas de alto grado.

41



Capitulo 1. Introduccion

Papel en la ruta de senalizacion de Ila inhibicion de la
regeneracion mediada por mielina.

Ensayos de doble hibrido en levadura llevados a cabo en
nuestro laboratorio dieron a ver que LGI1 era capaz de interaccionar
con ftres proteinas que se encuentran implicadas en la ruta de
senalizacion de la inhibicidon de la regeneracion de neuritas mediada
por la mielina en el sistema nervioso central (SNC): el receptor de
Nogo (NgR o RTN4R), el inhibidor de RhoA (RhoGDI) y el receptor de
neurotrofinas  p75NR,  Posteriormente  mediante  sistemas de
sobreexpresion de lineas celulares eucariotas se comprobd que
Unicamente lo hacia con NgR y p75NR, ademds estudiaron la
interacciéon con la proteina Lingol, la cual es el tercer componente
junto con NgR y p75NR del complejo senalizador de la los inhibidores
presentes en la mielina.

Este complejo molecular se encuentra en la base de que,
mientras el sistema nervioso periférico (SNP) es capaz de
regeneracion tras una lesion, el sistema nervioso central (SNC) no lo
sea. Para que la regeneracion axonal sea posible, la neurona
lesionada debe sobrevivir, el axén seccionado ha de poder formar de
nuevo un cono de crecimiento, elongarse hasta alcanzar su diana
original, establecer sinapsis y por Ultimo ser remielinizado (aunque esto
Ultimo depende del tipo de conexidn). Si bien este proceso ocurre en
el SNP y en el SNC durante el desarrollo, no sucede asi en el SNC
maduro. A medida que esta maduracion fiene lugar, ocurre un
descenso en la capacidad de regeneracion neuronal, hasta el punto
de perderse en estadios tempranos postnatales. A este descenso
contribuyen tanto factores exdgenos como enddgenos (Horner and
Gage, 2000).

La pérdida de capacidad enddégena de regeneracion axonal
de las neuronas centrales durante el desarrollo ocurre en respuesta a
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diversos estimulos, como son la activacién del programa enddgeno
de maduraciéon de la neurona, el contacto con el tejido diana o la
llegada de aferentes sindpticos. Estos estimulos desencadenan en la
neurona una serie de cambios que se podrian agrupar en tres
blogues: un descenso en los niveles de moléculas promotoras del
crecimiento axonal, el inicio de la expresion de receptores para
moléculas inhibitorias y un descenso en los niveles de AMPc (Horner
and Gage, 2000; Selzer, 2003).

Una vez establecidas las conexiones neuronales, el SNC pasa
de ser permisivo para el crecimiento axonal a constituir un ambiente
mucho mds restrictivo. Gran parte de la inhibicion constitutiva del SNC
radica en la presencia de ciertas moléculas en asociacion con la
mielina. A finales de los ochenta, trabajos llevados a cabo por el
grupo de Schwab demostraron por primera vez la fuerte inhibicion
que la mielina ejerce sobre el crecimiento neuronal se debe a ciertas
proteinas en su composiciéon (Caroni and Schwab, 1988). Hasta la
fecha se han identificado fres proteinas, Nogo-A, MAG y OMgp, que
son capaces de interaccionar con el mismo receptor neuronal
lomado Receptor de Nogo o NgR para prevenir el crecimiento
axonal (Sandvig et al.,, 2004). Ademds de NgR, que utiliza tres
correceptores: Lingol, p75NR vy Troy (figura 9); existen receptores
adicionales para Nogo-A y MAG. Los resultados obtenidos por nuestro
grupo relacionan LGIT con este complejo molecular (tesis doctoral,
(Morante-Redolat, 2006)).
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Figura 9. Representacion de los dos complejos implicados en la inhibicion de la re-
generaciéon del SNC mediada por mielina. Los componentes inhibitorios de la mieli-
na Nogo-66, OMgp y MAG se unen al receptor comUn NgR, el cual puede formar
complejos ternarios mediante su unidn a Lingo1 y p75NTR o bien a Lingol vy Troy, e

inhibir la regeneracién axonal. (Extraido de (Mandemakers and Barres, 2005)).

Desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central (SNC).

Atendiendo a sus dominios estructurales LGI1 es una proteina
que pertenece a la superfamilia de proteinas con repeticiones ricas
en leucina (LRRs). Las LRRs son "moddulos” pequenos de proteina
caracterizados por una distribucion periddica de aminodcidos
hidrofébicos, especialmente residuos de leucina (Leu), que se
encuentran separados por residuos hidrofilicos. Dentro de esta
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superfamilia se encuadraria dentro de la subfamilia F-20, que se
caracteriza por la conservacidn de un residuo fenilalanina en
posicion 20 (Buchanan and Gay, 1996). Cada dominio LRR consta de
24 aminodcidos y contiene la secuencia consenso tipica: X L (X2) L X L
(X2) N X'I (X2) L P (X3) F(X2) L X. Ademds las LRRs estan flanqueadas a
ambos lados por regiones ricas en cisteinas (Cys), que siguen las
secuencias consenso para las regiones ricas en cisteinas:

- Flangueantes en N-terminal: C P (X2) C X C (X¢) C
- Flangueantes en C-terminal: X X C X C (X20) C (X20) C

Este tipo de organizacién, dominios LRRs flanqueados en ambos
extremos por regiones ricas en leucinas, es caracteristico de proteinas
extracelulares, lo que sugiere que LGI1 podria ser una proteina de
secrecion. Los LRRs se han asociado con distintas funciones,
principalmente interacciones proteina-proteina, aunque también con
transduccion de senales, adhesion celular y desarrollo entre otras. Esta
region alinea muy estrechamente con las proteinas de Drosophila Slit,
Toll, y Tartan, asi como a la familia génica Trk de mamifero, en las
cuales se conoce que las LRRs unen el factor de crecimiento nervioso
y ofras neurotrofinas. Los genes Slit y Tartan son necesarios para el
desarrollo del SNC. La proteina Tartan parece que funciona como
una proteina asociada a membrana, implicada en la adhesion
celular, mientras que las proteinas Slit 1 y Slit 2, tanto de Drosophila
como de vertebrados, estdn implicadas de diferentes formas en el
mecanismo de crecimiento del cono axonal y en la migracion
neuronal. Estos estudios, sugieren que LGI1 podria estar implicado en
el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central (Kalachikov
et al., 2002; Krex et al., 2002).

Otro hecho caracteristico en la secuencia de LGI1 es la
presencia de siete copias de la repeticion EPTP de funcion
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desconocida, aungue probablemente esté relacionada con el
desencadenamiento de epilepsia. Se ha propuesto que estas siete
copias se dispongan como un dominio de tipo B-propeller, este
dominio es caracteristico de interacciones proteina-proteina (Staub
et al., 2002).

Un trabajo que apoya el posible papel de LGIT en el desarrollo
del sistema nervioso central, es el llevado a cabo por Sagane y colo-
boradores. En este trabajo se observd que LGIT interacciona con la
proteina ADAM22 en cerebro de ratdn por medio de inmunoprecipi-
tacion y andlisis espectrométrico de masas. ADAM22 es una proteina
transmembrana de la que se piensa que es una molécula de ad-
hesion o un receptor por la presencia de repeticiones ricas en cisteina
y secuencias de tipo disintegrina en su ectodominio. Ademds, el feno-
tipo del raton deficiente en ADAM22 se caracteriza por un desarrollo
deficiente del sistema nervioso periférico. Por ofra parte, también se
establecieron interacciones tanto de LGI1 como de LGI4 (con una
menor afinidad) con otros miembros de la familia ADAM (Sagane et
al., 2008).

Recientemente, (Owuor et al., 2009) publica un trabajo en el
que observan que AP-LGI1 se une de forma dosis-dependiente a la
superficie celular de cultivos primarios de neuronas de glanglios basa-
les de la raiz dorsal (DRG) de pollo y en cultivos primarios de neuronas
de hipocampo de embridn de rata. En dicho trabajo se observa tam-
bien que AP-LGI1 no tiene capacidad de union a células COS7 no
transfectadas por si sola, necesitando para dicha unidén de la expre-
sion de la proteina ADAM?23. Tras ensayar la capacidad de unién de
varios miembros de la familia ADAM, determinan que ADAM?23 es el
receptor especifico para LGI1 en la superficie celular y dada la ca-
pacidad de ADAM23 para interaccionar con integrinas tipo avB3,
moléculas de adhesion implicadas en el desarrollo de neuritas (Cal et
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al., 2000), comprobaron que LGIT actia como ligando de ADAM23 y
estimula el crecimiento de neuritas en neuronas DRG y neuronas de
hipocampo. Ademds, se determind que el ratdn knock-out para
ADAM23, presenta crisis de tipo ténico/clénico y una viabilidad redu-
cida. No obstante el raton heterozigoto ADAM23 +/-, pese a tener
una viabilidad y comportamiento normales, presentaba una mayor
susceptibilidad a sufrir crisis inducidas por pentilenotetrazol (PTZ), con
un umbral de dosis mds bajo. De esta forma, estos autores proponen
qgue LGI1 es un ligando que ejerce su funcidon a través del receptor
ADAM23, que a su vez promueve el crecimiento de neuritas. La re-
ducciéon de dosis en pacientes de ADLTE con LGI1T mutado, llevaria a
un desarrollo de las neuritas insuficiente y como consecuencia, a un
sistema nervioso mds susceptible a sufrir crisis de tipo epiléptico
(Owuor et al., 2009).

LGI1 como responsable del modelado estructural y maduracion
de sindpsis glutamatérgicas en el hipocampo.

Los Ultimos trabajos sobre la funcion de LGI1 contienen resulta-
dos dispares. De un lado, Schulte y colaboradores observaron que
LGIT forma complejos con la subunidad Kv1.1 de los canales de pota-
sio activados por voltaje (Kv). Estos canales modulan la transmision
sindptica en las neuronas del sistema nervioso central (SNC). Segun los
resultados de este trabajo, LGIT y Kvl.1 co-ensamblan con Kv1.4 vy
KvB1 en terminales axdnicos de la formacion hipocampal. En dichos
complejos, LGI1 evita selectivamente la inactivacion de tipo-N que la
subunidad Kv1.1 ejerce sobre estos canales. Por el contrario, formas
mutadas de LGI1 de las encontradas en pacientes de ADLTE no tie-
nen la capacidad de ejercer dicho efecto, resultando en una cinéti-
ca de inactivacion mads rdpida de lo habitual en canales de este tipo,
lo cual podria desencadenar en actividad epiléptica (Schulte et al.,
2006).
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De otro lado, el hallazgo mds relevante en torno a esta cues-
tion, lo desvelaron recientemente Zhou y colaboradores al presentar
un frabajo donde desvelaban fehacientemente al menos una de las
funciones in vivo de LGI1 en el SNC. Dichos autores senalan que la
proteina LGI1 interviene en el proceso de estructurado y maduracion
funcional de sindpsis de tipo glutamatérgico en neuronas del hipo-
campo durante el desarrollo posthatal del cerebro. Para ello compa-
raron la maduracién de terminales presindpticos y postsindpticos de
ratones normales, con ratones que expresaban una forma fruncada
de LGI1 y ratones que sobreexpresaban la forma silvestre de LGI1. Los
resultados fueron que la forma tfruncada de LGI1 evitaba la correcta
maduracion de las funciones pre y post sindpticas, mientras que la
sobreexpresion de la forma silvestre de LGI1 la aumentaba. Lo mismo
ocurria con el remodelado dendritico, que era deficiente en el caso
de LGIT mutada y que se compensaba con una mayor densidad de
espinas dendriticas. Ademds, dado que LGIT co-purifica con canales
Kv1.1, aumenta la actividad de dichos canales in vitro y que ambos
se expresan abundantemente en las sindpsis glutamatérgicas de las
células de la via perforante del hipocampo, se especuld con la posi-
bilidad de que LGllestuviera afectando a la maduracion de la fun-
cion presindptica por medio de su accidn sobre estos canales. Dicha
hipdtesis se comprobd al comparar las sindpsis de las células de dicha
via en ratones normales, ratones que expresaban una forma trunca-
da de LGI1 y ratones que sobreexpresaban la forma silvestre de LGI1.
Los resultados de dicha observaciéon fueron que la maduracion esta-
ba inhibida en el caso del ratén con la forma tfruncada de LGIT, mien-
tras que estaba amplificada en el caso del ratdon que sobreexpresaba
la forma silvestre. Confirmado lo anterior, se pensd también que la
forma truncada de LGI1 podria aumentar la transmision sindptica ex-
citatoria en esas células, lo cual se comprobd mediante estudios
electrofisioldgicos que validaron dicha hipdtesis. Como consecuencia
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de ello, se decidid estudiar el efecto de una fransmision sindptica
aumentada sobre la susceptibilidad a padecer crisis epilépticas indu-
cidas por picrotoxina. Se observd que los ratones que expresaban la
forma truncada de LGI1, tenian una mayor susceptibilidad a sufrir crisis
que los ratones que expresaban la forma silvestre, o que el ratén de
sobreexpresion (Zhou et al., 2009).

1.5.2 Funcion de LGI2.

LGI2 es el miembro de la familia LGI del que menos informacidn
se dispone hasta el momento. En familias de genes poco caracteri-
zadas, un marco de trabajo basado en el andlisis evolutivo y de ex-
presion, es una buena aproximaciéon para el estudio de qué genes
son en principio mds importantes funcionalmente y por ende, suscep-
tibles de ser responsables de enfermedades en humanos. En el caso
que nos ocupaq, LGIT ya ha sido implicado como responsable de la
epilepsia lateral temporal autosdémica dominante, por lo que miem-
bros de la misma familia, podrian estar relacionados con enfermeda-
des similares.

Los estudios filogenéticos llevados a cabo sobre la familia LG,
muestran que este grupo de genes no estd presente en el genoma
de invertebrados, y que surgié en el linaje que dio lugar a los actuales
vertebrados. El hecho de que estos genes se expresen mayoritaria-
mente en tejidos de origen neural en pez cebra, parece indicar que
esta familia de genes, podria estar implicada en la evolucién del ce-
rebro de vertebrados. En estos mismos estudios se demuestra que, en
este organismo, el origen de la familia se debe a dos sucesos de du-
plicacion, que bien pudieran deberse a duplicaciones gendmicas
completas. Ademds, se ha observado que en el mencionado pez
cebra, estos genes muestran patrones de expresion complementarios,
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lo que podria indicar una subfuncionalizacidén de los miembros de la
familia LGl a lo largo de la evolucion (Gu et al., 2005).

Senechal y colaboradores, aportaron informacién adicional al
respecto estudiando el patrdn de expresion cerebral del ARNm de
LGI2, y demostrando que su expresion en en nucleo reticular taldmi-
co, destacaba sobre la observada en el resto del sistema nervioso
central. Ademds, determinaron que al transfectarse LGI2 en células
en cultivo para su sobreexpresion, la proteina codificada, era secre-
tada al medio extracelular. No obstante, aunque valiosa, esta infor-
macion no ha proporcionado una evidencia firme acerca de la posi-
ble funcidon de esta proteina (Senechal et al., 2005).

1.5.3 Funcion de LGI3.

Hasta la fecha, varios estudios han demostrado que el péptido
beta-amiloide (Abeta), aumenta la expresion de LGI3 y que ambas
proteinas, colocalizan en la membrana celular en cultivos de astroci-
tos de rata (Kimura et al., 2007; Okabayashi and Kimura, 2007;
Okabayashi and Kimura, 2008). Ademds también se ha observado,
que tanto la proteina GFAP (glial fibrillary acidic protein), como la
apolipoproteina E (ApoE), incrementan significativamente sus niveles
con la sobreexpresion de LGI3 inducida por Abeta, sugiriendo que la
activacion de la proteina LGI3 podria estar implicada en la respuesta
astroglial contra Abeta (Kimura et al., 2007). Estos datos vienen apo-
yados por el hecho de que al reducir la expresidon de LGI3 mediante
el uso de ARN de interferencia, se observa una clara inhibicion de la
infernalizacion de Abeta por parte de astrocitos en cultivo
(Okabayashi and Kimura, 2008). De este modo, LGI3 segun estos auto-
res, estaria involucrada en la respuesta de los astrocitos a la acumu-
lacion del péptido Abeta.
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Por ofra parte, en neuronas de monos de avanzada edad, LGI3
se acumula en la membrana plasmatica o cerca de ella, donde co-
localiza con proteinas asociadas a endocitosis y marcadores especi-
ficos de lipid rafts (Okabayashi and Kimura, 2007). Ademds, Park y co-
laboradores han demostrado por medio de técnicas de pull-down,
coinmunoprecipitacion y colocalizacién, que sintaxina-1, un compo-
nente del complejo SNARE de la ruta de exocitosis, estd asociada a la
proteina LGI3, con la cual interacciona de forma fisica (Park et al.,
2008). Los resultados obtenidos de estos dos Ultimos estudios, sugieren
que LGI3 podria jugar un papel regulador en la endocitosis neuronal
(Okabayashi and Kimura, 2007), y también en la exocitosis, por medio
de su interaccidon con sintaxina-1 (Park et al., 2008).

