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Esta tesis doctoral constituye el primer trabajo experimental sobre genética del autismo en la
Universidad de Cérdoba. Se ha realizado siguiendo dos estrategias diferentes. En la primera se
analizaron polimorfismos de genes implicados en el metabolismo de neurotransmisores y la
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nivel internacional en estudiar genes relacionados con el autismo en el nematodo (Calahorro et
al, 2009, J.Vis. Exp., 34, doi: 10.3791/1616). La hipotesis de partida consistio €nejegans
permitiria establecer un escenario donde se podrian analizar mecanismos neurobiol6gicos
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“In studying the genetics of behaviour, it is difficult, if not impossible, to go directly from the gene to
behaviour, because there is no simple mapping that connects the two. In my paper, | put it in this way:
Behaviour is the result of a complex ill-understood set of computations performed by nervous systems and
it seems essential to decompose the question into two: one concerned with the question of the genetic
specification of nervous systems and the other with the way nervous systems work to produce behaviour
(Brenner, 1974). Thus, just as the structure and function of protein molecules is the necessary connection
between the genes and metabolism, the link between genes and behaviour resides in understanding the
structure of nervous systems and how they are constructed. These are questions of anatomy and
embryological development. This set the requirements for the experimental organism as one which was
not only suitable for genetical study in the laboratory but also allowed the structure of the nervous system
to be accurately defined. Since a nervous system is essentially a cellular network, we had to be able to
observe junctions between cells and their processes and this could only be achieved with the electron
microscope which has the necessary resolution. Since the electron microscope provides only a small
window because of its high magnification, we needed a small animal which would also need to have a
nervous system with a small number of cells. After some searching, my choice finally settled on the small

nematodeCaenorhabditis elegaris

Sydney Brenner
NATURE'S GIFT TO SCIENCE

Nobel Lecture, December 8, 2002
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Glosario

aBoc: Contraccion anterior del cuerpo.
ADI-R: Autism Diagnostic Interview Revised.

cDNA: DNA copia.
Dil: 1,1'.di-octadecyl-3,3,3'3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate.

DMP: Programa motor de la defecacion.
dNTPs: Deoxinucleoétidos trifosfato.

DQ: Developmental Quotient.

DSM-1V: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder Classification.
dsRNA: RNA de doble cadena.

Exp: Expulsién.

GABA: Acido gamma-aminobutirico.

GFP: Green Fluorescen Protein.

GWAS: Genome-Wide Association Studies.
IPTG: Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside.
IQ: Intelligence Quotient.

KDa: Kilodaltons.

LA: Luria-bertani agar.

LB: Luria-Bertani.

NMDA: N-methyl D-aspartate.

NGM: Nematodo Grow Medium.

Pb: Par(es) bases.

pBoc: Posterior body muscle contraction.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
PTZ: Pentilentetrazole

p/v: Relacion peso/volumen.

RMSD: Root Mean Square Desviation.
RNA.: Interferencia por RNA.

SDS: Sodium dodecil sulfato.

TDT: Transmission DisequilibriumTest.

v/v: Relacion volumen/volumen.

VNTR: Variable Number Tandem Repeat.
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Resumen



Genética del Autismo: Caenorhabditis elegangomo modelo experimental en el

estudio de la funcién singptica neuronal.

Los trastornos del espectro autista son de etiologia desconocida. Los datos epidemiolégicos en
los que se compara la incidencia de estas enfermedades en gemelos monocigoticos y dicigoticos
demuestran que tienen un origen predominantemente genético. Diversos resultados
experimentales recientes indican que en un ndimero significativo de casos, estos trastornos se
originan por alteraciones en la sinapsis neuronal, que durante el desarrollo del sistema nervioso
podrian constituir la raiz de las anomalias observadas en el comportamiento de estos sujetos.

En esta tesis se han realizado dos aproximaciones experimentales diferentes. En una primera se
analizaron polimorfismos de genes implicados en el metabolismo de neurotransmisores y la
asociacion de éstos con el autismo, en una muestra homogénea de pacientes diagnosticados con
el trastorno. Los neurotransmisores juegan un papel crucial en el desarrollo y funcionamiento
del sistema nervioso. Por esta razén se ha considerado que la alteracion del metabolismo de los
mismos podria ser el origen de algunos casos de autismo. Esta sospecha se ha visto reforzada
por el hecho de que un tercio de las personas diagnosticadas con este trastorno tienen niveles
elevados de serotonina en sangre. En concreto se analizaron polimorfismos de los genes
SLC6A4 (transportador de la serotonin®RD4 (receptor de dopamina D4)DAT1
(transportador de dopamina)AO-A (monoamina oxidasa, enzima que degrada serotonina y
catecolaminas). Los resultados mostraron asociacion significativa del autismo con el alelo
5HTTLPRS del promotor del geBLC6A4, que causa una menor expresion del trasportador de
serotonina. Ademas este mismo alelo se transmitia de forma preferencial por parte de la linea
materna, lo que indicaria que el genotipo materno asociado con una disminucion de la
recaptacion de la serotonina, podria originar unas condiciones desfavorables para el desarrollo
del sistema nervioso en el feto.

Las estrategias basadas en analisis genéticos como los estudios de ligamiento en familias,
asociacion de genes candidatos en poblaciones, GWAS (estudio de asociacién del genoma
completo), técnicas citogenéticas y secuenciacion de nueva generacion constituyen una
herramienta de gran utilidad para localizar genes implicados en el autismo. No obstante estos
trabajos son costosos, requieren una muestra amplia y no permiten profundizar a nivel
experimental en las bases celulares y moleculares de este trastorno. Este inconveniente seria
posible solventarlo recurriendo a sistemas y organismos de menor complejidad y facil manejo
en el laboratorio. Esta estrategia de simplificacion ha sido utilizada en muchas ocasiones en
biologia para estudiar mecanismos basicos, cuyos conocimientos se extrapolaron posteriormente
a organismos de mayor complejidad. El animal modelo utilizado en el autismo es el ratén. En

esta tesis y como una segunda aproximacion experimental, se decidié utilizar el nematodo



Caenorhabditis elegansina especie que presenta muchas ventajas como organismo modelo por
su facil manipulacion en el laboratorio y por su extraordinaria simplicidad para el estudio del
sistema nervioso, ya que el hermafrodita adulto posee 302 neuronas y 56 células gliales de un
total de 959 células somaticas. La hipotesis de partida es que la utilizacion de este organismo
permitiria establecer un modelo donde se podrian analizar mecanismos neurobioldgicos basicos
implicados en el autismo.

Desde esta otra aproximacion experimental se caracterizé el efecto de mutaciones en genes de
C. elegansortologos de genes humanos implicados en autismo. En concreto se estudiaron los
genesnrx-1 y nlg-1 que codifican las proteinas neurexina y neuroliguina respectivamente,
ambas implicadas en la adhesion sindptica neuronal. En primer lugar se analizaron los patrones
de comportamiento de mutantes simples y dobles por delecion en estos genes, observando
alteraciones en el ciclo de defecacidn, en la respuesta mecanosensorial, en la capacidad de
exploracién, en la tasa de movimiento y en la capacidad de respuesta a un choque osmético, asi
como en la sensibilidad a aldicarb (inhibidor de la acetilcolinesterasa), levamisol (agonista
colinérgico) y pentilentetrazol (antagonista de GABA). En segundo lugar se estudiaron los
patrones de expresion de ambos genes en estirpes transgéricaaatgnobtenidas por la

fusion de los promotores dax-1 y nlg-1 con la proteinas GFP y/o mCherry; pudiéndose
concluir que ambos genes se expresan casi exclusivamente en el sistema nervioso del nematodo
e identificandose la expresion de los mismos en neuronas especificas del cordon nervioso
ventral y en cuerpos neuronales localizados en los ganglios de la cabeza. Por ultimo, y quizas el
resultado mas prometedor de este trabajo, ha sido el rescate funcional de mutanétsgdas
deficientes en el gemig-1, con el cDNA del geNLGN1 humano Wignlde rata. Los animales
knockouten el gemlg-1 y transgénicos portando el cDNA tanto de humanos como murino,
recuperaban de manera significativa el comportamiento del nematodo silvestre en la respuesta al
estrés osmético. De enorme interés también es el hecho que los cDNAs con la mutaciéon
Asp396X descrita en autismo eran incapaces de rescatar el fenotipo silvestre.