1.5.4 Funcion de LGI4.

La proteina LGI4 ha sido relacionada con varios procesos celu-
lares. En primer lugar, Bermingham y colaboradores, demostraron que
el fenotipo claw paw de ratdon, estaba causado por una mutacion en
el gen LGI4. Dicha mutacién, surgié espontdneamente en los Labora-
torios Jackson, en ratones C57/BL6-ob y fue denominada mutacion
Clp, de herencia recesiva. El fenotipo claw paw que produce dicha
mutacion, se caracteriza por anomalias posturales e hipomielinizacion
periférica, sin signos de desmielinizacion en el sistema nervioso central.
Por ello, LGl4 parece tener un papel importante en el desarrollo del
sistema nervioso periférico. En este trabajo, se llevd a cabo la clona-
cion posicional del gen LGI4, que sufria una insercion de un elemento
repetitivo presente en el exdn 3. Tras producirse una duplicacion de
dicho elemento, éste se inserta en sentido opuesto en el exdn 4 del
alelo clp, impidiendo el correcto procesamiento de dicho exdén al dis-
rumpir el sitio de splicing 3' del exdn 3, resultando en la ausencia de
24 aminodcidos en la proteina mutante respecto a la silvestre (figu-
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ra 10A y 10B). Ademds, se demostrd que la mutacion clp producia la
retencion de la proteina LGl4¢le en células CHO en cultivo, mientras
que la forma silvestre era secretada al medio extracelular. El hecho
de que esta molécula ejerce su funcidon extracelularmente, fue de-
mostrado por partida doble: primero porque al regular a la baja la
expresion de la forma silvestre de LGl4 en co-cultivos de neuronas y
células de Schwann, la mielinizacién se vio inhibida; y segundo, por-
que al anadir LGl4 exdgena a co-cultivos clp/clp. la mielinizaciéon se
vio restaurada (Bermingham et al., 2006).

Por ofra parte, y como se menciond en el apartado sobre la
funcion de LGI1, los resultados de ensayos de inmunoprecipitacion y
andlisis espectrométrico de masas de extractos de proteinas de cere-
bro de ratén, relacionaron las proteinas LGIT y LGI4 con la proteina
ADAM22. Andlisis mdas exhaustivos, permitieron ver que LGIT y LGI4
pueden unirse tanto a ADAM22, como a ADAM11 o ADAM23 con di-
ferentes niveles de afinidad. De hecho, parece que ADAM?23 funcio-
na como receptor de LGI1 en células que no expresan ADAM22, y por
lo tanto, estos sistemas podrian estar regulados no sélo por afinidad,
sino también por la expresidon especifica de cada proteina por parte
de cada tipo celular (Sagane et al., 2008).
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Figura 10. Representacion esquemadtica del efecto de la mutacién clp sobre LGI4. A)
El alelo silvestre LGI4*t, confiene un elemento repetitivo (marcado en rojo) en el
intrén 3 que en el alelo mutado LGl4<k, ha sufrido una duplicaciéon y se ha insertado
en el exén 4 en sentido contrario, impidiendo su correcto procesamiento. B) Estruc-
tura de las proteinas LGITwt y LGl4cle, El efecto de la mutacién clp, da lugar a una
proteina con 24 aminodcidos menos (537 aa contra 513 aa), que afectan al domi-
nio de repeticiones ricas en leucina. SS, hace referencia al péptido senal predicho
para la proteina (SignalP3.0). Se muestran sombreados en rojo los dominios recono-
cidos por la base de datos SMART con un valor E menor que los sombreados en na-
ranja, y estos Ultimos con un menor valor E que los sombreados en gris. Los dominios
sin sombrear, no son reconocidos por SMART o CDART. Se muestra en verde la parte
de proteina codificada por el exén 4. En el dominio LRR C-terminal (sombreado en
azul), se senala con doble flecha un punto putativo de glicosilaciéon predicho para
la proteina. (Modificado de (Bermingham et al., 2006)).
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Objetivos

Con esta tesis se pretende avanzar en el conocimiento de LG
como gen responsable de la aparicion de la epilepsia lateral tempo-
ral autosdbmica dominante, asi como de sus genes pardlogos LGI2,
LGI3 y LGI4. Dicha linea de investigacion comenzé en la Unitat de
Genetica Molecular, dirigida por el Dr. Jordi Pérez-Tur, hace ya ocho
anos vy fruto de ello, se han publicado varias tesis doctorales previas a
la presente y varios articulos cientificos. Dada la informacion de la
que se dispone en este momento, y que ha sido presentada en la In-
troduccidén de la presente memoria, partimos de la hipdtesis de que la
distribucion anatdmica de la expresion de la familia de genes LG,
debe guardar una relacidon con su expresion, y en el caso especifico
de LGII, dicha distribucion debe guardar relaciéon con la apariciéon de
la epilesia lateral temporal autosémica dominante. Y para validar di-
cha hipdtesis, planteamos los siguientes objetivos:

1. Conocer el patron de expresion de los transcritos de la familia
génica LGl en cerebro de ratdn adulto por medio de
hibridacidén in situ, e inferir a partir de los resultados anteriores,
las funciones en los que podrian estar implicados estos genes.

2. Determinar, por medio de técnicas de cultivo celular y biologia
molecular, el papel del dominio EPTP en la secrecién de la
proteina LGI1.
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3. Determinar, por medio de técnicas de cultivo celular y biologia
molecular, si la proteina LGI1 actia como ligando de un
receptor de membrana especifico.
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Material y métodos

3.1 Material bioldgico.

3.1.1 Cepas bacterianas.

Escherichia coli DH 50. (genotipo): F, ¢80dlacZ AM15, endATl,
recAl, hsdR17 (re, my*), supE44, thi-1, gyrA%6é, relAl, A(lacZYA-
argF)u169, A. Se obtuvieron picando una colonia de E. coli
DH 50 que se crecid durante el dia en 1 mL de medio LB (1%
bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% extracto de levadura, pH 7). Tras
ello se plagquearon 100 yL del cultivo en sendas placas de
LB-agar (1% bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% extracto de levadura,
pPH 7, 2% agar) suplementadas con ampicilina a 100 mg/L en un
caso, y kanamicina a 50 mg/L en el otro. El resto del cultivo se
crecié durante toda la noche en 40 mL de medio SOC (0,5% ex-
tracto de levadura, 2% ftriptona, 10 MM NaCl, 2,5 mM KCI,
10 MM MgClz, 10 mM SOsMg, 2 mM glucosa) para generar el
indculo. El dia siguiente, tras comprobar que no habian crecido
colonias en las placas, se inoculd 1 L de SOC con 10 mL del iné-
culo y se crecid a 37 °C hasta llegar a una DOsys de 0,5-0,6.
Después se enfrio en hielo y se centrifugd a 4000 g durante
10 min a 4 °C, se lavd el sedimento de células con 1 L de agua
milli-Q autoclavada y se volvid a centrifugar. Este proceso se
repitid dos veces lavando con 0,5 L de agua milli-Q. El sedimen-

to de células resultante se resuspendid en 20 mL de glicerol 10%
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y se centrifugd a 12000 g durante 20 min a 4 °C. El sedimento se
resuspendid en 2-3 mL de glicerol 10% y se separd en alicuotas
40 yL en tubos que se congelaron inmediatamente en N2 liqui-
do y se conservaron a -80 °C. El material utilizado en este proto-
colo se enfria previamente a -20 °C. Finalmente, se comprobd
mediante siembra en placas de ampicilina y kanamicina que
no existia crecimiento (bacterias contaminantes resistentes a
antibidticos).

Todo el trabajo con bacterias se realizd en condiciones de
asepsia, llevando a cabo la manipulacidn de reactivos, medios vy
material de cultivo bajo la llama de un mechero Bunsen. Asimismo, los
medios de cultivo y reactivos se estirilizaron previamente en un
autoclave a 121°C y una atmdsfera de sobrepresion durante
20 minutos, o bien por filtfracion con un tamano de poro de 0,22 um
para reactivos termosensibles.

3.1.2 Lineas celulares de mamifero.

= HEK 293T: Linea celular de rindn embrionario humano cedida
por el Dr. Phil Barker (Montreal Neurological Institute, McGill
University, Montreal, Canadd). Se cultivan en medio bdsico
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen), con
10% de FBS (suero bovino fetal, Invitrogen), 2 mM de glutamina
(Invitrogen), 100 U/mL de penicilina (Invitrogen), y 0,1 mg/mL es-
treptomicina a 37 °C y 5% de CO..

Todo el frabajo con lineas celulares de mamifero se realizé en
condiciones de esteriidad en cuarto de cultivos con sistema de
filtrado de aire en una cabina de flujo laminar vertical tipo ll. Los
medios de cultivo y reactivos se esterilizaron por filfracion con un
tamano de poro de 0,22 um cuando fue necesario.
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3.1.3 Cepas de rata y raton.

= Se emplearon crias de rata (P8-P10) de la cepa Sprague-
Dawley (Charles River, n=80; peso=15-20 gr).

» Los ratones empleados fueron animales adultos de la cepa
C57/BLéJ (Harlan, n=20; peso=25-35 gr).

Los animales se mantuvieron a 22°C en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h:12 h y con acceso a agua y comida ad libitum.
El cuidado y la manipulacion de los animales se llevé a cabo de
acuerdo a las directrices del comité de éfica de experimentacion
animal del CSIC y reduciendo en lo posible el nUmero de animales
empleados y su sufrimiento.

3.2 Construcciones.

3.2.1 Clonacién direccional por subclonacién o PCR.

Obtencion de inserto (ORF a clonar).

En caso de poseer el gen ya clonado en un vector que
contiene dianas de restriccion flangueantes compatibles con el
vector destino en el que se desea clonar, el procedimiento se
denomina subclonacion. En este caso, el inserto se obtiene mediante
restriccion enzimdtica a partir de una digestiéon de 10 pg del pladsmido
del que queremos exiraer el inserto, realizando una digestion doble, si
los enzimas son compatibles con el mismo tampdn de reaccion, o
secuencial purificando la reaccion entre la primera digestion y la
segunda. Las digestiones se realizan de acuerdo con las
especificaciones del fabricante de los enzimas de restriccion
incubando los 10 ug de DNA con, al menos, una unidad de cada
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enzima en el tampdn proporcionado por el fabricante a la
temperatura adecuada durante mds de dos horas. La totalidad de la
reaccion de digestion se visualiza en un gel de agarosa del 0,8-1%
tenido con bromuro de etidio (Amresco), recuperdndose el DNA
recortando con un bisturi el fragmento de agarosa que contiene la
banda correspondiente al inserto y purificndola con el sistema
MiniElute Gel Extraction Kit (Qiagen) que permite concentrar la
muestra eluyendo en 10 JL.

Cuando las dianas de restriccion que flanquean el inserto en el
pldsmido origen no son compatibles con el pldsmido destino o
cuando no se dispone del inserto clonado en ningUn vector, se puede
obtener el inserto por PCR a partir de una genoteca o de un pldsmido
con el gen clonado, utilizando cebadores especificos del gen que
contengan colas con la secuencia de las dianas de restriccion
necesarias para la clonaciéon en el vector destino. La reaccion de
PCR se efectla con una DNA polimerasa que posed prueba de
lectura (actividad exonucleasa 3'—5') como la Pfu Turbo
(Stratagene) segun las especificaciones del fabricante: 2,5 unidades
de Pfu Turbo en tampdn de reaccion 1X, mezcla de los cuatro dNTPs
a una concentraciéon final de 200 uM cada uno, 0,5 UM de cada
cebador y 50 ng de DNA molde en un volumen de reacciéon de 50 L.
Las condiciones de amplificacion generales son las que especifica el
fabricante de la polimerasa con 30 ciclos en los que la temperatura
de annealing de los cebadores es habituaimente 60°C vy la
temperatura de extension 72 °C ajustando la duracion de la extension
por ciclo segun el tamano del inserto (1 min/kb). La totalidad de
producto de PCR se visuadliza en un gel de agarosa tenido con
bromuro de etidio, recuperdndose el DNA recortando con un bisturi el
fragmento de agarosa que contiene la banda de interés vy
purificdndolo con el sistema Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Una
vez purificado el producto de PCR que ya contiene las dianas de
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restriccion necesarias, se somete a digestion con los enzimas
correspondientes tras lo que se purifica y concentra mediante el
sistema MiniElute Reaction Purification Kit, eluyendo en 10 pL.

Obtencién del vector destino.

El vector donde se desea clonar el inserto ha de ser digerido
con los mismos enzimas que el inserfo para conseguir la clonacion
direccional del mismo. La digestidon se efectia como se ha expuesto
en el punto anterior a partir de 10 ug de vector y realizando digestion
doble si la compatibilidad de tampones entre los enzimas y la
separacion entre las dianas de restriccion en el sitio de clonacidon
multiple lo permite. Tras la digestion los extremos 5'-P del vector se han
de defosforilar para prevenir la religacion del vector sin inserto. Para
esto se incuba el vector digerido con cinco unidades de fosfatasa
alcalina (Roche) en el tampdn suministrado durante 30 min a 37 °C.
En Ultimo lugar la reaccion se purifica y concentra con el sistema
MiniElute Reaction Purification Kit.

Estimacion de la cantidad de inserto y vector.

Ambos productos se cuantifican comparando la intensidad de
banda al correr 1 yL de los productos digeridos y purificados en un gel
de agarosa al 0,8% con un patron de peso molecular en el que se
conoce la canfidad de DNA presente en cada banda (REAL Escala 1,
Durviz).

Ligacidn y Electroporacion.

La ligaciéon del vector y del inserto digerido se lleva a cabo con
el sistema Rapid DNA Ligation Kit (Roche) durante 15 minutos a T°A
combinando vector e inserto en una relacion molar de 1:3 en un
volumen final de reaccién de 21 uL en presencia de los tampones
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suministrados por el fabricante y una unidad de ligasa T4. Tras la
ligacion, el producto se purifica con el sistema High Pure PCR
Purification Kit (Roche) eluyendo la columna con 100 uL de agua.
Para su propagacion y posterior purificacion el producto de la
ligacion se transfiere a células electrocompetentes de E. coli DH 5a
mediante electroporacion a 1700 mV con 10yl de la ligacion
purificada, creciendo el cultivo resultante en placas de medio LB
agar (1% bactotriptona, 1% NaCl, 0,5% extracto de levadura, pH 7,
2% agar) suplementado con el antibidtico correspondiente para la
seleccidon de colonias positivas portadoras de la nueva construccion
(100 mg/L si es ampicilina y 50 mg/L si es kanamicina).

Purificacion del DNA plasmidico.

Se inocularon algunas colonias individuales crecidas en las
placas con el antibidtico de seleccion de manera independiente en
medio LB liquido suplementado con antibidtico a 37 °C en agitacion
durante 8-12 horas. Para la comprobacion de la ligacién por andlisis
de restriccion y/o por secuenciacion directa, el DNA plasmidico se
purifica a pequena escala con un sistema comercial de Miniprep
(Qiagen, Eppendorf, Marligen). Una vez comprobado que la nueva
construccion estd correctamente clonada, se selecciona la escala
de purificacion de DNA plasmidico en funcidn de las necesidades de
cada experimento: a media escala GenElute™ HP Plasmid Midiprep
Kit o a gran escala GenElute™ HP Endotoxin-Free Plasmid Megaprep,
ambos de la casa comercial Sigma.

3.2.2 Vectores de expresion utilizados.

» pEGFP.N1 (Clontech): este vector de expresibn en eucariotas
fusiona la proteina fluorescente verde (GFP) en el extremo C-
terminal de la proteina.
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» Marcador de seleccidn en bacterias: kanamicina.

» pFlag: este vector de expresion en eucariotas fusiona la
etiqueta Flag en el extremo C-terminal de la proteina. Se trata
del vector pEGFP-N1 modificado en el laboratorio mediante
ingenieria genética, sustituyendo la secuencia GFP por la
secuencia del epitopo Flag.

» Marcador de seleccidn en bacterias: kanamicina.

» pc3.1AP6: Este vector fusiona la proteina de la fosfatasa
alcalina de placenta humana (AP) en el extremo N-terminal de
la proteina. Se trata de un pldsmido modificado cedido por la
Dra. Alyson Fournier (Montreal Neurological Institute-McGill
University).

* Marcador de seleccidén en bacterias: ampicilina.

= pBluescript Il KS- (Stratagene): Vector de clonacion vdlido para
la transcripcion de sondas de RNA in vitro gracias a que cuenta
con un promotor T3 y un promotor T7 flanqueando el sitio de
clonacion multiple (polylinker).

* Marcador de seleccidon en bacterias: ampicilina.

3.2.3 Cebadores utilizados.

Todos los cebadores utilizados se detallan a continuacién. En los
protocolos especificos que lo requieran, se hard referencia al nUmero
asignado a cada cebador en la tabla 4.
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Tabla 4. Cebadores empleados en la realizacion de este trabagjo.

N° | Nombre

Secuencia 5’ — 3’

#1 [ meLGI1-a-X3F TTGGGTCGACTGCAGCICTIGTTATITACG

#2 [melGIl-a-X7R CTTGCTCGAGTCTCTACGTGGTCCCATIC

#3 [melGI1-b-X8F TAGAGTCGACCAGGCACCCAGATCATIC

#4 [ meLGI1-b-X8R AGCACTCGAGATCAACAGGAATCAAACAGC

#5 |[meLGI2-a-X7F CTATGAATICGAAATCTATGTGCAGGCG

#6 |melGI2-a-X7R CTATCTCGAGTTTTCAGCTCACTTIGGC

#7 | meLGI2-b-X6F CTATGAATICCATGGTIGTIGGAGTGGGAC

#8 [melGI2-b-X7R CTATCTCGAGGAAACGGGTIGAGGGAAAG

#9 [ melGI3-a-XTF CTATGAATICCAGTGCCAAGAGACCTCC

#10 | meLGI3-a-X6R CTATCTCGAGCTGCACCTIGTGTICCTG

#11 | meLGI3-b-X8F CTATGAATICTICAAGGGACAAACACTGG

#12| meLGI3-b-X8R CTATCTCGAGCCATCAGIGTCCACAGGTG

#13 | meLGl4-a-X5F CTATGAATICCTCATGTGGACCICCGTG

#14|melGl4-a-X8R CTATCTCGAGATCAGCCACCACGAAGC

#15 | meLGl4-b-X9F CTATGAATICGAAAGACCCIGGAAGIGG

#16 | meLGl4-b-X9R CTATCTCGAGACGCGTAAAAGCATICAG

#17 | heLGI1-Xhol-F ATITAACTCGAGGAAGGAGATAGAACCATGGAATCAG

AAAGAAGC

#18| heLGI1-0EPTPs-ECORI | GTACAAGAATICTAATGATGCAATCGAAATCC

#19 [ heLGI1-1EPTPs-ECORI | TTAATCGAATICCATGGTCCCATICAAGG

#20 [ heLGI1-2EPTPs-ECORI | GATCCTGAATICCAAAACTGTCTCGTTATAG

#21 [ helGI1-3EPTPs-EcoRI | CACTCCGAATICCGTTTCCGTTCCATIT

#22 | heLGI1-4EPTPs-ECORI | TCACATGAATICCTTTGTTICCACTGATAAATT

#23 | heLGI1-5EPTPs-ECORI | ATITAAGAATICTGCCTCCCCATITCAT

#24| helGI1-6EPTPs-ECORI | ATITAAGAATICCTGCATCCCAGTTATACAC

#25|helGI1-EcoR-no | ACTTAGAATICAGAAACCAGCCAAGCCAAAATGC
PSAP-F

#26 | heLGI1-Xhol-STOP-R | ATATCCTCGAGTCATGCGCTTAGTCAACTATGAC

N°: Numero de referencia del cebador a efectos de citacion en el texto. Se
encuentran subrayados los codones de inicio (ATG) de las proteinas resul-
tantes. Se resaltan en negrita los sitios de restriccion.
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3.3 Expresion de proteinas en células de
mamifero.

3.3.1 Métodos de transfeccion.

Las células HEK 293T empleadas se transfectaron mediante el
método de fosfato cdicico.

Transfeccion por el método del fosfato cdlcico.

El dia anterior a la fransfeccion se sembraron 1,3-106 células
HEK 293T por placa de cultivo de 10 cm de didmetro (Sarstedt), una
por cada reaccidon de transfeccidon que se pretendia realizar. Las
células se incubaron a 37 °C y 5% de CO; hasta el dia siguiente, co-
menzando el protocolo de fransfeccion cuando el cultivo alcanzara
el 60-70% de confluencia.

Para cada reacciéon de transfeccion se preparaba un tubo tipo
Eppendorf en el que se anadieron, primero una diluciéon de 5-10 ug de
cada uno de los pldsmidos que se queria transfectar simultdneamen-
te en un volumen final de 540 uL de agua estéril. Sobre esta dilucion
se anadieron gota a gota 600 uL de tampdn HBS 2X (280 mM NaCl,
10 mM KClI, 1,5 mM NazHPO42H2O, 50 mM HEPES, pH 7,05) y sobre esto
60 uL, también gota a gota, de 2M CaCl,. Tras 20 min de incubacion
a T°A durante el que se forman los precipitados de fosfato cdlcico, se
mezcld cuidadosamente el contenido del tubo con la pipeta y se dis-
tribuyd gota a gota sobre la placa de cultivo. Las células se incuba-
ron durante 8-24 horas antes de cambiar el medio de cultivo por me-
dio fresco, fras lo que se incubaron hasta alcanzar el nivel de expre-
sion de la construccion fransfectada necesario. Las condiciones de
cultivo (medio y tiempo de incubacion) variaron segun la aplicacion
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pero, en general, 24 horas tras el cambio de medio era suficiente pa-
ra encontrar niveles detectables de proteina.

3.4 Procesado y deteccidén de proteinas en
células de mamiferos.

Las células HEK 293T tfransfectadas se incubaron durante
24 horas tras el cambio a medio completo. Transcurrido este tiempo,
se procesaron por separado el medio y las muestras (lisados) celulo-
res.

3.4.1 Procesado de medios de cultivo.

Para obtener la muestra de proteina a partir del medio de culti-
vo, se recogié el medio de cada placa y se suplementaron con una
mezcla de inhibidores de proteinas (Complete, Roche). A continua-
cion se filtrd cada medio por separado, con un filtfro de 0,2 um, y se
concenfraron 20 veces en unidades de centricon de corte 30 kDa
(Millipore). Una vez tuvimos los medios concentrados, al volumen res-
tante de medio se le anadié tampdn de carga SB 2X (0,3 M Tris-HCI @
pH 6,8, 5% SDS, 50% glicerol, 5% B-mercaptoetanol y 0,2 mg/mL azul
de bromofenol) y los medios se analizaron por SDS-PAGE.

3.4.2 Procesado de lisados celulares.

Para la obtencion del lisado celular, se llevd a cabo primero un
lovado de la placa con PBS+ a 4°C (1,9 mM NaHPO4,
8.1 MM NaHPO4, 154 mM NaCl, 2 mM MgCly, pH 7,4). Después, man-
teniendo las placas sobre hielo, se retird el PBS+ a 4 °C y se anadid a
cada placa 1 mL de tampdn de lisis NP40 (10 mM Tris-HCI pH 8,
150 mM NaCl, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40) suplementado con
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1% de Tritdn X-100 y cocktail de inhibidores de proteasas Complete
(Roche). Tras 5 minutos de incubacion en hielo, se pasaron las células
a un tubo tipo Eppendorf (previamente rotulado) y se agitaron vigoro-
samente en un vortex durante 40 s. Después, y para clarificar la mues-
tra, se centrifugaron a 1500 g durante 15 min a 4 °C. Los sobrenadan-
tes se pasaron a un tubo limpio. Para analizar la expresion por Western
blot se tomaron 50 yL de cada lisado combinado con 50 uL de
tampodn de carga SB 2X.

3.4.3 Inmunoprecipitacion.

En todos los experimentos se utilizd la misma estrategia para
comprobar interacciones; expresamos la proteina de interés con eti-
queta Flag, inmunoprecipitando la proteina con Flag con un anti-
cuerpo policlonal anti-Flag (Sigma), detectando después la proteina
fusionada a esa etiqueta mediante un anticuerpo anit-Flag generado
en una especie distinta.

Catorce horas después de la transfeccion, se cambid el medio
a las células HEK 293T por medio completo (DMEM, 10% FBS,
2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina, 0,1 mg/mL estreptomicina,
0.1 mg/mL G418). Ese mismo dia, por la tarde, se puso a incubar el
anticuerpo que ibamos a usar para inmunoprecipitar nuestras protei-
nas con una solucién de bolas de proteina-G sepharosa (GE Life
Sciences). Para cada reaccion de inmunoprecipitacion se mezcla-
ron 50 uL de suspension de bolas de proteina-G (preequilibradas en
tampon NP40), 5 uL del anticuerpo con el que se iba a inmunoprecipi-
tary 1 mL de tampon NP40. Esta mezcla se incubd a 4 °C y en agita-
cion rotatoria toda la noche.

Al dia siguiente se llevo a cabo la coinmunoprecipitacion. Para
la obtencidn del lisado celular se llevd cabo el protocolo decrito en
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3.4.2. Mientras se obtenia el lisado, se lavaron y repartieron las bolas
sepharosa-G preincubadas con el anticuerpo. Se centrifugd la mez-
cla original de bolas sepharosa-G y anticuerpo preparada el dia an-
terior, a 1500 g durante 45s. Se retird el méximo tampdn posible sin
arrastrar bolas y se completé con tampdn NP40 hasta llegar al volu-
men de partida. Se mezcld por inversion y se volvid a centrifugar. Este
proceso se repitid un par de veces. Tras retirar el sobrenadante del
Ultimo lavado, se anadié un volumen de tampdn que nos permitid
repartir la suspension en alicuotas de 50 uL en tubos tipo Eppendorf
de 1,5mL (previamente rotulados). Tras el Ultimo lavado, se centrifu-
garon los tubos tipo Eppendorf y se retird parte del tampdn, dejando
las bolas sepharosa-G en un volumen final aproximado de 100 uL.

Se mezclaron 50 uL de cada lisado con 50 yL de SB 2X. Se hirvie-
ron a 100 °C durante 10 min y se guardaron en el congelador hasta el
momento de cargarlos en el gel.

El resto de los lisados se transfirieron a los tubos que contenian
las bolas sepharosa-G y el anticuerpo. Se mezclaron por inversion has-
ta que el pellet se disgregd vy se incubaron durante dos horas a 4 °C y
en agitaciéon rotatoria.

Tras las dos horas se hicieron dos lavados con tampdn NP40
atemperado a 4 °C y no suplementado. Para hacer los lavados pri-
mero se centrifugaron las muestras a 4 °C y a 1500 rom durante T min.
Se aspird el maximo tampdn posible sin arrastrar bolas y se anadid
1 mL de tampon NP40 frio. Se mezcld por inversion y se incubd en agi-
tacion a 4 °C durante 5 minutos. Asi se repitid tres veces y en el Ultimo
lavado se retird el maximo tampon posible. Se anadid finalmente
60 UL de SB 2X al pellet de las bolas y se le dio un vortex para mezclar
bien.
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Se hirvieron las muestras y se cargaron en un gel de acrilamida

en condiciones desnaturalizantes.

3.4.4 Deteccidén de proteinas mediante SDS-PAGE y Wes-
tern blot.

Para comprobar la expresion de las proteinas en cultivos celulo-
res de mamifero, se efectud electroforesis vertical en geles de acrila-
mida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posterior transfe-
rencia a membranas de nitrocelulosa para la deteccidn con anti-
cuerpos (Western blot). A continuacion se detalla el protocolo gene-
ral utilizado para estas técnicas.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Para la separacion de las proteinas segun su tfamano molecular,
se prepararon geles de poliacrilamida polimerizando mondmeros de
acrilamida/bisacrilomida 29:1 (Genaxis) a distinto porcentaje (8-12%)
en funcidon del tamano de la proteina a detectar. Los geles se polime-
rizaron en presencia de persulfato amoénico al 0,1%, TEMED al 0,08%
(N, N, N', N'-tetframetilendiamina) (Genaxis) y SDS al 10%, que consi-
gue una carga negativa uniforme en las proteinas desnaturalizadas
haciendo que se separen al aplicar un campo eléctrico exclusiva-
mente en funcién de su masa. El método utilizado fue el de la electro-
foresis discontinua de Laemmli segun el cual el gel de poliacrilamida
estd constituido por una region inicial denominada “gel empaqueta-
dor” (stacking) polimerizado en tampon Tris-HCl a pH 6,8 en el que las
mezcla de proteinas en tampdn de carga SB (0,3 M Tris-HCI, pH 6,8,
5% SDS, 50% glicerol, 5% B-mercaptoetanol y 0,2 mg/mL azul de bro-
mofenol) se concentran en un espacio minimo y una regién denomi-
nada “gel separador” (resolving) polimerizado en tampodn Tris-HCI a
pH 8,8 en el que las proteinas se separan en funcidon de su tamano
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molecular. El extracto de proteinas mezclado con tampdn de carga
SB se desnaturalizé durante 10 min a 100 °C justo antes de someterse
a la electroforesis que se realizd en tampdn de Laemmli (Tris 3,03%
(p/v) y dlicina 14,4% (p/v), 0,1% SDS (p/v), pH 8.3), que se prepard
concentrado 10 veces y se almacend a temperatura ambiente.

En todos los geles se incluyd una calle en la que se analizé pa-
trones de proteina de baja masa molecular (Prestained Standard,
BioRad).

Las condiciones empleadas durante la electroforesis fueron de
90 V durante 30 minutos seguidas de 100 V durante 90 minutos. Se uti-
izd una fuente de alimentacion Power Pac 300 de Bio Rad.

Western Blot.

Tras separar las muestras de proteina mediante SDS-PAGE, las
proteinas se transfirieron por la técnica del Western blot. Se utilizo el
método de fransferencia por inmersion a membranas de nitrocelulosa
(Hybond ECL de GE Life Sciences) en tampdn de transferencia
(20mM Tris, 150 mM glicina y metanol 20% (v/v)).

Las proteinas se electrofransfirieron a las membranas a 60V y
300 mA y 4 °C durante una hora, empleando un equipo de transfe-
rencia de Bio Rad. Entre los electrodos de carbdn del equipo se colo-
caron dos papeles 3AMM de Whatman (Maidstone) empapados en
tampodn de transferencia, la membrana de nitrocelulosa, el gel y otfros
dos papeles SMM.

Posteriormente se comprobd la eficiencia de la transferencia
de las proteinas mediante tincidon reversible con rojo Ponceau (0,5%
rojo-Ponceau (Sigma), 1% acido acético glacial (Merck)) que se eli-
mind mediante un lavado con TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,6, 137 mM
NaCl, 0,1% Tween-20) en agitacion.
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Tras la transferencia, la membrana se lavd con tampdn de TBST
y se bloqued con tampdn de bloqueo (5% (p/v) leche descremada
en TBST) durante 1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos prima-
rios monoclonales se anadieron al tampdn de bloqueo (a la dilucién
recomendada por la casa comercial) durante dos horas a tempera-
tura ambiente o 16 h a 4 °C. Tras lavar la membrana varias veces con
TBST, se incubd con anticuerpos secundarios policlonales conjugados
a HRP (a una dilucion 1:5000 (v/v) en todos los casos) durante
1h 30 min a temperatura ambiente. Tras lavar la membrana con TBST,
se realizd el revelado con una solucidon de ECL o ECL Plus (GE Life
Sciences) cuando se requeria de una mayor sensibilidad.

En la tabla 5 se especifican los distintos anticuerpos empleados,
la especie en que fueron generados, la dilucién de uso y la casa co-
mercial a la que pertenecen.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la deteccidén de proteinas de fusion
por Western blot en células de mamifero.

Anticuerpo Especie  Dilucion Casa Comercial
Primarios

anti-Flag (M2) Ratdn 1:1000 Sigma

anti-Flag Conejo 1:100 Sigma

anti-GFP Conejo 1:1000 Molecular probes
Secundarios

anti-raton HRPI Burro 1:5000 Jackson
anfi-conejo HRPI Burro 1:500 Jackson

I HRP: Peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase).
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3.5 Ensayos de union a la superficie celular
(AP binding).

Esta metodologia descrita por Flanagan y colaboradores
(Flanagan and Cheng, 2000) permite detectar la capacidad de
unidn a la membrana de un determinado ligando que se fusiona a la
fosfatasa alcalina. Se llevaron a cabo estudios de este tipo para de-
terminar si AP-LGI1 (construccion generada a partir de los cebadores
#25y #26) era capaz de unirse a la superficie de neuronas granulares
de cerebelo (CGN).