Por todo lo expuesto, los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que la
utilizacion deC. eleganscomo organismo modelo en el estudio del autismo es una alternativa
prometedora. Este organismo permite crear un escenario experimental que facilita el estudio
genético de algunos de los componentes sindpticos implicados en el trasorno. El objetivo a corto
plazo es que los resultados obtenidos puedan extrapolarse a humanos y que ayuden a explicar
algunos de los mecanismaos neurobiolégicos que intervienen en la etiologia de los trastornos del

espectro autista.



Introduccidon general



Introduccién general.

[. El autismo.

1. Descripcidn de los trastornos del espectro autista.

Hasta practicamente el afio 1980 el autismo se consideraba una enfermedad de origen
ambiental, que se originaria por el comportamiento inapropiado de progenitores y/o cuidadores
(hipotesis de refrigerator mother§ (Chamak and Cohen 2003).0s estudios realizados en
familias y especialmente la comparacion de los valores de concordancia entre gemelos
monocigéticos (36-91%) y dicigbticos (10-20%) demostraron un elevado componente genético
en este trastorno (Folstein and Rutter 1977; Cantwell 1996; Hechtman 1996; Folstein and
Rosen-Sheidley 2001; Rutter 2005; Waldman and Gizer 2006; Nishiyama, Notohara et al.
2009) Hoy dia se considera que el autismo es un conjunto de trastornos de etiologias diferentes
gue comparten rasgos fenotipicos similares. En la mayoria de las ocasiones la enfermedad
podria deberse a mutaciones en uno o varios genes que intervienen en el desarrollo o la
funcionalidad del sistema nervioso; en otros casos podria originarse por la accién de factores
ambientales bioldgicos, quimicos o fisicos en el sistema nervioso del feto durante el embarazo;
por ultimo existe la posibilidad de que la enfermedad se origine por la interaccion de
alteraciones genéticas y factores ambientales. En cualquier caso, en su conjunto se considera
que el autismo es uno de los trastornos del comportamiento de origen multifactorial con un
componente genético mas elevado.

El trastorno autista viene definido por la existencia de tres caracteristicas fenotipicas:
deficiencia en la interaccién social, anormalidades en la comunicacion verbal y no verbal, e
intereses restrictivos y conductas repetitivas (Zwaigenbaum 2010). El trastorno es mas frecuente
en nifios que en nifias (proporcién 4,3:1) y su sintomatologia aparece antes de los tres afios de
edad. Los datos obtenidos en estudios epidemioldgicos son variables, probablemente debido a
los instrumentos empleados para llevar a cabo el diagnostico y por las diferencias en las
muestras analizadas. La prevalencia del trastorno entre 1991 y 1996 (media de 16 estudios) era
de 4,4/10.000 (Fombone 2002); en la ultima década los datos epidemiolégicos indican una
pevalencia de hasta 110/10.000 (Newschaffer, Croen et al. 2007). Este incremento podria
deberse a la utilizacion de instrumentos de diagnostico méas fiables, aunque no se descarta la
posibilidad de que existan factores ambientales que puedan estar incidiendo en el incremento de
la incidencia en las poblaciones actuales.

El término “autismo” se emplea para definir a todos los trastornos incluidos bajo la
denominacion de Trastornos Generalizados del Desarrollo (TGD) (World-Health-Organization
1992; Frances and Ross 2003), que incluyen a los trastornos “Autista”, “Asperger”,

“Desintegrativo Infantil (CDD)”, “Generalizado del Desarrollo no Especificado (PDD-NOS)” y



“Rett”. El término Trastornos del Espectro Autista (TEA), incluye generalmente a los mismos
trastornos que los TGD, a excepcion del sindrome de Rett, del que se conoce con exactitud el
gen cuya disfuncion es responsable de la enfermedad (Amir, Van den Veyver et alL4999)
experiencia acumulada en el diagnostico de los TEA ha demostrado que existe una gran
variabilidad en los sintomas de los mismos, de tal manera que no se puede definir un cuadro
clinico uniforme y este varia con la edad del paciente y se ve influido por el grado de capacidad
intelectual del sujeto y por la accesibilidad a programas de estimulacion precoz y otros apoyos
especializados. Actualmente los TEA se consideran un conjunto de trastornos que tienden a
clasificarse en “alto funcionamiento” o “bajo funcionamiento” en funcién de si el cociente
intelectual (Cl) del sujeto diagnosticado es superior o inferior a 70-80.

Teniendo en cuenta todo lo anterior se puede concluir que las caracteristicas fenotipicas del
autismo son dificiles de homogenizar por su variabilidad y complejidad. No obstante, aunque es
cierto que los conocimientos neurobiolégicos actuales no permiten explicar con exactitud las
causas que originan estos trastornos, los resultados experimentales apuntan a la idea de que un
elemento comun en la mayoria de los casos son disfunciones en las interacciones y conexiones

neuronales (Garber 2007).

2. Autismo y su relacién con la funcion sinaptica.

En los dltimos afios se han publicado resultados experimentales que permiten explicar el origen
de algunos casos de autisgastos indican como una posible causa del trastorno la presencia

en el genoma de mutaciones que codifican proteinas que intervienen en la sinapsis neuronal.
Un buen nimero de estas observaciones se refieren a los procesos moleculares que se producen
durante el establecimiento de la sinapsis entre el terminal presinaptico y el postsinaptico. En
este escenario cobran protagonismo numerosas proteinas de adhesion celular, entre las cuales
destacan la familia de las neuroliguinas y de las neurexinas (Craig and Kang 2007; Sudhof
2008).

Existe estudios que relacionan los trastornos del espectro autista con mutaciones en la
secuencias codificantes de diferentes genes de neuroliguinas (Jamain, Quach et al. 2003;
Laumonnier, Bonnet-Brilhault et al. 2004; Talebizadeh, Lam et al. 2006; Lawson-Yuen,
Saldivar et al. 2008; Yan, Feng et al. 2008; Blundell, Tabuchi et al. 2009; Gutierrez, Hung et al.
2009; Zhang, Milunsky et al. 2009; Blundell, Blaiss et al. 2011; De Jaco, Lin et al. 2011), y
neurexinas (Arking, Cutler et al. 2008; Kim, Kishikawa et al. 2008; Reissner, Klose et al. 2008;
Yan, Noltner et al. 2008; Etherton, Blaiss et al. 2009; Rujescu, Ingason et al. 2009; Bot,
Schweizer et al. 2011; Ching, Shen et al. 2011). También diversos casos de autismo se han
asociado al complejo entramado molecular que permiten las conexiones neuronales. En

concreto, mutaciones que afectan al @HhANK3, que codifica una proteina esencial en el



andamiaje molecular de la densidad postsindptica (Bonaglia, Giorda et al. 2001; Durand,
Betancur et al. 2007; Moessner, Marshall et al. 2007; Okamoto, Kubota et al. 2007) y
recientemente alteraciones en el §tANK2 (Berkel, Marshall et al. 2010). Otras proteinas de
adhesion que participan en la sinapsis como las cadherinas, han sido relacionadas con un
namero significativo de casos de autismo (Wang, Zhang et al. 2009), y CADM1, una molécula
de adhesion celular que interviene en la sinapsis (Fujita, Dai et al. 2011). Todos estos resultados
revelan la importancia de los componentes moleculares que participan en un correcto
establecimiento sindptico y su relacion con los aspectos neurolfgiegaieden tener lugar en

el trastorno autista.

2.1. Conexién sinaptica y autismo: neuroliguinas y neurexinas.

Las neurexinas y neuroliguinas estan implicadas en la activacion de los terminales pre y
postsinapaticos durante la transmision sinaptica. La disfuncién de ambas moléculas afecta a las
propiedades de la sinapsis, asi como al correcto funcionamiento de las redes neuronales, pero su
ausencia no elimina completamente la transmision sinaptica (Missler, Zhang et al. 2003;
Varogqueaux, Aramuni et al. 2006).