3.5.1 Produccion de medios condicionados.

Por medio condicionado se enfiende un medio de cultivo en el
gue se ha mantenido creciendo un cultivo de células de manera que
en el medio se van acumulando factores secretados producto del
metabolismo de esas células. Con esta técnica se puede conseguir
un medio enriguecido en una determinada proteina transfectando el
cultivo con una construccion que contenga una proteina con capa-
cidad para ser secretada por la célula. Como la transfeccion supone
una sobreexpresion de la proteina exdgena introducida, el medio
condicionado resultante se encuentra eminentemente enriquecido
con esa proteina, aunque también se acumulan en el medio factores
secretados por el metabolismo normal de las células en cultivo.

En estos ensayos se utilizaron células HEK 293T para producir
medios condicionados enriquecidos en AP-LGIT y AP (células frans-
fectadas con pc3.1AP6 sin inserto).

Para ello se transfectaron células HEK 293T en medio completo
por el método del fosfato cdlcico con 10 ug del pldsmido correspon-
diente (5 ug en el caso de pc3.1AP6 sin inserto). A las 16 h se cambid
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el medio a medio completo, dejdndolas crecer hasta alcanzar un
90-100% de confluencia (normalmente hasta el dia siguiente). En ese
momento, se hizo un lavado con 5 mL de medio DMEM sin suero
(DMEM, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina, 0,1 mg/mL estreptomi-
cina, TmM aminodcidos no esenciales) para retirar todo el suero posi-
ble, y se incubaron las células durante 48 horas en 10 mL del mismo
medio sin suero.

Pasados los dos dias, se recogid todo el medio y se desecharon
las placas. Antes de concentrarlo se eliminaron los restos celulares
primero por centrifugacion 20 min a 3500 g a 4°C vy luego por filtra-
cion a fravés de un poro de 0,45 um. Una vez filtrados, los medios se
concentraron en unidades de filfracion Amicon Ultra YM-30 (Millipore)
a 3220 g. Los medios se concentraron entre 10 y 30 veces segun el
experimento. Una vez concentrados los medios, se volvieron a filtrar,
esta vez en condiciones estériles (en campana v filtros de 0,25 um), y
se guardaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

La concentracion de proteina existente en los medios AP y AP-
LGIT se estimd como se describe en: Flanagan and Cheng, 2000;
Flanagan et al., 2000. Esto es, midiendo la actividad AP presente en el
medio mediante el sustrato p-nitrofenil fosfato (pPNPP, Sigma) que se
convierte en un producto de color amarillo cuya absorbancia puede
medirse a 405 nm. A partir del incremento de Ass/min en 5 uL de me-
dio concentrado con 50 uL de sustrato pNPP y parando la reaccion
con 100 uL de 1 N NaOH se puede estimar la concentracion de AP o
AP-LGIT.
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3.5.2 Ensayos con neuronas granulares de cerebelo (CGN).

Obtencion de cultivos primarios de neuronas granulares de ce-
rebelo de rata.

Para la obtencidn de cultivos primarios de neuronas granulares
de cerebelo se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley con eda-
des comprendidas entre P8 y P10. En realidad mediante este protoco-
lo no se consiguen cultivos puros de neuronas granulares ya que lo
gue se hace es disgregar mecdnica y enzimdticamente el cerebelo y
sembrar las células obtenidas, a pesar de esto, se consiguen cultivos
en los que la poblacidén de neuronas mayoritaria corresponde a neu-
ronas granulares.

Tras la diseccion de los cerebelos de los animales, éstos fueron
depositados en tampdn de diseccion HHGN (1X Hank's Balanced Salt
Solution (HyClone), 35 mM glucosa, 2,5 mM HEPES pH 7,4) mientras se
retiraban por completo las meninges y se troceaban con una cuchi-
lla. Tras ello se pasaron a un tfubo de 15 mL tipo Falcon y se centrifuga-
ron 1 min a 500 g para eliminar el sobrenadante y sustituirlo por 3 mL
de tripsina al 0,25% (Gibco) en HHGN, incubdndose en esta solucion
durante 10 min a 37 °C. Inmediatamente después se anadieron 5 mL
de medio Sato (DMEM, suplementado con 1XN2 (100X Gibco),
10% FBS (Gibco), 1% penicilina/estreptomicina, L-tiroxina 0,1 ug/mL
(Sigma), triyodo-tironina 0,08 ug/mL (Sigma). Tras ello se centrifugaron
las células (2 min a 500 g), se retird el sobrenadante y el precipitado
de células se resuspendid en 1 mL de medio Sato. Con el fin de dis-
gregarlas completamente se triturd la suspension de células pasdndo-
la por agujas de didmetro decreciente (8 veces con aguja 20G vy
2 veces por aguja 22 G). Tras ello, se centrifugd la suspension de célu-
las durante 10 minutos a 500 g. A continuacion, se retird el sobrena-
dante y se resuspendieron las células en 5 mL de medio Sato, fras lo
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cual se hizo un recuento celular y se plagquearon 1-:10¢ células por po-
cillo en placas de 12 pocillos tratadas previamente durante 1 hora
con 0,01% Poli-L-Lisina (Sigma). Las células se mantuvieron en incuba-
dor a 37 °C en presencia de 5% de CO; a la espera de ensayos poste-
riores.

Ensayos de union a superficie celular de CGN.

A las 24 h de la obtencién de los cultivos primarios de CGN, se
procedié a la retirada del medio de cultivo y lavado con HBSS a TA.
Tras ello, se incubaron las células en un volumen final de 2 mL de me-
dio DMEB (DMEM suplementado con albumina de suero bovino al
0,1%) por pocillo de 3,8 cm?2, con una concentracion final de AP-LGI1
o0 de AP de 22 nM durante 1 h 30 min a T°A. Pasados los 90 minutos, se
lavaron las placas tres veces con solucién HBAH muy fria (Hanks Ba-
lanced SALT Solution, 20 mM HEPES, 0,1% azida soédica vy
0,5 mg/mL BSA). A continuacidon, se anadieron 2mL de tampodn
HBS 1X por pocillo y para inactivar la actividad enddgena de la fosfa-
tasa alcaling, se incubaron las muestras a 65 °C durante 90 minutos en
condiciones de humedad.

El revelado se efectud anadiendo 1 mL del sustrato NBT (nitro
blue tretrazolium, 0,33mg/mL) y BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate, 0,17 mg/mL) (Sigma) en tampdn de deteccidon AP
(100 MM NaCl, 5 mM MgClz, 100 mM Tris-HCI pH 9,5). Este reactivo es
sensible a la luz, de manera que el revelado se llevd a cabo en oscu-
ridad y a temperatura ambiente. En presencia de actividad AP, el sus-
trato forma un precipitado de color azul-morado que se queda ad-
herido a las células. El revelado se pard lavando las muestras con PBS
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO42H20, 2 mM KH2PO4) su-
plementado con 10 mM EDTA. Las microfotografias se obtuvieron en
un microscopio Zeiss Axiovert 25 (Zeiss).
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3.6 Hibridacion in situ de cerebro de raton.

Para el andlisis de expresion de ARNm de los genes LGI1, LGI2,
LGI3 y LGI4, se realizd hibridacién in situ sobre cortes de cerebro de
ratén adulto. Durante todos los protocolos de trabajo relacionados
con la sintesis y manipulacion de ARN se tomod especial precaucion
con el fin de evitar la degradacion de ARN por ARNasas: todas las
soluciones se trataron con dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma) al 0,1%
durante toda la noche a TA, tras lo cual se autoclavaron para inacti-
var dicho producto. Las soluciones no autoclavables, se prepararon
con agua tratada con DEPC. Todo el material de metal y de vidrio fue
asimismo limpiado con etanol y tratado a 200 °C durante dos horas.

3.6.1 Diseno y sintesis de ribosondas.

Con el propodsito de confirmar la fiabilidad de los resultados, se
disenaron dos sondas antisentido distintas, ambas complementarias al
ARNmM de ratén correspondiente a cada uno de los genes a estudiar.
Las secuencias escogidas se amplificaron por PCR a partir de una ge-
noteca de cDNA de ratéon (Invitrogen) para posteriormente clonarlas
en el vector pBluescript Il KS-. Los cebadores empleados en la amplifi-
cacidén de las secuencias correspondientes a las sondas, son los #9
#24 de la tabla 4. En la tabla 6 se especifican las secuencias utilizadas
para la sintesis de las sondas, asi como los enzimas de restriccion em-
pleados en su clonacién, que se llevé a cabo segun el apartado 3.2
de la presente memoria.
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Tabla 6. Caracteristicas de las ribosondas utilizadas.

Sonda Secuencia ref. Extension Cebadores utilizados

LGl1a 379-909 X3-X7 #1y #2
NM_020278

LGl1b 1659-2174 X8-3'UTR #3y #4

LGI2a 1700-2343 3'UTR #5y #6
NM_144945

LGI2b 952-1507 X6-X7 #7y #8

LGI3a 280-823 X1-Xé #9y #10
NM_145219

LGI3b 1790-2344 3'UTR #11y #12

LGl4a 538-1091 X5-X8 #13y #14
NM_144556

LGl4b? 1707-2252 3'UTR #15y #16

Una vez clonadas, las construcciones fueron amplificados en
bacteria y tras una purificacion con fenol, se procedid a la sintesis in
vitro de las sondas de ARN marcadas con digoxigenina mediante el
sistema comercial DIG RNA Labeling Kit (Roche) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Tras la sintesis, se comprobd la integridad
del ARN en un gel de agarosa al 1% en tampdn TBE y se diluyeron en
formamida al 50% de concentracion final para prevenir la formacion
de estructuras secundarias. Las sondas se almacenaron a -80 °C hasta
el momento de su utilizacion.

3.6.2 Obtencién de polvo de cerebro.

El polvo de cerebro se obtiene homogenizando varios cerebros
de ratén en 0,1 M PBS, y fras centrifugar a 3000 g durante 30 minutos,
se lava el pellet con acetona, se deja secar y se machaca en
mortero hasta conseguir un polvo fino. Dicho polvo se utiliza como

2 En el diseno de esta sonda se tuvo en cuenta que la region 3' del gen LGl4
coincide con la regién también 3’ del gen Fxyd3, que se transcribe en senti-
do conftrario. Para eliminar la posibilidad de inespecificidades, se evitd la
zona de coincidencia de ambos genes en la secuencia de la sonda.
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inhibidor de reacciones cruzadas durante el protocolo de hibridacién
in situ.

3.6.3 Obtencion de cortes e hibridacion in situ.

Todos los tratamientos posteriores a la extraccion del cerebro
fueron realizados a 4 °C a menos que se especifique lo contrario.

Los cerebros utilizados para los experimentos de hibridacion in
situ fueron extraidos de ratones adultos, que fueron sacrificados por
luxacién subcervical. Tras ser extraidos, los cerebros se lavaron en PBS
(0,1 M) y se fijaron durante toda la noche en paraformaldehido al 4%
en PBS. Al dia siguiente se lavaron durante 30 minutos en PBS para
eliminar el fijador y se incluyeron en gelatina para proceder a su corte
en secciones de 50 um al vibratomo, que previamente se limpid
convenientemente con agua tratada con DEPC y jabdn. En el
momento de seccionar, se obtuvieron cuatro subseries paralelas de
cada uno de los cerebros utilizados. Cada subserie se incubd con una
de las sondas utilizadas (dos sondas sentido y dos sondas antisentido
para cada gen LGI). Una vez seccionados, los cerebros se
mantuvieron en placas con PFA al 4% hasta el momento de
comenzar con el protocolo de hibridacién in situ. Este comenzé con
dos lavados en PBST (0,1% Tween 20 en 0,1 M PBS) vy la deshidratacion
gradual de los cortes en metanol diluido en PBST al 25%, 50%, 75%,
100% vy rehidratacion a la inversa. Posteriormente los cortes se lavaron
tres veces en PBST y se blangquearon con H2O2 al 1% en PBST durante
10 minutos, tras lo cual se lavaron de nuevo con PBST y se trataron
con proteinasa K 5 ug/mL durante 7 minutos a temperatura ambiente.
Tras ello, se lavaron en PBST de nuevo vy se realizdé una postfijacion con
PFA al 4% en PBST. Se volvieron a lavar de nuevo con PBST y tras
prehibridar durante al menos dos horas, los cortes en solucion de
hibridaciéon (50% Formamida desionizada, 5X SSC, 2% Blocking powder
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(Roche), 0,1% Tritébn X-100, 1 mg/mL ARN de levadura, 5 mM EDTA,
50 ug/mL heparina) a 57 °C, se anadié la sonda a una concentracion
de 1 ug/mL y se dejoé hibridando toda la noche también a 57 °C en
agitacion suave. Al dia siguiente se hicieron cinco lavados de
30 minutos con 0,1% CHAPS, 2XSSC en H,O DEPC a 57°C vy ftras
bloguear durante 3 horas con suero bovino fetal al 20% en KIBT
(150 mM NaCl, 10 mM KCI, 0,3% Tritén X-100, 50 mM Tris-HCI pH 7.,5) se
procedidé a la incubacidon con el anticuerpo anti-DIG (Roche), que fue
previomente preabsorbido con polvo de cerebro, durante toda la
noche a una dilucion 1:1000. Al dia siguiente se hicieron cinco
lavados de 30 minutos de duracion con KTBT a temperatura ambiente
y se revelaron los cortes con una solucion compuesta por
0,33 mg/mL NBT, 0,17 mg/mLBCIP en tampdn NTMT (50 mM MgCly,
100 mM NaCl, 0,1% Tween-20, 100 mM Tris-HCI pH 9,5) durante varias
horas también a temperatura ambiente hasta la aparicion de la
intensidad de senal deseada, tras lo cual se detuvo la reaccién
lavando varias veces con KTBT y finalmente con PBS hasta el montaje
de los cortes. Dicho montagje se llevd a cabo sobre portas
superfrost/plus (Microm), tfras el cual, los cortes se deshidrataron, se
aclararon con xileno y se cubrieron medio Eukitt (Zeiss).

Para evitar posibles hibridaciones no especificas, durante todo
el proceso, se ensayaron controles para todas las sondas antisentido
utilizadas, incubando paralelamente la respectiva sonda sentido a la
misma concentracion.

3.6.4 Andlisis de la distribucion anatomica de los transcritos
de la familia LGI.

Cada una de las series de secciones obtenidas tras la
hibridacion in situ fue analizada con un microscopio Nikon Eclipse
E600 a 4x, 10x y 20x aumentos con iluminaciéon de campo claro. Cada
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seccion fue comparada con el nivel correspondiente del atlas
anatémico de cerebro de ratdon de Paxinos y Franklin (Paxinos and
Franklin, 2001), del cual se obtuvieron un conjunto de diagramas para
la representacion de la expresion de los genes LGI (figura 11). Dicha
serie de diagramas, contiene representaciones del cerebro de ratéon
desde el nivel Bregma +3,08 mm (A1-A4) hasta el nivel mas caudal
Bregma -7,64 mm (S1-S4). Los diagramas consecutivos corresponden
a una separacion de 0,5 mm vy los puntos rojos, representan marcaje
en el drea senalada, siguiendo nuestra propia apreciacion subjetiva a
la hora de cuantificar el nivel de expresidon. Ademds, los niveles de
expresion fueron también anadlizados para las dreas mas
representativas bajo nuestro propio criterio para la elaboraciéon de la
tabla que aparece en el tabla 8 de la presente memoria.

Las microfotografias obtenidas para mostrar las zonas con
marcaje de cada uno de los cuatro franscritos marcados, fueron
obtenidas en campo claro usando una cdmara Nikon DMX-1200
conectada a un ordenador. Dichas imdgenes se capturaron usando
el software ACT1 (Nikon) y se ajustd su brillo y constraste usando el
programa Adobe Photoshop.

3.7 Determinacion del tipo celular de expre-
sion de un gen.

Con el objetivo de determinar el tipo celular en el cual se ex-
presaban algunos de los genes estudiados por hibridacion in situ, se
llevé a cabo una deteccion inmunohistoquimica que ayudase a de-
terminar la naturaleza de las células que habian sido marcadas pre-
viamente por expresar ARNm de alguno de los genes estudiados. A
continuacion se describen las técnicas llevadas a cabo con ese
proposito.
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3.7.1 Microinyeccién de fluorogold en hipocampo de
cerebro de ratoén.