Las neurexinas y las neuroliguinas son proteinas localizadas principalmente en las membranas
pre y postsinpticas respectivamente, estableciéndose una interaccién entre ambas en el espacio
sinaptico. No existe certeza de que las neurexinas estén confinadas exclusivamente en la
membrana presindptica, ya que se ha observado que algunas deleciones en genes que codifican
alpha-neurexinas tienen efectos en el terminal postsinaptico (Kattenstroth, Tantalaki et al. 2004)

y una proporcién de neurexinas han sido localizadas en la membrana postsinptica (Fabrichny,
Leone et al. 2007; Taniguchi, Gollan et al. 2007; Sudhof 2008). Ademas en un estudio reciente
se ha descrito la presencia de neurexina en zonas postsinapticas de embrinossptela
melanogaste(Chen, Gracheva et al. 2010). De la misma manera, las neuroliguinas han sido
identificadas tanto pre como postsinapticamente en el sistema nervioseldgangFeinberg,
Vanhoven et al. 2008).

Ambas proteinas han sido propuestas como candidatas en enfermedades neurocognitivas. De
hecho, diversos estudios relacionan las cuatro neuroliguinas existentes con el autismo y también
como se ha mencionado anteriormente, se han descrito mutaciones que afectan a las neurexinas

en pacientes diagnosticados con este trastorno (Sudhof 2008).

2.1.1. Neurexinas.

La funcion de adhesion celular y de reconocimiento celular de las neurexinas fue deducida a
partir de su estructura molecular, consistente en una region transmembrana simple y un dominio
extracelular similar al de proteinas implicadas en la sinaptogénesis (Ushkaryov, Petrenko et al.

1992). Las neurexinas pueden ser clasificadas en dos tipos: alpha-neurexinas y beta-neurexinas.



Ambos tipos tienen diferentes secuencias amino-terminales (dominios extracelulares), pero
idénticas regiones transmembrana carboxi-terminales y colas citoplasméticas (Figura 1).
Extracelularmente, las alpha-neurexinas tienen seis dominios Ud&iir{in, NRXN, sex-
hormone-binding globulin domaif)scon tres dominios EGF épidermal growth factdy
intercalados entre los primeros, y las beta-neurexinas tienen un solo dominio LNS. Las alpha-
neurexinas son necesarias para la liberacion deyQrara la actividad de los receptores de tipo
NMDA (Missler, Zhang et al. 2003; Kattenstroth, Tantalaki et al. 2004).

LNS2 LNS3 LNS4 LNS5 LNS6 o-Glyc.

Alpha-neurexina
SS4 SS5

V Vv
Beta-neurexina W

Figura 1. Estructuras de alpha y beta-neurexinasLas alpha-neurexinas estdn compuestas de una
secuencia N-terminal extracelular conteniendo un péptido sefial (PS), seis dorbanusiri-alpha,

Neurexin and Sex hormone-binding globul{bhNS) separados por tres dominiospidermal growth

factor’ (EGF), seguido por una region de O-glicosilacién (O-Glyc), un dominio transmembrana (TM) y
una corta region aminoacidica intracelular conteniendo un sitio de interaccion PDZ (no mostrado). Las
beta-neurexinas contienen un solo dominio LNS precedido de una secuencia especifica de beta-
neurexinas (blogue rayado) y un péptido sefial diferente al de alpha-neurexinas. Las puntas de flecha (SS)
indican la localizacion de los sitios de procesamiento alternativo presentes en alpha y beta-neurexinas.

El genoma de mamiferos contiene tres genes que codifican neurdXREBIY, NRXN2 vy

NRXN3) que se expresan mayoritariamente en neuronas, y cada uno de ellos codifica a su vez
una alpha-proteina (alpha-neurexina) y una beta-proteina (beta-neurexina) desde promotores
independientes (Tabuchi and Sudhof 2002). Ademéas, mediante procesamiento alternativo de
estas proteinas se pueden generar una gran cantidad de isoformas (Ullrich, Ushkaryov et al.
1995). Los sitios de procesamiento alternativo SS 1 a SS 4 (Figura 1) estan conservados en las
tres neurexinas, todos son de secuencias cortas (30 residuos o menos) y se localizan en los
dominios LNS o cercanos a éstos. Por el contrario el sitio de procesamiento alternativo SS 5
(Figura 1) presentan gran variabilidad; asi, en la proteina NRXN1 consta de una insercion de
solo tres residuos, en la NRXN2 de 191 residuos y en la NRXN3 pueden existir gran diversidad
de longitudes del insertos, incluyendo secuencias de fin de mensaje y pudiéndose generar
isoformas de neurexinas que son secretadas extracelularmente (Ushkaryov, Petrenko et al. 1992;
Ullrich, Ushkaryov et al. 1995; Rozic-Kotliroff and Zisapel 2007). Los ratokeeckout’ en

el gen que codifica alpha-neurexina-1 son deficientes en neurotransmision de sinapsis
excitatorias (Etherton, Blaiss et al. 2009). Los ratorl@®ckout’ en los tres genes que
codifican alpha-neurexinas son deficientes en la liberacién de neurotransmisores excitatorios e

inhibitorios y mueren al poco tiempo de nacer (Missler, Zhang et al. 2003).



2.1.2. Neuroliguinas.

Las neuroliguinas son también proteinas de membrana (Figura 2). Su secuencia extracelular esta
compuesta por un unico dominio globulacétilcholinesterase-like conectado a una region
transmembrana mediante una secuencia glicosilada. Las neuroliguinas forman dimeros por la
interaccion entre los sitios de oligomerizacion. Las neuroliguinas presentan un Gnico sitio de
procesamiento alternativo (SS A), aundleéGN1 presenta un sitio alternativo adicional en una
segunda posicion (SS B) (Ichtchenko, Nguyen et al. 1996; Boucard, Chubykin et al. 2005).
Scheiffele et al., 2000, demostraron que las neuroliguinas pueden inducir la formacion de
estructuras presinapsticae novo, sugiriendo que estas moléculas son esenciales en la

conectividad y plasticidad del sistema nervioso (Scheiffele, Fan et al. 2000).

SSA SSB

v v
ps- - Cholinesterase-like domain
—-_—

Neuroliguina

Figura 2. Estructura de las neuroliguinas.Las neuroliguinas estan compuestas de una secuencia N-
terminal extracelular que contiene un péptido sefial (PS), seguido de un damalinesterase likeque

contiene dos sitios de procesamiento alternativo (SS-A y SS-B), una region de oligomerizacién (bloque
rayado) y un sitio de O-glisosilacion (O-Gly). A este dominio le sigue una region transmembrana (TM) y
una corta secuencia aminoacidica intracelular que contiene un motivo de reconocimiento de PDZ (no
mostrado).

En mamiferos existen cuatro genes que codifican neuroliguinas. LosNjgBNS yNLGN4 en
humanos se localizan en el cromosoma X. En el cromosoma Y hay un gen complentario a
NLGN4 denominado NLGN5. Los genes que codifican neuroliguinas se expresan
mayoritariamente en el sistema nervioso (Ichtchenko, Nguyen et al. 1996; Philibert, Winfield et
al. 2000). Mediante estudios inmunohistoquimicos se ha podido demostrar que las proteinas
NLGN1 y NLGN2 se circunscriben exclusivamente a las sinapsis excitatorias e inhibitorias
respectivamente, NLGN3 podria estar presente en ambas (Song, Ichtchenko et al. 1999; Graf,
Zhang et al. 2004; Varoqueaux, Jamain et al. 2004; Budreck and Scheiffele 2007), y NLGN4
preferentemente en sinapsis inhibitorias (Hoon, Soykan et al. 2011).

Las neuroliguinas pueden unirse tanto a alpha- como a beta-neurexina, mediante el sexto
dominio LNS de las alpha-neurexinas, que se corresponde con el Unico dominio LNS de las
beta-neurexinas (Comoletti, Flynn et al. 2006). La afinidad de unioén varia entre las diferentes
isoformas de neuroliguinas y neurexinas (Petrenko, Ullrich et al. 1996; Comoletti, Flynn et al.
2006; Chih, Gollan et al. 2006). Las isoformas generadas como consecuencia del procesamiento
alternativo en el sitio SS B de la NLGN1 es el responsable de que exista mayor o menor afinidad
de union a neurexinas. La presencia de ocho aminoécidos en SSB, permite la union de NLGN1
a aquellas beta-neurexinas que hayan perdido una determinada secuencia del sitio de

procesamiento SS 4; por el contrario cuando estos ocho aminoacidos estan ausentes, se favorece



la unién de alpha y beta-neurexinas independientemente del procesamiento en el sitio SS 4
(Boucard, Chubykin et al. 2005). Las posibilidades de combinacion en la unién entre ambas
moléculas de adhesién celular podrian explicar en parte los fendmenos de plasticidad sinaptica
neuronal (Boucard, Chubykin et al. 2005).