Una de las aproximaciones utilizadas para determinar la natura-
leza quimica de determinados grupos celulares, fue la microinyeccion
del trazador retrogrado fluorogold en hipocampo de cerebro de
raton, que posteriormente fue detectado inmunohistoquimicamente
tal y como se describe en el protocolo siguiente. Para dicha microin-
yeccion, se disolvid fluorogold al 4% en agua milli-Q. Para su inyeccion
en el hipocampo, se utilizaron micropipetas de 50 um de diametro de
punta, que se llenaron con la solucién trazadora. Los animales fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina (Imalgene 500) y xilacina
(Xilagesic). Una vez anestesiados, los ratones fueron colocados en el
cuadro estereotdxico adaptado para ratdén de Narishige. En caso ne-
cesario, se suministré anestesia adicional de isofluorano a fravés de un
vaporizador adaptado a la pinza del hocico del ratéon. A contfinua-
cion, se practicd una incision longitudinal y un trépano del hueso pa-
rietal a nivel de las coordenadas de inyeccion. Una vez descubierta y
cortada la meninge, la micropipeta fue introducida en el hipocampo
en las coordenadas antero-posterior -2,5 mm, medio-lateral 2,5 mm,
dorso-ventral -3 mm respecto a Bregma. Una vez en el lugar, se reali-
zaron dos inyecciones con una bomba neumdtica (Picospitzer IM300)
de Narishige. Tras la inyeccion se dejoé la micropipeta en el lugar por
10 minutos, tras lo cual se saco, se suturd la herida y se dejé recuperar
al animal.

Tras siete dias de supervivencia los animales fueron anestesia-
dos de nuevo con nembutal (Eutalender 150 mg/Kg) vy sacrificados
mediante perfusion de solucion salina, seguida de fijador que conten-
ia paraformaldehido al 4% en tampdn PBS 0,1 M pH 7,4. Posteriormen-
te fueron incubados durante toda la noche en paraformaldehido al
4% en tampodn 0,1 M PBS y al dia siguiente se cortaron con vibratomo
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a 50 um y procesados para dobles marcajes tal y como se describe a
continuacion.

3.7.2 Inmunohistoquimica.

Como material de partida se utilizaron cortes de cerebro de
ratén sobre los que previamente se habia realizado hibridacidn in situ,
tal y como se ha descrito en el anterior apartado. Sobre estos cortes,
se realizdé un lavado durante toda la noche en TBS-Tx (20 mM Tris-HCI
pH 8, 150 mM NaCl, 0,1% Tritdn X-100). Al dia siguiente se realizaron tres
lavados de 10 minutos con TBS-Tx y se procesaron los cortes para in-
munohistoquimica. Todas las incubaciones de este protocolo se reali-
zaron a temperatura ambiente y en agitacién. Se bloguearon los
antigenos inespecificos con solucidon de blogueo durante 2h
(4% normal donkey serum y 2% albUmina de suero bovino en TBS-Tx).
Una vez acabado este blogueo de uniones inespecificas, los cortes se
incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario de in-
terés, a la diluciéon correspondiente en solucidon de bloqueo (ver ta-
bla 7). Para eliminar el anticuerpo no unido, se lavaron los cortes con
TBS-Tx tres veces durante 10 minutos cada lavado. Tras ello, se incubao-
ron 2 h con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con
biotina y diluido en TBS-Tx (tabla 7). Tras esta incubacion, se volvieron
a lavar los cortes tres veces durante 10 minutos con TBS-Tx antes de
incubar con complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) del kit de la
casa comercial Vectastain elite ABC (Vectorlabs) segun las instruc-
ciones del fabricante, diluyéndolos 1:300 en TBS-Tx durante 2 h. Antes
del revelado, se lavaron los cortes tres veces durante 10 minutos con
0,05 M Tris-HCI pH 7,6. Para el revelado, se incubaron los cortes con
0,05% diaminobenzidina (DAB) y 0,01% H202 en 0,05 M Tris-HCI pH 7,6
hasta ver aparecer la intensidad de senal deseada. La reaccion se
detuvo eliminando el DAB mediante fres lavados con 0,05 M Tris-HCI
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pH 7.,6. Para la observacion de los cortes, éstos se montaron sobre
portaobjetos, tras lo cual se los sometid a un proceso de deshidrata-
cion en alcoholes de concentracion creciente (70%, 96% y dos veces
en 100%) y un paso final en xilol. Como medio de montaje se utilizd
Eukitt (Zeiss). La observacion y toma de microfotografias se realizd tal y
como se describe en el apartado anterior para los cortes sometidos a
hibridacion in situ.

Tabla 7. Anticuerpos usados en los ensayos de inmunohis-
toquimica sobre cortes de cerebro de ratén.

Anticuerpo Especie | Dilucion Casa Comercial
Primarios

anfi-parvalbumina Ratéon 1:10000 Swant
Anti-GABAS3 Conejo 1:1000 Sigma
anti-fluorogold Conejo 1:2000 Chemicon
Secundarios

anti-raton Burro 1:200 Jackson
anti-conejo Burro 1:200 Jackson

3 Las muestras que se incubaron con anticuerpo anti-GABA fueron lavadas
durante todo el procesado con TBS (20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl) en
lugar de TBS-Tx.
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Resultados

4.1 Expresion de los ARNm de la familia LGI.

En este estudio, se usd hibridacion in situ para determinar la dis-
tribucion anatdmica de las células o grupos de células que expresa-
ban transcritos de la familia génica LGI, LGIT, 2, 3 y 4, en el cerebro
del raton adulto. Para ello, se disenaron y sintetizaron dos sondas an-
tisentido de ARN, marcadas con digoxigenina para cada uno de los
genes mencionados. Con el fin de asegurar la especificidad de la
union de las sondas utilizadas a sus transcritos correspondientes, tam-
bién se usaron sus respectivas sondas sentido, verificando para cada
una de ellas que la sonda sentido no producia marcaje (figura 12A
para la sonda sentido LGl1a), y que las dos sondas antisentido corre-
spondientes a cada gen, daban lugar a un marcaje idéntico, sin dif-

erencias en cuanto a lugar de marcaije, ni su intensidad relativa.

Para facilitar la comparacion de los patrones de expresion de
los distintos genes, se elabord una tabla resumen con los niveles relati-
vos de expresion en las zonas mds representativas del cerebro para
cada gen (tabla 8). Ademds, se confeccionaron un conjunto de re-
presentaciones esquemdticas de las distintas zonas del cerebro, ba-
sadas en I&dminas del atlas “The mouse brain in stereotaxic coordina-
tes”, de Paxinos y Franklin (Paxinos and Franklin, 2001). En ellas se re-
presenta la expresion observada de cada uno de los genes LGl en el
cerebro (figura 11). La cuantificacidn de la expresidon responde a
nuestros propios criterios subjetivos.
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Tabla 8. Niveles relativos de expresion de los genes LGI1-4 en
cerebro de raton.

Zona del cerebro y tipo celular LGl LGI2 LGI3 LGI4

(1) Telencéfalo

Bulbo olfatorio

Capa glomerular

Capa mitral ++

Capa granular + + ++

Bulbo olfatorio accesorio

Capa glomerular

Capa mitral

Capa granular + + ++
Nucleos olfatorios anteriores ++
Cortex cerebral + + + +
Cortex piriforme ++ T+

Formacion hipocampal

Cuerno de Ammon ++++ + +++ +

Giro dentado ++++ + ++++ +
Area septal

NUcleo septal medial +++ ++

NUcleo septal lateral +

Septum posterior ++
Amigdala

Lateral ++ ++ ++4 +

Cortical +

NUcleos basales + +

Medial + 4t

Central + + n

Nucleo de la estria terminal ++ ++
Pdlido ventral ++ ++
Globus pallidus 4+ 4+ +
Caudatus putamen ++ + +
NUcleo accumbens + + +
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Zona del cerebro y tipo celular LGI1 LGI2 LGI3 LGI4
(I1) Diencéfalo T
Tdlamo

NUcleos anteriores ++ ++

NUcleos dorsales ++

NUcleos ventrales ++

NUcleos mediodorsales ++

NUcleos posteriores ++

NUcleos intralaminares + ++

NUcleo geniculado medial ++ ++ ++

NUcleo geniculado lateral +++

Nucleo reticular ++++ ++ ++++
Subtdlamo

Zonaincerta ++ ++ T+t
Complejo habenular

NUcleo medial + +

NUcleo lateral + ++
Hipotdlamo

NUcleo supradptico +

NUcleo paraventricular +

NUcleo ventromedial +

Area mamilar ¥ —
(Ill) Mesencéfalo
Area ventral tegmental ++ +++ | e+
Substantia nigra

Pars compacta ++ 4+ | A+

Pars reticulata ++ ++ ++
NUcleo rojo 4 4
Cenftral gray matter 4+
NUcleo interpeduncular ++ ++
NUcleo intercolicular ++ ++
Sistema visual

Area pretectal ¥
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Zona del cerebro y tipo celular LGl LGI2 LGI3 LGI4

Coliculo superior

(IV) Puente y médula

Sistema auditivo

Coliculo inferior ++
NUcleo coclear dorsal + ++
NUcleo coclear ventral anterior ++
NUcleo coclear ventral posterior + +
NUcleos vestibulares ++

Sistema somatosensorial

NUcleo trigeminal mesencefdlico

NUcleo trigeminal principal +
Nucleo frigeminal espinal + +
Nucleo del fracto solitario ++ +

Sistema oculomotor

NUcleo de Edinger-Westphal +
NUcleo oculomotor T+
Formacion reticular + ++

NUcleos del rafe

Rafe dorsal

Rafe mediano ++

Rafe magno

Rafe oscuro

Oliva inferior ++ ++

(V) Cerebelo

NUcleos cerebelares + ++

Cortex
Células de Purkinje + S+
Células granulares +4++ +4+

(VI) Médula espinal

Asta dorsal

Asta venftral ++
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LGI4

LGI3

LG

Figura 11A

B 3.08 mm

B 1.98 mm

B 1.54 mm

B 0.98 mm

B 0.50 mm
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Figura 11B
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Figura 11D

B-4.48 mm

Figura 11: Diagramas mostrando la distribucion e intensidad relativa del marcaje por
hibridacién in situ de los genes LGI1-4. Los diagramas comienzan a nivel Bregma
+3.08 mm (A1-A4) y finalizan a nivel -7.64 mm (S1-S4). La separacién entre diagramas
consecutivos corresponde aproximadamente a 0,5 mm excepto para las series A 'y
S. Barras de escala =1 mm, se muestran los resultados correspondientes a LGI1 en
verde, LGI2 en naranja, LGI3 en azul y LGI4 en rojo. Modificacién de (Paxinos and
Franklin, 2001).
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4.1.1 Expresion de LGI1.

La mayoria de células que expresaban el ARNm de LGII, fue-
ron localizadas en dreas anatdmicamente definidas y en pocas oca-
siones se observaron de forma dispersa o aisladas. Aunque se analiza-
ron todas las regiones del SNC, incluyendo bulbos olfatorios y médula
espinal cervical, tan sélo se encontraron células marcadas en el te-
lencéfalo (figura 11, A1-S1).

Los mayores niveles de expresion, se observaron en el giro den-
tado y en las zonas CA3 y CA2 de la formaciéon hipocdmpica (figu-
ra 12B). El marcaje en la zona CA1 sin embargo, era débil aunque
evidente, enconfrdndose también algo de marcaje intenso en la zo-
na del subiculo (figura 12C). Asi, la expresion de LGI1 en la formacion
hipocdmpica estaba restringida a las capas granular y piramidal,
mientras que se observaba algo de marcaje muy disperso en el subi-
culo (figura 12C).

El marcaje en el cértex cerebral era escaso aungque patente.
Ninguna zona de dicho coértex mostraba unos niveles de expresion
distintos al resto y sin embargo, si que habia variaciones en la expre-
sion entre las distintas capas de cada region cortical: las capas mds
infernas (V-VI) mostraban una senal mas intensa que las mds externas
(I-IV), que no ofrecian apenas marcaje. Se enconfraron grupos de
células marcadas en el cértex entorrinal medial y lateral (figura 12D).
También se observd algo de marcaje en el coértex piriforme.
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sentido

Figura 12. Fotomicrografias mostrando la expresiéon del gen LGI1 en varias regiones
del cerebro de ratéon. A) Ausencia de marcaje para LGl tras incubar con la sonda
sentido LGl1a. B) Patrén de expresidn obtenido con la sonda antisentido LGI1a, con
intenso marcaje en el giro dentado (DG) y CA3, y mds ténue en fasciola cinerea
(FC) y CAIl. C) Detalle del giro dentado (DG) y algunas células dispersas en el subi-
culo dorsal (DSub) del hipocampo posterior. De igual forma, en D) se muestra un
detalle del cértex entorrinal (Ent) con expresién débil pero evidente en su capa mds
superficial. E) Expresion del ARNm de LGI1 en el nUcleo anterior basolateral (BLA) y
central (CeA) de la amigdala. En F), se aprecia también un débil marcaje para LGI1
en la parte dorsal del nicleo lateral septal y en putamen (CPu). Barras de escala en

Ay B =500 um; resto de imdgenes = 200 um.
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En la amigdala, la distribucion de células que expresaban LGl
era escasa y dispersa, pero pudieron observarse algunos grupos de
células principalmente en el complejo basolateral. La amigdala cen-
tral y medial, junto a la amigdala cortical, no contenia células mar-
cadas para la expresion de LGI1 o contenia muy pocas (figura 12E).

En el septum lateral se observaron células marcadas, especifi-
camente en el nicleo caudal dorsal. También se encontraron algu-
nas células marcadas, distribuidas de forma dispersa, en el drea del
caudatus putamen (figura 12F).

No se encontaron células que expresasen el ARNm de LGIT en
los bulblos olfatorios, diencéfalo, tronco cerebral o médula espinal.

4.1.2 Expresion de LGI2.

En el caso de LGI2, también se observd un patron de franscrip-
cion constante a lo largo de todo el cerebro (figura 11, A2-S2). Los
transcritos de dicho gen se observaron marcados en células dispersas
de todas las capas del bulbo olfatorio principal (figura 13A). También
se encontraron células marcadas en el bulbo olfatorio accesorio y
una fuerte senal en la division externa de los nucleos del bulbo olfato-
rio anterior (figura 13B).

En la corteza cerebral, el marcaje estaba presente en todas las
distintas regiones corticales sin diferencias aparentes en el marcaje
entfre unas y ofras. Sin embargo, si que se encontraron diferencias en-
tre las distintas capas de cada region: en las capas mds profundas
(V-VI), las células aparecian fuertemente marcadas (aunque de for-
ma dispersa), mientras que en las capas mds superficiales (I-IV) no se
encontraron células marcadas (figura 13C). Si que se encontraron al-
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gunas células marcadas pero de forma aislada en las capas Il y Il del
cortex piriforme (figura 13D).

En la formacion hipocampal, LGI2 se vio expresado de forma
dispersa en el giro dentado y cuerno de Ammon. Curiosamente tanto
la capa piramidal, como la capa granular, no presentaban marcaje
alguno (figura 13E). Ademds, también se encontrd6 marcaje densa-
mente concentrado en las capas mds profundas del subiculo.

La expresidon de LGI2 en el complejo amigdalar fue difusa (figu-
ra 13F), mientras que si que se encontré un fuerte marcaje especifi-
camente localizado en la parte supracapsular del ndcleo del lecho
de la estria terminal.

Dentro del drea septal, se observd fuerte marcaje en la parte
vertical de la banda diagonal-septum medial, especificamente en la
zona mdas medial. Por el contrario, la parte horizontal y las zonas late-
rales del complejo de la banda diagonal-septum medial, no fueron
marcadas (figura 13G). Tan sélo se encontraron algunos pequenos
grupos de células marcadas para LGI2 en la zona lateral al septum
medial en la zona de fransicion entre septum medial y lateral.

El patrén de expresidon en los ganglios basales mostréd una distri-
bucidon especifica: las células marcadas estaban disgregadas en el
caudatus putamen, mientras que en el pdlido se encontré una distri-
bucién de células mds concentrada.