Los ratonesKnockout en los genes NLGN1, NLGN2 y NLGN3 mueren al nacer, pero presentan
un namero de sinapsis con una estructura aparentemente normal (Varoqueaux, Aramuni et al.
2006). Sin embargo, los ratones que pierden uno de estos genes son viables y fértiles, aunque
mediante analisis electrofisioldégicos se demuestra que presentan una disfuncién en la sinapsis
neuronal. Los ratonektfiockouts en el genNLGN1 presentan defectos en la neurotransmision

en las sinapsis excitatorias via receptores NMBAubykin, Atasoy et al. 2007), y presentan
patrones de comportamiento repetitivos con déficit en los procesos de aprendizaje y memoria
(Powell 2009; Dahlhaus and El-Husseini 2010). Los ratokesckouts en el genNLGN2

tienen deficiencias en la transmisién de las sinapsis inhibitorias (Chubykin, Atasoy et al. 2007),
pero no se observan en ellos alteraciones fenotipicas en el comportamiento (Blundell, Tabuchi
et al. 2009). Los ratoneskriockouts en el genNLGN3 muestran un fenotipo que podria estar
relacionado con el descrito en el trastorno autista, presentando una disminucion en el interés por
sucesos novedosos, en la interaccion social, asi como una pérdida en la vocalizacion y emision
de sonidos empleados en su comunicacién (Radyushkin, Hammerschmidt et al. 2009). Por
altimo, los ratonesknockouts en el genNLGN4 presentan una disminucion en la interaccion

con otros ratones y una reduccion en la emisién de sonidos en su comunicacién, con respecto a

ratones silvestres (Jamain, Radyushkin et al. 2008).

2.1.3.Homologia en C. elegande los genes NLG NRXN.

En C elegans los genes nrx-1 y nlg-1 son homélogos a los genes humanos que codifican la alfa-
neurexinas y neuroliguinas respectivamente y presentan una estructura similar de dominios
funcionales. En la Figura 3 se comparan la estructura de los dominios funcionales de las

proteinas alfa-neurexinal y meuroliguina-1 humanas con las del nematodo. El porcentaje de
identidad entre los dominios de alfa-neurexinas en ambas especies varia entre el 22 y el 32%
(Biswas, Russell et al. 2008). El porcentaje de identidad entre los donthioinésterase-

like” y transmembrana (TM) de las neuroliguinas en ambas especies son del 28% y 23%

respectivamente (Arac, Boucard et al. 2007).
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Figura 3. Comparacion de la estructura de dominios funcionales de las proteinas alfa-neurexinal

(A) y meuroliguina-1 (B) deH. sapiensy C. elegans La neurexina contiene en el extremo N-terminal la
parte extracelular compuesta de un péptido sefial (SP), seis dominios de unién LNS
(“laminin/neurexirtsex-hormon® intercalados con tres dominios EGFidermal growth factdy y en

el extremo C-terminal los dominios transmembrana (TM) y de unién PDZ. La neuroliguina contiene en el
extremo N- terminal la parte extracelular compuesta de un péptido sefial (SP) y los dominios
“cholinesterase-like de oligomerizacién (OD) y de glicosilacién (OG), y en el extremo C-terminal los
dominios transmembrana (TM) y de unién PDZ. Modificado de (Biswas, Russell et al. 2008).

lI. Caenorhabditis elegansomo organismo modelo.

1. Ventajas y caracteristicas.

Caenorhabditis eleganses un pequefio nematodo no parasito que se alimenta de
microorganismos y habita en la naturaleza en lugares templados y himedos. En el laboratorio de
alimenta deEscherichiacoli y bajo unas condiciones Optimas su ciclo de vida dura
aproximadamente 3 dias. El tamafio de ambos sexos, hermafroditas y machos, es de
aproximadamente 1mm de largo, pero su morfologia es diferente en la edad adulta (Figura 4).

C. eleganses un organismo de relativa simplicidad desde el punto de vista anatémico. El
hermafrodita adulto tiene 959 células somaticas y el macho 1031. Tanto el nUmero de células
como su posicién son constantes en la espé&iecleganstiene 5 pares de cromosomas
autosémicos y 1 par de cromosomas sexuales. Los organismos hermafroditas poseen dos
cromosomas XX, mientras que los machos poseen solo uno (X0). Los hermafroditas producen
ovocitos y espermatozoides, se reproducen por autofecundacion y no pueden fertilizar a otros
hermafroditas. Los machos, que aparecen de manera espontanea con una frecuencia inferior al

0,3%, pueden fertilizar hermafroditas. Un hermafrodita es capaz de poner entre 200 y 300
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huevos a lo largo de su vida reproductiva. Esta caracteristica facilita la produccién de
numerosos individuos para un estudio genético. Una vez el huevo eclosiona, el gusano se
desarrolla pasando por cuatro estadios larvarios, cada uno de ellos interrumpido por un cambio
de muda, hasta convertirse en joven adulto (Figura 5). El adulto maduro es fértil durante 4 dias
y posteriormente es capaz de vivir entre 10 y 15 dias.

©Wormatias SEM

Figura 4. Imagende microscopia de barrido de dos individuos adultos dé. elegans El hermafrodita

se muestra a la izquierda y el macho a la derecha. En el gusano hermafrodita se puede observar la cuticula
en anillos y la boca con las terminaciones sensoriales que recogen informacidon quimica, térmica y
mecanica. En el macho adulto se puede observar la diferencia en la estructura de la cola respecto al
hermafroditahttp://wormatlas.org

El mantenimiento d€. elegan®n el laboratorio es muy sencillo, ya que puede crecer en placas

de agar o en medio liquido, en ambos caso$saherichia colcomo fuente de alimento. Los
animales, con la ayuda de una lupa estereoscoépica, pueden ser observados y manipulados de
forma individual. El gusano es transparente a lo largo de todo su ciclo de vida y gracias a esta
caracteristica, utilizando un microscopio con luz preferiblemente con sistema Nomarski, se
puede observar en preparaciones vivas el desarrollo y el linaje celular.

El tamafio del genoma es de 8 X pares de nucledtidos, alrededor de 8 veces mas que la
levadura Saccharomycey 1/30 del humano. El genoma d& elegansfue secuenciado
completamente en 1998, convirtiéndose asi en el primer organismo multicelular del que se
disponia la secuencia completa de su genoma (Consortium 1998). Ademas, el hecho de que su
genoma muestre bastante similitud con el genoma humano, ya que al menos el 83% del
proteoma deC. elegangpresenta homologia con genes humanos (Lai, Chou et al. 2000), hace
queC. elegansea un organismo potencialmente muy valioso para el estudio de enfermedades

humanas.
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Figura 5. Ciclo de vida deCaenorhabditis elegan<l circulo exterior esta fraccionado en horas a partir

de la fertilizacion. El circulo interior esta dividido en horas desde la eclosién del huevo. El ciclo de vida

es mas corto o mas largo dependiendo de la temperatura de incubaciéon. En este caso se muestra el ciclo a
25 °C. Los estadios larvarios estan indicados e ilustrados a lo largo del ciclo (embriogénesis, L1, L2, L3,
L4 y adulto). Los procesos biolégicos también estan determinados en el ciclo por colores (Tesis doctoral,
Pilar Gonzalez Cabo, 2006).

Existen trabajos co@. elegansprevios a la década de los afios sesenta del siglo XX. Pero es a
partir de entonces cuando Sidney Brenner propuso utilizar este organismo como modelo para
estudiar el comportamiento basado en la simplicidad del sistema nervioso y la posibilidad de ser
manipulado casi con la facilidad de un microorganismo (Brenner 1974). En esa fecha se sabia
que los grandes avances en los conocimientos sobre genética y biologia molecular se habian
conseguido gracias a la utilizaciébn de organismos simples como virus, bacterias y otros
microorganismos, que ofrecian la oportunidad de trabajar con grandes cantidades de individuos
y con tiempos de generacién muy cortos.