Se obtuvo un patrén de expresion bien definido en el tdlamo.
No se encontré marcaje en los nUcleos talamicos mds dorsales, con la
excepcion del nucleo taldmico anterodorsal. El marcaje mds intenso
a todos los niveles, se encontrd en el nicleo reticular taldmico (figu-
ra 13E y 13F). Dicha zona presentd el marcaje mds destacado de en-
tre todas las regiones cerebrales.
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Figura 13. Distribucion de los transcritos del gen LGI2. A) Células marcadas en el
bulbo olfatorio (flechas). B) Marcaje en la division externa del bulbo olfatorio ante-
rior (AOE). C) Cértex parietal marcado en capas profundas. D) Marcaje en el cortex
piriforme (Pir). E) Células dispersas marcadas en el hipocampo y mds agregado en
el complejo habenular (IHB y mHb). F) Marcaje en el tdlamo y ganglios basales,
donde destaca la densidad del marcaje en el nicleo reticular talédmico (Rt). Se ob-
serva también el marcaje en el pdlido (Pa) y putamen (Pu). G) Septum medial y

banda diagonal. Barras de escala en E and F = 500 ym; resto de imdgenes = 200 um.
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También a nivel taldmico se encontraron grupos de células
marcadas en la division ventral magnocelular del nicleo geniculado
lateral. Asimismo, también se reconocid la presencia de un denso
marcaje en el nucleo dorsal profundo del complejo intralaminar pos-
terior, entre las divisiones dorsal y ventral del cuerpo geniculado me-
dial. Aparecieron ademds células marcadas en la division medial del
nucleo lateral habenular y algo de marcaje mds difuso en las dos divi-
siones de la zona incerta (figura 14A).

Se denotd cierto marcaje débil aungue constante en todas las
muestras estudiadas, en el nicleo predptico medial y en el drea pre-
Optica medial. La division medial del nicleo mamilar medial ofrecid
también una senal de expresion muy evidente (figura 14B). No se ob-
servd expresion o ésta fue muy escasa en el resto de nucleos hipo-
taldmicos.

A nivel mesencefdlico, se observd fuerte marcaje en la substan-
tia nigra, tanto en su pars compacta como reticulata y también en el
drea ventral tegmental. También se localizd expresion de LGI2 en los
nuUcleos interpedunculares; se observaron células marcadas dispersas
en varias zonas del fronco cerebral, como la porcidn profunda de la
formacion reticular mesencefdlica, el ndcleo intersticial de Cajal y la
capa gris profunda del coliculo superior. También resultaron marca-
das algunas células de los nucleos pericentrales del coliculo inferior y
el nUcleo intercolicular.

A nivel de puente y médula, habia cierta expresion de LGI2 pre-
sente en los nUcleos del rafe mediano y dorsal. Se encontraron células
marcadas y distribuidas de forma dispersa en la formacion reticular.
También en la capa granular del nicleo coclear dorsal; también,
aungue mds débil, en los nUcleos cocleares ventrales anterior y poste-
rior. Este mismo patron de marcaje disperso, fue observado en los
nUcleos vestibulares y en los nUcleos principal y espinal del trigémino.
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En cambio, en la oliva inferior, el marcaje encontrado fue intenso (fi-
gura 14C).
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Figura 14. Fotomicrografias mostrando detalles de la expresion del ARNm de LGI2.
A) Marcaje para LGI2 en la zona incerta (Z1). B) En los cuerpos mamilares, LGI2 se
expresa especificamente en la divisibn mediana del nicleo mamilar medial. C)
Fuerte expresion en neuronas grandes del complejo de la oliva inferior y en menor
medida, en la formacion reticular (RF). D) En el cerebelo, se observd fuerte expre-
sion en células dispersas de la capa granular de la Idmina cerebelar y en nicleos
cerebelares profundos como el nicleo dentado. Barras de escala en C vy

D =100 um; resto de imagenes = 200 uym.

En el cerebelo, se observaron altos niveles de expresion de los
transcritos de LGI2 en una fraccién de células de la capa granular de
la corteza cerebelar. También se detectd algo de marcaje, si bien
mas débil que el anterior, en los nucleos cerebelares profundos (figu-
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ra 14D). Por Ultimo, el estudio de la médula espinal no dio lugar a la
deteccidén de marcaje para este gen.

Tipo celular en el que se expresa el gen LGI2.

El patron de distribucion de marcaje de LGI2 por hibridacién in
situ, con una gran densidad de células marcadas en el nucleo reticu-
lar taldmico, septum medial y células no principales del hipocampo,
sugeria que las células que lo expresaban, o al menos parte de ellas,
podian ser neuronas inhibitorias de tipo GABAérgico. Para confirmar
esta hipdtesis, se decidid llevar a cabo una deteccidon inmunohisto-
quimica con marcadores especificos para este tipo de células.

El hecho de tener que realizar la deteccion inmunohistoquimica
sobre muestras que ya habian sufrido el tratamiento necesario para la
hibridacioén in situ redujo las opciones posibles, ya que en las pruebas
llevadas a cabo, no todos los epitopos ensayados resistian el proceso.
Asi pues, los marcadores escogidos fueron: parvalbumina, el propio
GABA y una microinyeccion con fluorogold en hipocampo y neocor-
tex temporal, que deberia transportarse retrogradamente hasta, entre
otras regiones, el sepfum medial (que proyecta al hipocampo) vy
nuUcleo reticular taldmico, ndcleo compuesto en diversas especies por
neuronas de tipo GABAérgico que reciben sinapsis fanto de fibras
talamo-corticales, como de fibras cortico-taldmicas (Jones, 1985). En
todos los casos, la deteccidn inmunohistoquimica se realizd después
del revelado para hibridacion in situ y siguiendo un protocolo estdn-
dar para cortes flotantes con este tipo de técnica. Los anticuerpos
utilizados llevaban biotina conjugada y su senal se amplificd median-
te el sistema avidina-biotina-peroxidasa (ABC) para finalmente obte-
ner un marcaje de color marrén (fipico de la diaminobenzidina usada
en el revelado). Este tipo de marcaje, que contrasta con el color
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purpura del obtenido en la hibridacién in situ, permitid diferenciar en-
tre ambos marcajes.

Del resultado de los ensayos dirigidos contra parvalbimina se
desprende que existen células en hipocampo (figura 15A), ndcleo re-
ticular taldmico (figura 15B) y ofras regiones, que expresan LGI2 y que
son parvalbumina-positivas. De la misma forma, cuando se detectd
GABA, también se observaron células doblemente marcadas, sobre
todo células no principales del hipocampo (figura 15C y 15D) vy la
mayoria de células del ndcleo reticular taldmico. En cuanto a la de-
teccion del flurogold microinyectado en hipocampo y neocodrtex
temporal, la observacion del resultado de estos ensayos evidencio el
transporte retrogrado al septum medial, donde aparecieron células
doblemente marcadas una vez mas (figura 15E y 15F).
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Figura 15. Fotomicrografias mostrando doble marcaje para LGI2 (pUrpura) y marca-
dores de GABA (marrén). A) Doble marcaje para LGI2 y parvalbumina en hipo-
campo. Se muestra una ampliacién de la region enmarcada, en la esquina inferior
izquierda. B) También aparecieron doblemente marcadas la mayor parte de célu-
las del nUcleo reticular taldmico. Se muestra una ampliacién de la regidn enmarca-
da, en la esquina inferior izquierda. En C) y D), se observa el doble marcaje resultan-
te de la deteccion de LGI2 y GABA en hipocampo. En E) y F) se muestra el doble
marcaje de células del septum medial, como consecuencia del transporte retré-
grado de flurogold desde el hipocampo, donde habia sido microinyectado. Barras

de escalaen A, By E =100 um; resto de imdgenes = 20 um.
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4.1.3 Expresion de LGI3.

A diferencia de lo que ocurria con el resto de los genes de la
familia LGI, el mensajero del gen LGI3 se detectd con un patrén mas
difuso en el diencéfalo y mds restringidamente en el resto del cerebro
(figura 11 A3-S3). Se encontraron algunas células marcadas en la ca-
pa granular de los bulbos olfatorios principal y accesorio, con algo de
marcaje también en la capa mitral del primero de ellos.

En el neocdrtex se obervd marcaje difuso para LGI3 sin aparen-
tes diferencias regionales. Se encontré fuerte marcaje en la capa
granular del giro dentado y en la capa piramidal del cuerno de Am-
mon (figura 16A), todo ello junto a algo de marcaje muy disperso en
diferentes capas de la formacion hipocampal. En la amigdala, se de-
tectaron altos niveles de expresidon en los nucleos central y lateral (fi-
gura 16B) asi como en el pdlido y algunas células del caudatus puta-
men. Se encontraron también numerosas células marcadas en el
talamo, principalmente en la zona dorsal (figura 16C). Aungue la se-
nal para LGI3 fue encontrada en casi todos los ndcleos taldmicos, in-
cluyendo el nicleo de la habénula medial (figura 16D), la intensidad
del marcaje era débil. En el subtdlamo, se detectd algo de expresion
en la zona incerta y los nUcleos medial y lateral. La senal observada
en los nUcleos supradptico, paraventricular, ventromedial y mamilar
del hipotdlamo también fue ténue. No se observé marcaje para LGI3
en los coliculos superior e inferior, en confraste con el fuerte marcaje
enconfrado en la sustancia gris periacueductal. Los nucleos oculomo-
tores, exhibieron niveles mds bajos de expresion, no obstante. Se ob-
servo también algo de marcaje en la substantia nigra pars compacta,
la cual era mads intensa que la encontfrada en la pars reticulata, como
puede observarse en la figura 16E. También se encontrdé marcaje evi-
dente para LGI3 en el rafe mediano (figura 16F). No se encontré mar-
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caje para LGI3 en los nUcleos interpeduncular e interfascicular, pero si
se detectd algo de senal en el drea ventral tegmental.

Figura 16. Fotomicrografias mostrando la expresion de LGI3. A) Marcaje para LGI3
en las neuronas granulares y piramidales del giro dentado y cuerno de Ammon.
Posibles interneuronas marcadas en el resto de capas. B) El marcaje en el nicleo
lateral y la division medial de la amigdala fue intenso. C) Marcaje disperso en el
nucleo taldmico laterodorsal. D) El marcaje de LGI3 en la habénula medial (mHb)
contrasta con la ausencia de sefal en la habénula lateral (IHb). E) También se ob-
servé algo de marcaje en substantia nigra (SN), area ventral tegmental (VTA) y
nucleo interpeduncular (IP). F) Expresidn de LGI3 presente en el rafe mediano (MnR).

Barras de escala en C = 100 um; resto de imdgenes = 200 um.
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A lo largo de la formacidn reticular, se pudo observar expresion
del transcrito de LGI3 asociado a células grandes localizadas en la
formacion reticular mesencefdlica, reticularis pontis oralis y caudalis, y
la divisidn magnocelular de la formacion reticular medular. En el ce-
rebelo, se localizaron algunas células marcadas en los nucleos cere-
belares profundos y en la capa de células de Purkinje. No se detectd
marcaje para LGI3 en la médula espinal.

4.1.4 Expresion de LGI4.

El patron de expresion del gen LG4 resultd ser muy similar al ob-
servado para LGI2 y correspondid con dreas anatdmicas bien defini-
das (figura 11 A4-S4). El marcaje de LGI4 en el bulbo olfatorio fue muy
parecido al descrito para los transcritos del gen LGI2. Se encontraron
células marcadas en la capa granular del bulbo olfatorio principal y
del bulbo olfatorio accesorio.

En la corteza cerebral, el patron de expresion fue el mismo que
se ha descrito para los genes LGl y LGI2: ciertas células de capas
profundas (V-VI) exhibieron un fuerte marcaje para LGl4, mientras que
las capas mds superficiales (I-IV) quedaron sin marcaje alguno (figu-
ra 17A).

Se detectd algo de expresidon del ARNm de LGl4 en la capalll
del cortex piriforme y en el nicleo endopiriforme. En la formacién hi-
pocampal, el patrén observado fue ligeramente diferente al descrito
para LGI2: se observd un marcaje mayoritariamente débil en las ca-
pas piramidal y granular, mientras que células que identificamos co-
Mo no principales, se marcaron intfensamente (figura 17B). También se
detectd algo de expresion, aunque de forma débil en la amigdala, si
bien si que se observd un grupo de células marcadas en la division
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lateral medial del nUcleo central. Si que se observd un marcaje mds
destacado en la porcidn supracapsular de la estria terminal.

El patron de expresion en el septum medial fue idéntico al ob-
servado en el caso del gen LGI2, estando éste restringido a la parte
vertical de la banda diagonal y su subdivision mds medial. Este mar-
caje fue la zona con mayor densidad e intensidad de marcaje para
LGl4 observado en el cerebro (figura 17C). Ademds, algunas de las
células marcadas para LGl4, se concentraban en la zona de transi-
cion entre septum lateral y septum medial.

Se localizé algo de marcaje en el caudatus putamen, aunque
como ocurriera en el caso de LGI2, se encontrd marcaje mds intenso
en el globus pallidus lateral (figura 17D y 17E).

Como en el caso de LGI2, la senal mds intensa encontrada a
nivel del talamo, fue la observada en el nucleo reticular taldmico (fi-
gura 17E). También se encontraron ciertas células marcadas en la zo-
na incerta y en el nicleo lateral de la habénula, asi como en el
nUcleo dorsal profundo del complejo paralaminar taldmico (figu-
ra 17F).

A nivel mesencefdlico, se detectaron células marcadas para el
gen LGl4 en la formacion reticular profunda, nicleos pretectales an-
teriores, nUcleo de Darkschewitch y nucleo de la comisura posterior.
También se encontrd marcaje intenso para LG4 tanto en la pars
compacta como en la pars reticulata de la substantia nigra (figu-
ra 18A), drea ventral fegmental y en el ndcleo interpeduncular rostro-
dorsal (figura 18B y 18C). Se observd algo de marcaje también en lo
nucleos pericentrales del coliculo inferior, asi como una fuerte expre-
sion de LGI4 en células aisladas en la zona intercolicular. No se de-
tectd marcaje en el coliculo superior ni en la sustancia gris periacue-
ductal.
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Figura 17. Fotomicrografias mostrando la expresion del ARNm del gen LGI4. A) Mar-
caje en capas profundas del cértex parietal. B) En el hipocampo LGI4, se encontrd
en células dispersas, aungue estaba también presente en las capas granular y pi-
ramidal y en el ndcleo reticular. Se muestra una ampliacion de la regidn enmarca-
da, en la esquina inferior izquierda. C) LG4 en la parte vertical de la banda diago-
nal del septum medial (MS). D) Fuerte marcaje presente en la division supracapsular
del nucleo de la estria terminal (BST). E) Marcaje disperso en putamen y pdlido late-
ral. F) Grupo de células marcado especificamente en el nicleo profundo dorsal
(DD) del complejo intralaminar posterior (PIN). Barras de escala en B y D = 500 um;

resto de imdgenes = 200 um.
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A

Figura 18. Fotomicrografias mostrando al-
gunos detalles de la expresion del ARNm
del gen LGI4. A) Imagen mostrando el
fuerte marcaje para LG4 en la pars com-
pacta de la substantia nigra (SNc) y el
drea ventral tegmental (VTA). Marcaje
disperso en la formacion reticular profun-
da mesencefdlica (DeMe) y en la pars re-
ficulata de la substantia nigra (SNr). LGl4
no se observd en el nucleo supramamilar
(SUM) ni en ofros nucleos mamilares
(MMM, IMM, LM). B) Ampliacién del mar-
caje para LGI4 observado en la substan-
tia nigra (SN) y el drea ventral fegmental
(VTA). C) En el mesencéfalo caudal, la
expresion de LGI4 fue detectada en el
nucleo interpeduncular (IP) y en el nucleo
interfascicular (IF). Barras de escala en
A=500um; resto de las imdge-

nes = 200 um.

En puente, médula y cerebelo, el patron de expresidon para

LGl4 fue practicamente idéntico al observado para el gen LGI2. Se

observd cierto marcaje difuso en el rafe mediano y dorsal y en la for-

macion reticular. La expresion para LG4 estaba también presente en

los nUcleos cocleares, vestibulares y trigeminales, mientras que se ob-

servo un infenso marcaje también en la oliva inferior. En el cerebelo,

se encontré un fuerte marcaje en algunas células de la capa granular

de la corteza cerebelar, mientras que también se observd marcaje,
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mds débil en este caso, en nlcleos cerebelares profundos. No se de-
tectd marcaje alguno para LG4 en la médula espinal.