Hasta entonces existian otros modelos animales bien consolidados, talePrommphila
melanogasterMus musculysetc. Sin embarg®;. elegansfrecia la posibilidad de trabajar con

un modelo que presentaba el equilibrio justo entre lo sencillo y lo complejo. CDaslégans

fue propuesto como organismo modelo debido a sus cualidades, no se conocian aun todas las
ventajas de trabajar con este gusano. Se han descrito desde entonces peculiaridades muy utiles
que hacen mas sencillo todavia el trabajo con este organisn@.elagansun DNA exdgeno
inyectado en el sincitio de la gonada se liga y/o recombina para formar una construccion en

tandem {extrachromosomal transgenic array,’que algunos autores sefialan en un nimero que
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oscila entre 80 y 300 copias del DNA inyectado (Stinchcomb DT. 1985). Estas construcciones
pueden ser heredadas por la progenie del nematodo transgénico, sin necesidad de ser integradas
en el genoma. Esto permite realizar experimentos de sobreexpresion de proteinas y &cidos
nucleicos, asi como estudios de expresion con genes “reporteros” en tiempos cortos. En realidad
la formacion deé'extrachromosomal transgenic arraypuede constituir una desventaja cuando

se quiere controlar el nUmero de copias existentes en el transgénico y por la inestabilidad de los
mismos. No obstante se pueden conseguir cambios estables en loci cromosomicos por
recombinacion homéloga por transformacion biolistica (Berezikov, Bargmann et al. 2004).
Recientemente se ha ideado un método basado en el trasnposon Mos-1 que permite la insercion
de una copia single del DNA deseado en loci especificos del genoma (Giordano-Santini,
Milstein et al. 2011).

Por otro lado se describié en 1998 un proceso fisiol6gico, que mas tarde se comprobaria que
estaba conservado en muchos otros organismos, por el cual se puede degradar el mensajero de
un gen concreto. Este proceso es la interferencia por RNA o RNAi (Guo 1995; Rocheleau
1997). Con esta técnica se puede hacer genética “reversa” con una gran facilidad y rapidez. El
RNAI es un proceso natural, por el cual se degradan moléculas de RNA de manera muy
especifica (Hutvagner 2002). Esto es el fundamento de una nueva técnica de estudiar la funcién
génica, denominad&nock-down o reduccion transitoria de la expresibn de un gen.
Introduciendo moléculas de doble cadena de RNA (dsRNA) de un gen concreto, en el ambiente
celular de los nematodos (y de otros organismos), se puede obtener una fenocopia de un
mutante para el gen en cuestion (Fire 1998).

Mientras las secuencias de genes y genomas disponibles en las distintas bases de datos
aumentan exponencialmente, la comprension de la funcion de los genes lo hace linealmente.
Una técnica muy util para obtener datos sobre la funcion de los genes es la genética “reversa”,
mediante la obtencién de mutaciones en los mismos. En los modelos animales tradicionales,
como el ratdn, el tiempo de generacion de mutaciones es largo y costoso. Por el contrario, en
C.elegansexisten consorcios internacionaleSaénorhabditis Genetic Center y Nacional
BioResource Project) que suministran mutantes por delecion en los genes solicitados por la
comunidad investigadora.

Otra ventaja que presenta este nematodo es que es susceptible de ser congelado y mantenido a —
80 °C; alternativamente puede ser mantenido a medio plazo (entre seis meses y un afio) en un
estadio de resistencia denominatdmer, durante el cual el nematodo se encuentra en una fase

de latencia en la fase larvaria L2. Este estadio es inducido ante la falta de alimento en el medio,
disminucion de la temperatura o una combinacibn de ambos factores ambientales. Si
posteriormente se administra alimento las larvas diéemen la capacidad de completar su ciclo

vital y desarrollarse hasta el estadio adulto.
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Aunqgue se han enumerado numerosas ventaj@saleganscomo organismo modelo, es obvio

gue también posee desventajas, fundamentalmente debido a las diferencias existentes entre
nematodos y mamiferos. Por tanto, logicamente la extrapolacion de los hallazgos en el
nematodo no es siempre posible a humanos, aunque a nivel basico de funcionamiento, los
mecanismos generales conservados son mas factibles de estudiar y analizar en dicho organismo
por su simplicidad y facilidad de manejo.

Quizas, una de las pruebas mas relevantes de la importancia del Gseeldganscomo
organismo modelo esta ejemplarizado por la concesion de los premios Nobel de fisiologia y
medicina en los afios 2002 y 2006, y de quimica en 2008, a personas que realizaron su
investigacion y aportaciones fundamentales a la ciencia utilizando este nematodo. En concreto,
Sydney Brenner, Robert Horvitz y John Sulston por sus aportaciones en el proceso de apoptosis
0 muerte celular programada (Brenner 2003), Andrew Fire y Craig Mello por el descubrimiento
del RNA de interferencia (Mello 2007) y Matin Chalfie por la aplicacién de la proteina verde

fluorescente (GFP) en el estudio de la expresion génica (Chalfie 2009).

2. Sistema nervioso.

Las 302 neuronas y 56 células gliales del hermafrodita aduffo elegansonstituyen el 37%

del nimero total de sus células sométicas (Hobert 2005). Estas neuronas pueden ser eliminadas
individualmente mediante ablacion laser y se pueden obtener mutantes en diferentes genes
implicados en los circuitos neuroldgicos, que mantienen la viabilidad la mayoria de las veces.
Estas caracteristicas ha convertiddCaelegansen un modelo muy valioso para estudios
neurobioldgicos.

El trabajo en la reconstruccion de la anatomi& delegansnediante secciones de microscopia
electronica proporcioné un avance significativo en el conocimiento de la anatomia de su sistema
nervioso (White, E. et al. 1986). Esto ayudd a definir 118 clases de neuronas de acuerdo a
criterios morfolégicos y de conectividad y a comprobar la existencia de un total de 5000
sinapsis quimicas, 600 uniones de tigap” y 2000 uniones neuromusculares.

Las neuronas d€. elegansse pueden clasificar al menos segun cuatro criterios diferentes:
acorde con su funcion general (sensoriales, interneuronas y motoneuronas); de acuerdo con la
naturaleza del neurotransmisor (GABAérgicas, glutamatérgicas, colinérgicas, etc.); en relacion a
Su pertenencia a conjuntos neuronales con la misma funsiéms{ila”, “amphids, “ phasmids

etc.), o atendiendo a sus caracteristicas morfofuncionales (morfologia axodendritica, tipo de
conectividad sinaptica, etc).

Las neuronas sensoriales son responsables en gran parte del comportamiento del nematodo en
respuesta a estimulos procedentes del medio que los rodea. Estas neuronas se prolongan (con

sus dendritas) hacia el exterior del nematodo mediante aperturas en la cuticula, a través de las
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cuales emiten terminaciones sensoriales especializadas (por ejemplo, el caso de las sensillia en
las neurondamphids” ASHL/R). Entre las neuronas sensoriales destacan las
quimiosensoriales y las mecanosensoriales quimiosensoriales constituyen dos neuronas
“amphids localizadas en la parte anterior del nematodo, dos neurphasrhids en la parte

posterior (ambas bilaterales y simétricas) y seis neuronas denominmaais |abial’ (IL)
localizadas en la cabeza del nematodo (Bargmann and Mori 1998). neuronas
mecanosensoriales pueden se clasificadas en varias subclases en funcion de los estimulos en que
se especializan y en la respuesta que producen. Asi, las neuronas ASH, FLP y OLQ son
responsables de la respuesta al toque suave en la parte anterior del nerfigtddooge

touch), contribuyendo cada una de ellas con una determifnadeion en la respuesta final al
estimulo. Las neuronas ASH también tienen un papel Unica detéccion de una elevada
osmolaridad y la presencia de repelentes volatiles en el medio (Kaplan and Horvitz 1993). Pero
ademagC. elegangiene la capacidad de distinguir entre las sensaciones de tacto suave y brusco
en el cuerpo debido a que las neuronas que se estimulan en ambos casos son diferentes. Las
células ALM, AVM y PLM (‘touch cell) son las encargadas de la deteccion del tacto suave
(cuando son palpados con un pelo de pestafia) en el cuerpo del nematodo y responsables de la
respuesta a la sensacion de vibracién suave en el medio (Chalfie and Sulston 1981). Mientras
que en el tacto brusco, medido experimentalmente mediante palpacién con un hilo fino de
platino, se estimula la neurona PVD que hace sinapsis con las interneuronas AVA y PVC, y
estas a su vez con motoneuronas que son las responsables Ultimas junto con las células
musculares de la respuesta.

Mediante la interacciébn entre neuronas quimio y mecanosensoriales como ocurre en la
interaccion entre las neuronas glutamatérgicas IL1 y OLQ (haciendo sinapsis ambas con la
neurona RMD), el nematodo puede llevar a cabo comportamientos como &ratgng”

(cortos movimientos de la cabeza durante la exploracion de la comida) y del reflejo de la
retirada ante un estimulo adverso en el medio (Hart, Sims et al. 1995).

En general, la respuesta a los estimulos procedentes del exterior se traduce en la mayoria de las
ocasiones en el movimiento del nematodo a través de las motoneuronas mediante una via
directa o a través de las interneuronas. Tanto las motoneuronas como las interneu@nas en
elegansextienden sus axones principalmente a lo largo de las vias fasciculadas del cordén
nervioso dorsal y ventral, aunque los cuerpos celulares se pueden localizar tanto en los ganglios
nerviosos (repartidos en la anatomia del nematodo) como o a lo largo del cordon nervioso
ventral, desde donde envian prolongaciones transversales (comisuras) hacia el cordon nervioso
dorsal (White, E. et al. 1986).
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2.1. Neurotransmision.

En C. eleganel comportamiento, esto es, las diferentes respuestas observadas a los estimulos,
requieren la participacion de multiples neuronas y de la comunicacion entre ellas. En esta
comunicacion neuronal juega un papel primordial los neurotransmisores. Los neurotransmisores
se liberan en la terminacion nerviosa presinptica y posteriormente modifican las propiedades
de la célula postsingptica mediante su union a receptores especificos &ricelixrgo de los

anos se han estudiado e identificado diferentes categorias de neurotransmisores que ejercen su
funcion en el sistema nervioso de vertebradeistre ellos destacalos colinérgicos (e.g.:
acetilcolina), las aminas bibgenas como las catecolaminas (e.g.: dopamina) e indolaminas (e.g.:
serotonina), aminoacidos (e.g.: glutamato y GABA) y neuropéptidos (e.g.: FMRFamida). A
pesar de que el sistema nervioso @e eleganstiene so6lo 302 neuronas y de que es
relativamente sencillo, la diversidad de los neurotransmisores que utiliza es comparable a la del
sistema nervioso de vertebrados. Asi, los neurotransmisores clasicos mas conocidos de
mamiferos se encuentran tambiénGrelegansa excepcion de las catecolaminas adrenalina y
noradrenalina (Rand, Duerr et al. 2000), aunque las funciones de éstos neurotransmisores en
invertebrados son equivalentes a las ejercidas por las aminas biégenas tiramina y la octopamina
ambas funcionales en el nematodo (Roeder 2003). Otra caracteristica diferencial respecto al
funcionamiento de los neurotransmisores en el nematodo con respecto a mamiferos, es que
GABA enC. elegansejerce a veces como inhibitorio y otras veces como excitatorio sinaptico,
mientras que en mamiferos es siempre un neurotransmisor de caracter inhibitorio (Schuske, Beg
et al. 2004).
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Objetivos



El objetivo general de esta tesis ha sido profundizar en los mecanismos neurobiolégicos que
pudieran estar implicados en los trastornos del espectro autista. Para ello se siguié una primera
aproximacion experimental analizando polimorfismos de genes implicados en el metabolismo
de neurotransmisores y la asociacion de éstos con el autismo en una muestra homogénea de
pacientes diagnosticados con el trastorno. Una segunda estrategia experimental fue utilizar el
nematodoCaenorhabditis elegansomo modelo para establecer un escenario experimental
donde se pudieran analizar mecanismos neurobiolégicos béasicos implicados en los trastornos

del espectro autista.

Dentro de estas estrategias se marcaron los siguientes objetivos especificos:

1.- Andlisis de asociacion de polimorfismos en los g&h&€3$6A4 DRD4,DAT-1y MAO-Acon

una muestra de casos clinicos diagnoticados con autismo.

2.- Comparacion de los dominios funcionales de las proteinas neurexina y neuroligGina de
eleganscon los de las proteinas humanas. Analisis de las deleaioxds (0k1649) nrx-1
(tm1961) nlg-1 (0k259)y nig-1 (tm474)en estirpes mutantes del nematodo y determinacién de

los dominios funcionales afectados en cada una de las proteinas mutantes.

3.- Caracterizacion fenotipica de mutantes simpleS.dgdegansen los genesarx-1 ynlg-1y
dobles mutantes respecto a las siguientes caracteristicas fenotipicas de comportamiento: ciclo de
defecacién, respuesta mecanosensorial, capacidad de exploracién, tasa de movimiento, y

capacidad de respuesta al choque osmatico.

4.- Estudio de los patrones de expresion de los genes nnigilyenC. elegangusionando los

promotores de ambos con las proteinas GFP y/o mCherry.

5.- Verificacion de la posibilidad del rescate funcional de mutant€s dkegangieficientes en
el gennlg-1 con una neuroliguina humana y si las mutaciones descritas en autismo afectan a su

funcionalidad en el nematodo.

6.- Interpretacion de los resultados obtenidos analizando las implicaciones bioldgicas y
razonando la posibilidad de utiliz&x eleganscomo modelo experimental en el estudio de los
mecanismos a nivel molecular que podrian estar implicados en casos de trastornos del espectro

autista.
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Material y Metodos
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|. Materiales.

1. Material Bioldgico.

1.1. Estirpes bacterianas utilizadas
Las estirpes bacterianas empleadas en este trabajo se detallan en la Tabla 1:

Tabla 1.Estirpes bacterianas utilizadas
Cepas Genotipo Especificaciones

La mutaciéon @80lacZAM15 permite la o

complementacién con el extremo amino-

terminal de la B-galactosidasa, codificado

en los vectores pUC y en los derivados

supE44, AlacU169 (¢80/acZAM15), del mismo. Sensible al antibiético
E.coli DH5a hsdR17, recAl, endAl, amplicilina.

gyrA96, thi-1, relAl

Cepa receptora utilizada en los

experimentos de transformacion genética

de bacterias y para amplificar y aislar ADN
plasmidico.

i Cepa receptora utilizada en los
_ F':Tn10 proA+B+ laclq D(lacZ)M15/ecA1  experimentos de transformacion genética
E.coli XL1-Blue endA1 gyrA96 (Nalr) thi hsdR17 (tk-mk+)  de bacterias y para amplificar y aislar ADN

gan44 relA1 lac plasmidicol
E.coli OP50 Auxotrofia para uracilo. Cepa utilizada en el cultivo de C.elegans.
F-, mcrA, merB, IN (rrnD-rmE) 1, Cepa receptora utilizada en experimentos
lambda -, mc14::ATn10 (DE3 de ARNi.
E.coli HT115 lysogen: lavUV5 promoter -T7
(DE3) polymerase (tetr) (IPTG-inducible T7

polymerase) (RNase Ill -)

1.2. Muestras de sujetos diagnosticados con autismo.

Los participantes de este estudio fueron un total de 24 nifios (82.8 %) y 5 nifias (17.2 %), todos
ellos entre 2 y 6 afios de edad. El rario de nifios y nifas fue de 4.8:1 y se agruparon en un total
de 22 trios completos (pacientes y sus padres) y siete pacientes adicionales.

Todos los niflos analizados procedian de padres bioldgicos, y éstos fueron encuestados en
relacién al historial familiar de los hijos.

Todos los pacientes fueron diagnosticados en la Unidad de Salud Mental Infanto-Juvenil, del
Hospital Universitario Reina Sofia de Cdérdoba. Los instrumentos de diagndstico utilizado
fueron DSM-IV (‘Diagnostic andStatistical Manual of Mental Disorder Classificatitny

ADI-R (“Autism Dagnostic hterview Fevised”).

Los niveles funcionales de cada paciente fueron calculados usando sistemas de evaluacion
estandar de acuerdo con la edad y la capacidad de cognicion. Los instrumentos utilizados fueron

“Leiter Internacional Performance Scale " Battelle Developmental Inventdrya medida del

21



coeficiente 1Q (intelligence quotierij obtenida fue de 50.& 18.92 (rango 28-82) y del
coeficiente DQ (Hisability quotient) fue de 36.88 19.44 (rango 6-65).