4.2 Estudio del efecto de la presencia de repe-
ticiones EPTP en el destino celular de LGI1.

Como ya se senald en la Infroduccién, existen evidencias
experimentales previas que demuestran que LGI1 es una proteina de
secrecion (Senechal et al., 2005; Sirerol-Piquer et al., 2006), que
ademds estd glicosilada (Sirerol-Piquer et al., 2006). LGI1 presenta dos
dominios bien diferenciados en su arquitectura gendmica. En
N-terminal presenta un dominio rico en leucinas (LRR) flanqueado por
un dominio rico en cisteinas, mientras que en C-terminal presenta el
dominio EPTP, compuesto por siete repeticiones dispuestas en
tdndem. En estudios previos de este laboratorio, también se
determindé el impacto de cada uno de estos dos dominios en la
secrecion de LGI1. Para ello, se clond el péptido senal de LGII
seguido de las LRR flanqueadas por los dominios ricos en cisteina en el
vector pFlag (vector que incorpora en pauta la etiqueta Flag en
C-terminal) y por otra parte, se clond el péptido senal de LGI1 seguido
de las EPTPs en el vector pFlag para su expresidon en células HEK 293T y
posterior deteccidon por Western blot en lisados celulares y su medio. El
resultado obtenido fue que, la construccion con el péptido senal y las
LRR queda retenida en la célula, mientras que la construccion con
péptido senal y el dominio EPTP es secretada al medio (Sirerol-Piquer
et al., 2006). Teniendo en cuenta este resultado y para avanzar en el
conocimiento del proceso de secrecidon de la proteina, decidimos
determinar el minimo nUmero de repeticiones tipo EPTP necesario
para que la proteina LGI1 sea secretada. Para eso, se generaron
construcciones quiméricas con distinto nUmero de repeticiones EPTP
(desde 0 hasta las 7 de la proteina silvestre). De esta forma, se intentd
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restablecer la secrecion de la construccién sin el dominio EPTP (O EPTP
en la figura 19A), anadiendo una a una, cada repeticion. Para ello, se
transfectaron las distintas construcciones generadas, en células
HEK 293T y posteriormente se concentraron los lisados celulares y 1os
medios obtenidos por inmunoprecipitacion para detectar por
Western blot la presencia de estas proteinas. La figura 19B demuestra
que sélo la proteina completa (LGI1f), es decir, con las siete
repeticiones EPTP es secretada.
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Figura 19. Minimo numero de repeticiones EPTP en LGI1 para su secreciéon. A) Repre-
sentacion esquematica de las diferentes construcciones etiquetadas con Flag usa-
das en el experimento. B) Western blots de lisados celulares (izquierda) y medios de
cultivo (derecha) de células HEK 293T. Las células se transfectaron con versiones de
LGIT con distinto niUmero de repeticiones EPTP. Todas las construcciones fueron ex-
presadas, inmunoprecipitadas con un anticuerpo anfi-Flag generado en conegjo y
posteriormente detectadas con el anticuerpo Sigma M2 anti-Flag (generado en
ratén) y un antficuerpo secundario anti-ratén conjugado a HRP de la casa comer-
cial Jackson (dilucion 1:1000 y 1:5000 respectivamente). Sélo la forma completa de
LGIT fue detectada en el medio exiracelular (modificado de Sirerol-Piquer et al.,
2006).
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4.3 Ensayos de union de AP-LGI1 soluble a la
membrana celular.

LGI1 es una proteina que se secreta, asi que es logico pensar
que podria ejecutar su funcidn uniéndose a algun receptor de la
superficie celular. Para poder determinar si esta hipdtesis es vdlida, se
levd a cabo la estrategia de proteinas de fusidon a la etiqueta
fosfatasa alcalina (AP).

Esta metodologia descrita por Flanagan y colaboradores
permite detectar la capacidad de unidbn a membrana de un
determinado ligando que se fusiona a fosfatasa alcalina (Flanagan
and Cheng, 2000; Flanagan et al., 2000). La etiqueta AP (fosfatasa
alcalina) tiene una actividad enzimdtica intrinseca que se puede
detectar fadciimente con diferentes sustratos cromogénicos. La isozima
AP humana de la placenta es muy estable, asi que LGIT se clond en
el vector pc DNAS3.1AP6 (cedido por la Dra. Alyson Fournier, Montreal
Neurological Institute, McGill University, Canadd) en posicion
C-terminal con respecto a la efiqueta AP.

El objetivo de este experimento era demostrar que anadiendo
LGIT exdbgenamente a cultivos primarios de neuronas granulares de
cerebelo de rata (CGN), ésta era capaz de unirse de manera
especifica a la membrana de estas células.

El fratamiento se llevé a cabo utilizando medios condicionados
enriquecidos en la proteina de fusidbn AP-LGIT o bien medio
enriquecido en la proteina AP, que se utilizO como medio control.
Estos medios condicionados se obtuvieron transfectando primero
células HEK 293T con los pldsmidos AP-LGIT y AP (pldsmido control) y
72 horas después de la transfeccion, se recogieron y se concentraron
por medio de centricones. La concentracion de AP-LGIT y AP se
estimé mediante la medida enzimdtica de la fosfatasa alcalina en el
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medio por medio del sustrato cromogénico p-nitrofenil fosfato
(oNPP, Sigma) que se convierte en un producto amarillo cuya
absorbancia puede medirse a 405 nm.

Inicialmente se realizd la deteccidon de la unidn de AP-LGIT in
situ sobre CGN fras 48 horas en cultivo. Las células se frataron con
medios condicionados que contenian AP-LGI1T o AP a wuna
concentracidon de 22nM vy, tras los correspondientes lavados, se
detectd la presencia de proteina mediante el sustrato cromogénico
de la AP NBT/BCIP, que tine de color oscuro las zonas en las que existe
actividad AP y por tanto y en nuestro caso, las zonas en las LGl
estaria presente.

En la figura 20 no se observa union de AP a la superficie de las
células granulares de cerebelo de rata tratadas con medio control
(figura 20A y 20C). Sin embargo, si encontramos una fuerte unidén de
la proteina de fusion AP-LGIT, marcdndose tanto el soma como las
neuritas de las células tratadas con este tipo de medio (figura 20B vy
20D). De esta manera, concluimos que la unién de AP-LGI1 a la
superfice de células granulares de cerebelo de rata, es una unidon
especifica.
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Figura 20. Unién de AP-LGI1 a células granulares de cerebelo. A) Fotomicrografia de

CGN control fratadas con medio condicionado AP (10X). B) Imagen de células tra-
tadas con AP-LGI1 (10X). B). C) Detalle de CGN control tratadas con AP (40X).

D) CGN fratadas con medio AP-LGI1 fuertemente marcadas (40X).
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Discusion

La identificacion en 2001 de LGIT como gen responsable de la
epilepsia lateral temporal autosémica dominante (ADLTE, Morante-
Redolat et al.,, 2002) abrid una nueva perspectiva en el estudio de
epilepsias de origen genético, ya que fue uno de los primeros genes
descubiertos que, no codificando para un canal de membrana, era
causante de una epilepsia. Ademds, el pronto descubrimiento de
LGI2, LGI3 y LGI4 como pardlogos del gen, con una estructura gend-
mica muy parecida entre ellos (Gu et al., 2002b) y localizados todos
en loci ligados a varios tipos de epilepsia sin gen responsable conoci-
do (Staub et al., 2002), supuso un nuevo campo de estudio para las
epilepsias con un componente hereditario.

Desde el momento en que se definio la subfamilia LGl (Gu et al.,
2002b), la mayor parte del esfuerzo de los grupos de investigacion
dedicados a la materia, se centraron en la caracterizacion genética,
proteica y funcional de estas moléculas. No obstante, el hecho de
que LGIT fuese un gen conocido previamente por su implicacion en
el desarrollo de glioblastomas (Chernova et al., 1998) y su responsabi-
lidad en la ADLTE (Morante-Redolat et al., 2002), ha propiciado que el
numero de publicaciones y de informacién disponible sobre este gen
sea mucho superior que para el resto de la familia LGI. En este senti-
do, el presente trabajo se ha centrado en la caracterizacion de LGI 1.
Sin embargo se ha complementado con el estudio de la expresiéon
del resto de miembros de la familia LGl y su posible aplicacion a la
hora de proponer una funcion para las proteinas codificadas por es-
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tos genes. No obstante, dada la similitud estructural en cuanto a do-
minios proteicos, no es descartable que esta funcidon o funciones, pu-
dieran estar relacionadas o incluso solapadas.

5.1 Expresion de la familia génica LGI.

Existen pocos anticuerpos disponibles para las proteinas codifi-
cadas por estos genes, y los existentes no han funcionado de una
forma fiable, al menos en nuestro caso. Por ello, no existen estudios
inmunohistoquimicos exhaustivos sobre la expresion de estas protei-
nas. De este modo, la importancia del estudio de la expresidn a nivel
de ARNm de estos genes es aun mds relevante. Ademas, el uso de
hibridacion in situ para estos estudios tiene la ventaja de que minimiza
problemas comunes derivados del uso de anticuerpos, como una se-
nal débil, o la ausencia de ratones knock-out para estos genes para
comprobar la especificidad de la deteccion.

Al comienzo del presente trabagjo, la Unica informacidén respec-
to a la distribucion de células que expresaban LG, era la publicada
por Kalachikov y colaboradores, donde presentaban que dichas
células estaban localizadas mayoritariamente en el coértex piriforme,
region CA3 y giro dentado de la formacion hipocdmpica y amigdala
(Kalachikov et al., 2002). Sin embargo, durante el desarrollo de esta
tesis, Senechal y colaboradores publicaron un estudio comparativo
sobre la distribucion de LGI1-4 (Senechal et al., 2005). Dicho trabajo
no era una descripcion anatdmica exhaustiva (sélo se mostraba una
seccion sagital por cada gen) si bien, aportd importante informacién
al respecto. La escasez de informacion existente y la posibilidad de
que, basdndonos en su estructura de dominios casi idéntica, los ge-
nes LGl1-4, tengan una funcidén relacionada o parecida, nos llevd al
estudio detallado de la expresion de los franscritos de estos genes en
el cerebro del raton.
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5.1.1 Expresion de LGI1.

El patron de expresion de LGIT en el hipocampo y la corteza
cerebral, concuerda con la distribucion publicada en otros estudios
que usaban hibridacion in situ con sondas marcadas con digoxigeni-
na (Kalachikov et al., 2002; Senechal et al., 2005). Al igual que en
nuestros resultados, en estos estudios se observd que la senal mds in-
tensa para expresion de LGI1, estaba localizada en las capas granu-
lar y piramidal del giro dentado y en la regidon CA3 del hipocampo.
Ademds, nuestros trabajos también coincidieron en cuanto a la ex-
presion en cortex piriforme, amigdala y capas profundas de la corte-
za cerebral. Adicionalmente, en nuestras observaciones también se
enconfraron grupos de cuerpos célulares marcados en las capa Il y |l
de la corteza entorrinal lateral y medial.

Los resultados expuestos en el presente trabajo, concuerdan
con el patrén de expresion de LGl restringido al telencéfalo presen-
tado por ofros (Kalachikov et al., 2002; Senechal et al., 2005). Sin em-
bargo, como se ha descrito en la introduccion, existen estudios de
expresion para este gen por medio de Northern blot en cerebro de
ratdon (Chernova et al., 1998) y por Western blot en humanos (Furlan et
al., 2006), que también indicaron la presencia de expresion para este
gen en tdlamo, cerebelo y médula espinal. Estas discrepancias son lo
suficientemente importantes como para ser tenidas en cuentaq, y si
bien podrian deberse a diferentes niveles de sensibilidad en las técni-
cas utilizadas en la deteccidon, no puede descartarse que exista otfra
causa, como la utilizacion de distintas sondas. Asi, podria ser que con
diferentes técnicas (o sondas) utilizadas para la deteccion del ARNm
de LGII, se observen resultados discrepantes.

El patron de expresidon observado, estd también de acuerdo
con los resultados publicados en un estudio basado en inmunohisto-
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quimica contra LGI1, en el cual se encuentra marcaje correspondien-
te a la proteina en la capa molecular tanto del giro dentado como
del cuerno de Ammon (Schulte et al., 2006). Esta capa, corresponde
al campo terminal de la cldsica via perforante que se origina en las
capas superficiales (capas Il y 1) de la corteza entorrinal (Witter and
Amaral, 1991), pudiendo sugerir que el producto del gen LGIT, podria
ser transportado desde los cuerpos celulares hasta los terminales. Estos
datos concuerdan con la hipdtesis planteada por Schulte y colabo-
radores, la cual propone que la proteina LGI1 podria formar parte de
los canales presindpticos mediados por potasio (Schulte et al., 2006).

Por ofra parte, estd documentado que la division dorsal del sep-
tum medial, recibe proyecciones bilaterales desde la region CA3, y a
su vez proyecta sobre el nicleo lateral supramamilar y el complejo
septum medial/banda diagonal (Risold and Swanson, 1997). A su vez,
el septum medial y el nucleo supramamilar lateral, proyectan de vuel-
ta sobre la formacidn hipocampal, siendo en parte responsables de la
sincronizacion de tipo theta (Kocsis and Vertes, 1994). Ademds, la es-
timulacion eléctrica del ndcleo supramamilar lateral, aumenta la exci-
tabilidad sindptica de las células granulares (Carre and Harley, 1991;
Mizumori et al., 1989; Nakanishi et al., 2001). Todo lo anterior se une al
hecho de que la mayoria de componentes de este circuito, expresan
el ARNm de LGIT y que la mutacion de este gen provoca un aumento
en la excitabilidad celular a través de su asociacion a canales pre-
sinGpticos de fipo Kv respecto a la forma silvestre (Schulte et al., 2006).
Teniendo en cuenta todo lo anterior, estas observaciones sugieren
que la conectividad entre las células que expresan LGI1, podria estar
implicada en el aumento de la excitabilidad que lleva a un fenotipo
epiléptico. En tales condiciones, la actividad ritmica de tipo theta de
la que habldbamos, o bien cualquier otra actividad de alta frecuen-
cia, podria disparar el foco de actividad epiléptica. Ademds, la ex-
presidon de LGI1 en el hipocampo y en zonas adisladas de la corteza,
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apoya su papel en el desarrollo de epilepsia lateral, como ha sido
puesto de manifiesto anteriormente (Berkovic and Steinlein, 1999;
Senechal et al., 2005) y también concuerda con el hecho de que la
proteina LGI1T media en la maduracion postnatal de sindpsis gluta-
matérgicas de tipo excitatorio en el hipocampo. Dicha maduracion
estd drasticamente disminuida en ratones transgénicos, portadores
de formas tfruncadas de LGIT (Zhou et al., 2009).

5.1.2 Expresion de LGI2.

Senechal y colaboradores, observaron un patréon de expresion
para LGI2 especifico en el ndcleo reticular taldmico y una distribucion
del gen mads difusa a lo largo del cerebro (Senechal et al., 2005). Estos
resultados concuerdan con los presentados en la presente memoria
de tesis en cuanto al fuerte marcaje observado para LGI2 en el
nuUcleo reticular del tdlamo. Ademds, nuestras observaciones también
llevaron a la deteccidn de ofras importantes localizaciones donde
LGI2 se expresaba de forma intensa y especifica como neuronas no
principales del hipocampo, pdlido, parte vertical de la banda diago-
nal y septum medial, division medial de la habénula lateral, zona in-
certa y substantia nigra pars reticulata. La expresion de transcritos de
LGI2 en neuronas no principales del hipocampo y no en las capas
granular y piramidal, asi como su presencia en la parte vertical de la
banda diagonal, nos llevan a especular con una posible naturaleza
GABAérgica para estas células. La mayoria, si no todas las neuronas
no principales del hipocampo son de naturaleza GABAérgica y con-
tribuyen a oscilaciones ritmicas de poblaciones hipocampales (thetaq,
gamma y ondas de 200 Hz, (Freund and Buzsaki, 1996). También el
sepfum medial contribuye a estas sincronizaciones de neuronas del
hipocampo en la frecuencia theta, de hecho el sepfum medial es
considerado el marcapasos hipocampal (Vertes and Kocsis, 1997). El
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septum medial estd compuesto por una poblacidon heterogénea de
neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y colinérgicas (Colom et al.,
2005; Sotty et al., 2003), contribuyendo cada una de ellas de forma
diferente a la sincronizaciéon de tipo theta (Sotty et al., 2003). Ademds,
las neuronas GABAérgicas paralbumina positivas del septum medial,
proyectan a neuronas GABAérgicas no principales del hipocampo
(Freund and Antal, 1988; Freund, 1989). El papel exacto de LGI2 en
este sistema, todavia se desconoce. Sin embargo, si que fuimos ca-
paces de demostrar que la naturaleza quimica de la mayoria de
células que expresaban LGI2 era GABAérgica, lo cual apoya esta
hipotesis.

5.1.3 Expresion de LGI3.

Nuestros datos muestran una amplia expresion de LGI3 en el di-
encéfalo, mientras que la distribucién del mensajero del gen es mu-
cho mads baja en el resto del cerebro. El hecho de que LGI3 se expre-
se en neuronas granulares y piramidales de la formacién hipocampal,
podria indicar una posible relacién de la expresion de este gen con
neuronas excitatorias de tipo aminoacidico. Aungue la amplia expre-
sion de los transcritos de LGI3 no nos permite postular una funcién par-
ticular para la proteina que codifica, su fuerte expresion en células
del hipocampo, sugiere que podria ser considerado como un buen
sistema para estudiar interacciones LGI3-Abeta en células piramidales
y gliales.