Se realizaron examenes clinicos de los pacientes para descartar si existia alguna otra disfuncion
fisica o neurolégica. Los individuos diagnosticados con neurofibromatosis, encefalopatia,
esclerosis tuberosa o sindrome de X fragil, fueron excluidos del estudio.

Todos los padres aceptaron un consentimiento informado de participacion y el estudio fue
aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitario Reina Sofia y la Universidad de
Cérdoba.

Las frecuencias alélicas de control se obtuvieron de la poblacion europea utilizando la base de
datos ALFRED (Allele Frequency @tabase): http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp.

1.3. Estirpes de Caenorhabditis elegans

Las estirpes de C. elegamsipleadas en este trabajo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2.Estirpes de nematodos utilizada.

Estirpe Gen Alelo Origen Mutacion Especificaciones
Bristol N2 - . oo “wildtype”
Insercién 334
) a pb/ delecion
VC228 nig-1 0k259 CGC 2341 pb
FX00474 nlg-1 tma74 b NBP-Japan De'ecr')%” 583

Estirpe transgénica con la
Simon Eraser construccion nlg-1::GFP
BC13535 nig-1 sls13247 - integrada mediante

Universit 9
4 radiacién con rayos X.

Estirpe transgénica con la

BC13247 nig-1 SEx13247 S'LTO.” Fraser - construccion nig-1::GFP no
niversity X
integrada
VC1416 nrx-1 0k1649 “CGC Delecion 861
pb
FX1961 nrx-1 tm1961 ® NBP-Japan Delecion 428
pb
Sustituacion
DA609 npr-1 ad609 “CGC T(@B3)al/
T(144) a A
CRR21 nlg-1; 0k259; -
nrx-1 0k1649 Este trabajo
CRR23 nlg-1; 0k259; -
nrx-1 tm1961 Este trabajo

8 Caenorhabditis Genetics Center.
b . . . . .
National Bioresource Project for the Experimental Animal “Nematode C. elegans”.
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2. Medios de cultivo.

2.1. Medios de cultivo de Escherichia coli.
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (1.2 atm. y 120 °C durante 20 minutos) o

mediante filtracion a través de un diametro de poro de OyR22 u

- Medio Luria Bertani (LB)
Liquido: bactotriptona (10 gl); extracto de levadura (5 g), NaCl (5 gL™).
Solido: bactotriptona (10 gl); extracto de levadura (5 @), NaCl (5 gL™Y), bactoagar (15 gb).

- Medio X-Gal (LB+ampicilina+IPTG+X-Gal)

Bactotriptona (10 gt); extracto de levadura (5 @), NaCl (5 gL, bactoagar (15 gb),

134 pM isopropil-1-tio-beta-D-galactopiranosido (IPTG), 0.005% X-Gal (p/v en formamida) y
0.005% ampicilina (p/v).

- Medio PSI-b
Bactotriptona (20 gt); extracto de levadura (5 g); MgSQ; (5 gL™). Ajustar el pH a 7.6 con

KOH. Medio utilizado en la obtencion de células competentes.

2.2. Medios de cultivo de nematodos (C. elegans).
Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (1.2 atm. de presion y 120 °C durante 20

minutos).

- Medio NGM (NematoddGrow Mediunj.
NaCl (3 gL, bactoagar (17 gt), peptona (2.5 gt), colesterol (5 mg mt, etanol 95%) (1mL
L™, CaCh 1M (1ml L"), MgSQ, 1M (1 ml L"), tampén KPQ1M, pH 6.0 (25 ml [).

- Medio de seleccién de transgénicos de C. elepggsistentes a Neomicina.

Medio NGM con una concentracion 0,4 mg/mL de Neomicina (G-418) Phytofpotencia:
715 w/mg).

- Medio para ensayos dexploring'.
Bactoagar (2%), Tween 20 (0,25%), HEPES (10 mM); pH 7.2.

2.3. Antibioticos.
Los antibidticos se esterilizaron mediante filtracion y se afiadieron en las concentraciones

indicadas en la Tabla 3.
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Tabla 3.Antibiéticos utilizados en la elaboracién de los medios bacterianos

Antibiotico Concentracion de almacenaje Concentracion
en el medio
Ampicilina/Carbenicilina 50 mg/mL  diluido en agua 50 pg/mL
Kanamicina 50 mg/mL  diluido en agua 50 pg/mL
Estreptomicina 50 mg/mL  diluido en agua 50 pg/mL
Cloranfenicol 34 mg/mL  diluido en etanol 100% 34 pg/mL
Tetraciclina 10 mg/mL  diluido en etanol 50% 6 100% 10 pg/mL

3. Vectores de clonacion.

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon los siguientes vectores de clonacion, recogidos

en la Tabla 4:

Tabla 4. Vectores de clonacién usados en este trabajo.

Vector Caracteristicas

Procedencia/Referencia

pL4440 2790 pb. Este vector permite clonar un fragmento
del gen de interés en un polilinker flanqueado por
dos promotores T7 con una orientacién invertida.

Presenta resistencia a carbenicilina.

pGem ®—T 3000 pb. Vector que deriva del plasmido pGem®-52f (+),
linealizado con la enzima EcoRvy con una T
afiadida en cada uno de los extremos 3'. Facilita la
clonacién directa de fragmentos de PCR. Es
portador de los promotores SP6 y T7 que
flanquean el polilinker. Presenta resistencia al
antibiético ampicilina.

pPD95.75 4487pb. Vectores portadores del gen GFP (“Green
Fluorescen Protein™), presenta la regiéon UTR del
pPD95.77 gen unc-54 de C.elegans. Utilizados para el

estudio de expresion génica, y para la realizacién
de construcciones portadores con la secuencia
ADNCc de los genes de interés. Presenta
resistencia al antibiético ampicilina.

pPME18S-FL3 Vector portador de la secuencia ADNc del gen nig-

(yk406f12) 1 de C.elegans.

C40C9 Vector portador del promotor del gen nig-1 de
C.elegans.

C29A12 Vector portador del promotor del gen nrx-1 de
C.elegans.

pBluescript Il

SK(+). KIAA1070 Vector portador de la secuencia ADNc del gen

(hj05602) NLGN1 humano.

(Dr. A. Fire, coleccion 1999).
Obtenido de la libreria de
ARNi gestionada por Dr.
Peter Askjaer (CABD-CSIC.
U. Pablo Olavide, Sevilla).

Promega

MBL

Laboratorio Dr. Julian Cer6n

(Instituto Investigacion
Biomédica, Bellvitge,
Barcelona).

Laboratorio  Dr.  Antonio
Miranda Vizuete (CABD-
CSIC. U. Pablo Olavide,
Sevilla).

National Institute of
Genetics, Japon.
Sanger Institute , UK.
Sanger Institute , UK.

Kazusa DNA Research
Institute, Japén.
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4. Oligonucleotidos sintéticos.

Los oligonucleédtidos utilizados como cebadores en las reacciones de amplificacion,
secuenciacion y extension se disefiaron con la ayuda del programa @ligd®C, analizando

en cada caso su estabilidad interna, la formacién de dimeros y horquillas no deseados, asi como
diversos pardmetros fisicos y quimicos (Tm, Td, %G+C, %A+T, etc). Los oligonuclettidos
fueron sintetizados por la casa comercial Bonsai Technologies. Se indican a continuacion los
oligonucledtidos que se han empleado en este trabajo. Las letras cursiva y mindscula indicadas
en las secuencias de los oligonucleétidos no son fieles a la secuencia original y fueron

introducidas para generar un sitio de corte de endonucleasas de restriccion.

4.1. Deteccidn de polimorismos en humanos.
Los oligonucledtidos especificos usados para la deteccién de polimorfismo en los genes
SLC6A4, DATL1, DRD4 y MAO4#umanos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5.0ligonucleétidos usados en el genotipado de polimorfismos de los$e@Gés4, DATIDRD4
y MAO-A Se detalla la temperatura de hibridacion y el polimorfismo a analizar.