5.1.4 Expresion de LG/4.

La distribucion regional de los transcritos del gen LGI4 es similar
a la observada para el gen LGI2. De hecho, se encontraron células
marcadas para LG4 tanto en el ndcleo reticular taldmico como en el
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septum medial, tal y como ocurria en el caso de LGI2. Sin embargo,
también se observaron diferencias entre la expresion de ambos ge-
nes, lo cual hace indicar que la funcidon de sus productos también di-
fiere. Ademds, al marcaje observado en neuronas no principales del
hipocampo para LGI2, hay que anadir también marcaje en las capas
granular y piramidal del hipocampo para LGI4. LGI2 no se expresaba
en estas Ultimas zonas. Por otra parte, LGI2 se expresaba de forma
infensa en el globus pallidus, mientras que LGI4 se expresaba de una
forma mucho mds débil en esta region; LGI2 se expresaba en el
nucleo mamilar medial, que carecia de expresidon en el caso de LG4
y por el contrario, LGl4 se expresaba de forma mds intensa que LGI2
en el drea ventral tegmental.

Nuestro patrén de expresion difiere en parte del publicado por
Senechal y colaboradores, que observaron algo de expresion de LGl4
en la corriente migratoria rostral hacia el bulbo olfatorio (Senechal et
al., 2005). En nuestro caso se usd una sonda localizada en el extremo
3’ del cDNA del gen y una segunda sonda en la regidon codificante.
Ambas sondas dieron lugar al mismo patréon de marcaje.

Se ha propuesto que el producto del gen LGI4, podria tener un
papel en el desarrollo nervioso periférico. Bermingham y colaborado-
res, demostraron que LGIl4 se expresa en células de Schwann, mien-
tras que formas mutantes de LGI4, dan lugar al ratén con fenotipo
claw paw (Bermingham et al., 2006), el cual se caracteriza por acor-
tamiento axonal e hipomielinizacion en el sistema nervioso periférico
del animal. Ademds, los autores confirmaron que el silenciamiento del
gen LG4 en cultivos de células de Schwann, también inhibia su mieli-
nizacion, la cual se recuperaba al anadirse proteina LGI4 exdgena
(Bermingham et al., 2006). Es dificil relacionar los resultados obtenidos
con el efecto observado para LGl4 en el sistema nervioso periférico.
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5.2 Efecto del dominio EPTP en el destino de
LGI1.

La forma silvestre de LGI1 es una proteina glicosilada y que se
secreta al medio extracelular (Senechal et al., 2005; Sirerol-Piquer et
al., 2006). Sin embargo, tanto la forma procesada de LGI1, como las
mutaciones de esta proteina encontradas en pacientes de ADLTE son
retenidas en el reticulo endopldsmico de la célula, salvo en el caso
de la mutacion R474X, que se localizd en el aparato de Golgi.
Ademds, usando mutaciones generadas artificialmente, se ha visto
gue pese a que el dominio LRR de la proteina no es necesario para su
secrecion, el dominio EPTP si que juega un papel esencial en este
proceso (Sirerol-Piquer et al., 2006).

En el presente trabajo se infentd determinar si existia un niUmero
minimo de repeticiones de tipo EPTP necesario para la secrecion de
LGI1. Para ello se comprobd la capacidad de secrecion de LGI1 con
distinfo nUmero de repeticiones EPTP (desde ninguna de ellas, hasta
siete) observdndose que es necesario el dominio EPTP intacto para el
proceso de secrecion de la proteina. Estos resultados, junto con el
hecho de que cualquier mutacion de las ensayadas hasta la fecha
da lugar a la retencion de la proteina en reticulo endopldsmico (o
aparato de Golgi en sélo uno de los casos) (Sirerol-Piquer et al., 2006),
nos lleva a pensar que la estructura terciaria de la proteina es esen-
cial para su secrecién. De esta forma, la maquinaria celular de con-
trol de calidad proteica, estaria detectando un mal plegamiento en
estas proteinas mutadas, que acabarian siendo marcadas para su
degradacion. Segun esta hipdtesis, el mecanismo fisiopatoldgico de
la ADLTE corresponderia a un efecto de pérdida de funciéon por parte
de LGI1 que, probablemente por un efecto de disminucion de dosis,
estaria evitando su correcta funcion.
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5.3 Unidn de AP-LGI1 soluble a la superficie
celular.

LGI1 se secreta al medio extracelular, y se postula que podria
actuar como ligando celular (Fukata et al., 2006; Senechal et al.,
2005; Sirerol-Piquer et al., 2006). Para comprobarlo, ensayamos la cao-
pacidad de la proteina de fusion AP-LGI1 para unirse a la superficie
celular de células granulares de cerebelo de rata respecto a AP, ob-
servdndo que AP-LGIT se une de forma especifica a este tipo celular.
Posteriormente, se publicd que AP-LGI1 era capaz de unirse tanto a
células COS7, como a células PC12 diferenciadas a fenotipo neuronal
mediante NGF. Ademds se demostrd que dicha unién ocurria de for-
ma dosis-dependiente y saturable (Sirerol-Piquer et al., 2006). Estos en-
sayos han sido repetidos recientemente por (Owuor et al., 2009) en
cultivos primarios de neuronas de glanglios de la raiz dorsal (DRG) de
pollo y en cultivos primarios de neuronas de hipocampo de embridn
de rata, confirmdndose que AP-LGI1 se une a la superficie de estas
células de forma dosis-dependiente. Sin embargo, en dicho trabajo
se concluye que AP-LGI1 no tiene capacidad de unidn por si sola a
células COS7 no transfectadas, necesitando para dicha unidén de la
expresion de la proteina ADAM23. Tras ensayar la capacidad de
union de varios miembros de la familia ADAM, determinan que
ADAM?23 es el receptor especifico para LGIT en la superficie celular y
dada la capacidad de ADAM23 para interaccionar con integrinas
avB3, moléculas de adhesion implicadas en el desarrollo de neuritas
(Cal et al., 2000), comprobaron que LGI1 actia como ligando de
ADAM23 y estimula el crecimiento de neuritas en neuronas DRG vy
neuronas de hipocampo. Estos resultados fueron validados por medio
de un ratoén transgénico knock-out para ADAM?23, cuyo fenotipo pre-
senta crisis de tipo tonico/cléonico y de viabilidad limitada. El ratdn
heterozigoto ADAM23 +/-, pese a tener una viabilidad y comporta-
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miento normales, presentaba una mayor susceptibilidad a sufrir crisis
inducidas por pentilenotetrazol (PTZ) (Owuor et al., 2009).

5.4 Discusion general.

La familia LGl era totalmente desconocida hasta hace pocos
anos. Desde entonces, la relacion de LGI1 con el desarrollo de glio-
blastomas primero (Chernova et al., 1998), y con la epilpepsia lateral
temporal autosémica dominante después (Kalachikov et al., 2002;
Morante-Redolat et al., 2002), ha impulsado enormemente la investi-
gacion de esta molécula. En este momento se tienen evidencias de
que las cuatro proteinas codificadas por esta familia génica, son pro-
teinas de secrecion (Senechal et al.,, 2005) y que al menos LGI1
(Owuor et al., 2009; Zhou et al., 2009) y LGI4 (Bermingham et al., 2006),
ejercen su funcion en la maduracion del sistema nervioso central y
periférico respectivamente. En un principio, se especuld con la posibi-
lidad de que mds de un miembro de la familia estuviera relacionado
con algun tipo de epilepsia, dado que todos mapeaban en loci liga-
dos a distintas afecciones de este tipo (Staub et al., 2002). Hasta la
fecha no se ha confirmado tal extremo, si bien no puede descartarse
que en un futuro ocurra; la distribucion de los transcritos de estos ge-
nes en el cerebro de ratdén es compatible con esta posibilidad.

La mayoria de esfuerzos dedicados al estudio de estos genes,
se han enfocado al esclarecimiento de los mecanismos celulares en
los que estan implicados. Se ha publicado que LGIT es un ligando ex-
tracelular que se une a la proteina de membrana ADAM23 para ejer-
cer su funcidon como estimulador del crecimiento de neuritas (Owuor
et al., 2009). Por otra parte, parece que dicho efecto podria estar re-
lacionado con el remodelado y maduracién que LGIT podria estar
ejerciendo sobre neuronas glutamatérgicas del hipocampo (Zhou et
al., 2009). Ambas hipotesis podrian ser totalmente compatibles, si bien
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los mecanismos subyacentes no se conocen por el momento. En
cualqguier caso, con los datos de los que se dispone en este momen-
to, es probable que LGI1 tenga un efecto sobre el desarrollo postnatal
del sistema nervioso central, que como consecuencia de las muta-
ciones que afectan a pacientes de ADLTE, se ve alterado, dando lu-
gar a una red de conexiones neuronales alterada. En tales circustan-
cias, la susceptibilidad a crisis epilépticas seria mayor y ante estimulos
gue en un individuo normal no causarian una crisis, un individuo por-
tador de una mutacion en LGI1, si que las padeceria. Esta hipotesis
estd apoyada por la deficiencia en la maduracion observada en los
modelos knock-out para LGIT (Zhou et al., 2009) y su probable recep-
tor ADAM23 (Owuor et al., 2009). La expresion de LGI1 predominante
en hipocampo (Kalachikov et al., 2002; Senechal et al., 2005) y similar
a la observada para ADAM23 (Owuor et al., 2009), también respaldan
los resultados obtenidos a nivel molecular.

El gen LGI2 es probablemente el mds desconocido de los
miembos de la familia LGI. El estudio de las relaciones filogenéticas
entre los cuatro genes presentes en mamiferos y su topologia, indica
que el origen de éstos se debe a dos eventos de duplicacidon génica
o gendmica que dio lugar a las parejas de genes LGI/LGl4 y
LGI2/LGI3 a partir de un hipotético LGl ascentral. Durante el desarrollo
del pez cebra (Danio rerio), los ancestros de estos genes (LGlIa,
LGl1b, LGI2a, LGI2b y LGI3) se expresan de forma casi complementa-
ria y en patrones apenas solapantes en el sistema nervioso, lo cual
sugiere una subfuncionalizacion de cada miembro de la familia en
procesos relacionados con el desarrollo de este sistema (Gu et al.,
2005). Sin embargo, nuestros estudios en cerebro de ratdon, muestran
un patrén de expresidon semejante aungue no idéntico, entre LGI2 y
LGl4 pese a que a nivel filogenético, estos dos genes estdn mds ale-
jados entre si que con LGI3 y LGI1 respectivamente. Dicho patron de
expresion y la posible naturaleza GABAérgica de las células donde se
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expresa, nos hace sugerir que dado que este gen se expresa en re-
giones muy caracteristicas en la generacion del ritmo theta, la protei-
na que codifica LGI2 podria tener que ver con dicha funcion. Seria
interesante comprobar el efecto del silenciamiento de dicho gen so-
bre este ritmo theta como prueba de ello.

LGI3 ha sido relacionado con la respuesta de los astrocitos a la
acumulacion del péptido Abeta (Kimura et al., 2007; Okabayashi and
Kimura, 2007; Okabayashi and Kimura, 2008). De ser asi, la funcion de
LGI3 divergeria de las propuestas para LGI1 y LG4, relacionados con
el desarrollo del sistema nervioso (Owuor et al., 2009; Zhou et al., 2009)
y (Bermingham et al., 2006). Por otra parte, también se ha senalado
que LGI3 interacciona de forma fisica con sintaxina-1 un componente
del complejo SNARE de la ruta de exocitosis (Park et al., 2008). De esta
forma, LGI3 parece tener por una parte un papel regulador en la en-
docitosis neuronal (Okabayashi and Kimura, 2007), y fambién en la
exocitosis, por medio de su interaccién con sintaxina-1 (Park et al.,
2008). La distribucion del mensajero del gen que codifica a esta pro-
teina no nos permite aportar evidencias al respecto, si bien es del to-
do compatible con las hipdtesis planteadas por otros autores.

Como se mencionaba anteriormente, también existen eviden-
cias de la implicacion de LG4 en el desarrollo del sistema nervioso
periférico. Concretamente, LGl4 actUa extracelularmente promo-
viendo el proceso de mielinizacidon de axones por parte de células de
Schwann (Bermingham et al., 2006). El estudio de la expresion de los
transcritos de LGI4 en el SNC no aporta mucha informacion en este
sentido, aunque dado que el gen también se expresa en cerebro, es
probable que también ejerza alguna funcidon en esta regidon. En esta
direccidn, es interesante el hecho de que se ha obsevado que existe
una interaccion fisica entre la proteina LGI4 y ADAM22 y otros com-
ponentes de la familia ADAM (al igual que ocurre con LGI1). Los auto-
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res de este frabajo proponen que la interaccién de unas u otras pro-
teinas, podria estar determinado por la expresion especifica de cada
una en cada tipo celular (Sagane et al., 2008). Sin embargo, dada la
similaridad existente entre ambas proteinas a nivel de dominios, no es
descartable que las interacciones propuestas respondan en parte a
artefactos debidos a uniones inespecificas. En cualquier caso, ambas
hipdtesis, LGI4 como agente inductor de la mielinizacidn en el sistema
nervioso periférico y LGl4 como ligando de otra molécula en el siste-
ma nervioso central, no son en absoluto excluyentes.
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1.

La distribucién de transcritos de los genes de la familia LGl es
regionalmente heterogéneaq, o que hace pensar que desde su
origen a partir de un gen ancestral comuin sufrieron una
subfuncionalizacion.

La expresion del gen LGl estd restringida a la regidn
telencefdlica, distribuyéndose mayoritariamente en la
formacion hipocampal, amigdala, corteza piriforme vy
entorrinal, y capas profundas de la corteza cerebral. Esta
distribucion apoya las hipdtesis planteadas por la literatura
reciente proponiendo que LGI1 podria inducir la maduracion
de sindpsis de neuronas glutamatérgicas del hipocampo
durante el desarrollo del sistema nervioso central.

El gen LGI2, se expresa de forma intensa en el ndcleo reticular
taldmico, células no principales del hipocampo y septum
medial. Muchas de las células positivas para LGI2 también
fueron clasificadas como GABAérgicas. Las anteriores
observaciones nos llevan a proponer que LGI2 podria ejercer su
funcidn en el mecanismo de generacién del ritmo de tipo
theta.

LGI3 se expresa abundantemente en diencéfalo y de forma
mdas débil y difusa en el resto de regiones cerebrales con la
excepcion del hipocampo. Podria ser considerado como un
buen sistema para estudiar interacciones LGI3-Abeta en células
piramidales y gliales en hipocampo.
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5. El gen LG4, se expresa con una distribuciéon muy similar a LGI2
aunque con ciertas diferencias a nivel regional. Aunque su
expresion en el sistema nervioso central no aporta informacion
sobre el papel que LG4 ejerce en el sistema nervioso periférico,
no debe descartarse que esta proteina tenga funciones
distintas segun la region o el momento en que se expresa.

6. El dominio de repeticiones EPTP de la proteina LGI1 es necesario
para la secrecion de la proteina al medio extracelular. Es
necesario que dicho dominio contenga todas las repeticiones
de tipo EPTP para que la proteina se secrete con éxito. Este
hecho se debe probablemente, a la necesidad de la presencia
de la totalidad de repeticiones del dominio para un correcto
plegamiento de la proteina.

7. La proteina de fusion AP-LGI1 se une especificamente a la
superficie celular de neuronas granulares de cerebelo de rata
en cultivo. Este hecho viene apoyado por el descubrimiento
reciente de un receptor especifico para esta proteina, a través
del cual se propone que ejerce su funcion.
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Anexo 1: Publicaciones.

Parte del tfrabajo presentado en esta memoria de tesis, apare-

ce publicado en los siguientes trabajos:

1.

The epilepsy gene LGI1 encodes a secreted glycoprotein that
binds to the cell surface. Sirerol-Piquer MS, Ayerdi-lzquierdo A,
Morante-Redolat JM, Herranz-Pérez V, Favell K, Barker PA, Pérez-
Tur J. Hum Mol Genet. 2006 Dec 1;15(23):3436-45. Epub 2006 Oct
26.

Regional distribution of the leucine-rich glioma inactivated (LGI)
gene family transcripts in the adult mouse brain. Herranz-Pérez
V, Olucha-Bordonau FE, Morante-Redolat JM, Pérez-Tur J. Brain
Res. 2009. PMID: 19833108.
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