Temp. de

Marcador molecular Secuencia (5" —3’) hibridacion (°C) Polimorfismo
Region promotora F:GGCGTTGCCGCTCTGAATGC 62 Insercién/delecion (44
SLC6A4 R:GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC bp) en promotor
VNTR/intrén 2 F:TGGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGG 57.3 9, 10 6 12 repet. (17 bp)
SLC6A4 R:TCATGTTCCTAGCTTACGCCAGTG en intrén 2
VNTR/ex6n3 F:-TGCTCTACTGGGCCACGTTC 59.7 2 a 8 repet. (48 bp) en
DRD4 R:TGCGGGTCTGCGGTGGAGTCT exon 3
VNTR/3'UTR F:-TGTGGTGTAGGGAACGGCCTGAG 64 7,9,10 6 11 repet. (40
DAT1 R:CTTCCTGGAGGTCACGGCTCAAGG bp) en region 3'UTR
Promotor VNTR F:ACAGCCTCACCGTGGAGAAG 61.6 3, 3.5, 4, 5 repet. (30 bp)
MAO-A R:GAACGGACGCTCCATTCGGA en region promotora

F: oligonucleétido “ forward ".
R: oligonucle6tido “ reverse”.

4.2. Deteccion de alelos mutantes en C. elegans
Los oligonucleotidos usados en la deteccion de alelos mutantes de loargehgslg-1 enC.

elegansse muestran en la Tabla 6 (ver pagina siguiente).
4.3. Clonacion del gemCherry:.

Los oligonucledtidos usados en la clonacién del cDNA delng€herry y su secuenciacion se

muestran en la Tabla 7 (ver pagina siguiente).
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Tabla 6. Oligonucleétidos usados en el analisis y deteccién de alelos

mutantes elcC. elegans

Gen (alelo)

Oligonucledtido

Secuencia (5’ —3’)

nlg-1 (ok259)

nig-1 (tm 474)

nrx-1 (o0k1649)

nrx-1 (tm1961)

0k259nlg-TinterF
0k259nlg-TinterR
ok259nlg-1exterF

0k259nlg-1exterR

tm474nig-TinterF
tm474nig-1interR
tm474nig-1exterF

tm474nig-1exterR

0k1649nrx-TinterF
0k1649nrx-TinterR
0k1649nrx-1exterF

0k1649nrx-1exterR

tm1961nrx-TinterF
tm1961nrx-TinterR
tm1961nrx-1exterF

tm1961nrx-TexterR

CGGTGAAAATGTCACACTCG
AGGCAGAAACGCAGAGAGAG
GAAAGCGCAGGTTGAGGTAG

CGATTGTTGATGGACAGGTG

ATCCTACTTGAGCATTCCGA
GTGGTTAGCCCCGAAGGAGA
ATTCTTGTGCAATTGCGGGA

GGGCATGGTGAGAGGTGAAG

TTATGCGGGAGATGAAAAGC
GTTGAGCATTTGCAATCGAA
CGGAAGCAAAGAAACCAAAG

CTCTTGGCCAGATGTTCGAT

ATCTGGCCGATCAAAGTTAC
TCTAACCTCCCGTTGAGCAT
GCAGTATGCACCTGAACTTG

TGGCCAGATGTTCGATAAGT

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados en la clonacion del ge@herry

- Oligonucledtido

- Secuencia (5 —3’)

- mCherry F

- mCherryBamHI R

TGACCATGATTACGCCAAGC

GCAggatcc CGCCCTTCGAGCT

4.4. Clonacion de promotores de los genesx-1 y nilg-1 de C. elegansy cDNAs de los

genes neuroliguina de C. eleganshumano.

Los oligonucledtidos usados en la clonacion de los promotores de losgefigsnig-1 deC.
elegansen vectores de expresion, asi como los usados en la clonacién de los cDNAs de los

genes neuroliguina de C. eleggnsumano se muestran en la Tabla 8.

26



Tabla 8 .Oligonucleétidos especificos para la clonacién y secuenciacion

Gen

Oligonucleétido

Secuencia (5" —3’)

nrx-1 (promotor)

nig -1 (promotor)

nig-1

Nignl

NLGN1

pPD95.77pnrx-1SeqF
pPD95.77pnrx-1SeqR
pnrx-1XbalF
pnrx-1BamHIR
pnrx-1seqF
pnlg-1XbalF
pnlg-1BamHIR
pnlg-1seqF
pPD95.77pnlg-1SeqF
pPD95.77pnlg-1SeqR
cDNAnIg-1BamHIF
cDNAnIg-1EcoRIR
cDNAnlg-1seqF
cDNAnIg-1seqR
ME-774seqF
ME-1250seqR

TailBglliBamHINIgn1F

cDNANLGN1BamHIF

cDNANLGN1EcoRIR

TCCTTCGAAATTCTCAGGTTGCTCG
GGGAAAAAGGGTGAGTGTGAACACG
ACATTTTTAAACAtctaga TTTCTAGG
CGTTAAGTATGGTCCAggatcc ATCAAAC
AATGTGTATGCCTTTTGGTG

Ttctaga CATATTTTTGGGGAGGCTTTC

GAAGGAGAAGAAGATAAATGggatcc ATGC

ATGCGAATTTGGAAGTGAAC
TGCCCACCAAAAAGAGGTTCGAAAG
CGAGTCTGTTTATCCCAGCTTGGCA
GCGAATTTGggatcc AACAGGCATG
GGGTGTgaattc AAAAACTTGAATTG
ATGAGGATCTGAAAGTAGGC
GAGAGTTGTGGGCGATTC
CTTCTGCTCTAAAAGCTGCG
TGTGGGAGGTTTTTTCTCTA

ATTAagatc tATTAggatcc GCCTGTTCAC
TTCCAAATTCGCATG

ATGTggatcc CATGGCACTGCCC

AAAAATAGTTTgaattc TCTTATCTGGC

4.5. Oligonucledtidos universales

Los oligonucleétidos universales usados en este trabajo se muestran en la Tabla 9.

Tabla

9. Oligonucledtidos

secuenciacion de ADN.

universales para

Nombre Secuencia (5’ —3’)
Fordward GTAAAACGACGGCCAGT
Reverse AACAGCTATGACCATG
T7-Promoter TAATACGACTCACTATAGGG
T7-Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG

27



4.6. Mutagénsis dirigida de los genes nlg-1 de C. elegaNfgnl de rata y NLGN1 humano.
Los oligonucledtidos usados en la mutagénesis dirigida del los glepgsNIgnl y NLGN1, y

secuenciacién se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Oligonucleottidos utilizados en la mutagéneis dirigida de los genes
nig-1, Nlgnly NLGN1
Gen

” Oligonucleétido Secuencia (5' —3’)
(mutacion)
g1 nlg-1RCMUtF CCGAAATCAATTTGCAATGGAGTTCTG
(Arg437Cys) 1o 1RCMUtR CAGAACTCCATTGCAAATTGATTTCGG
Nign1RCmutF CTGAAACTAGATGCAAGACATTG
Nignl Nign1RCmutR CAATGTCTTGCATCTAGTTTCAG
(Arg453Cys)
NignTinterSeqF CAGATACTGATGGAACAAGGAGAG
NLGNTRCmUtF TGAAACCAGATGTAAGACATTAC
NLGN1 NLGNTRCmMUtR GTAATGTCTTACATCTGGTTTCAG
(Arg453Cys)
NLGNfinterSeqF  TTCAACCAGCTCGATACCACATAG
NLGN7stopmutF GCTAGTGATTTTTGATTTGCTGTTTC
NLGN1

(Asp432X) NLGN1stopmutR GAAACAGCAAATCAAAAATCACTAGC

5. Programas para el andlisis de secuencias.
Para el procesado y manejo de secuencias nucleotidicas y proteicas obtenidos en el transcurso

del trabajo se han utilizado distintesftwaresbioinformaticos, rcogidos en la Tabla 11.

. Tabla 11.Programas informaticos utilizados para el analisis de datos.
Programa Aplicacion

OLIGO (Mol. Biology

Insights Inc., EE.UU) Disefio de oligonucleétidos con las caracteristicas
deseadas.
EditSeq Edicion de secuencias.
MapDraw Andlisis de las ORFs y dianas de restriccion.
LaserGene
(DNA-Star) MegAlign Alineamiento de secuencias.
Ordenamiento de “contigs” y ensamblaje de
SeqMan secuencias de ADN.
tBlastn Busqueda de secuencias nucleotidicas que codifican
secuencias aminoacidicas similares a una proteina
BLAST (NCBI) uenc P
\ / de interés.
www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/Blast.cgi , . L .
asyblast.cq Blastp Busqueda de proteinas similares a una proteina de
interés.
GeneScan 3.7 Andlisis de fragmentos para el estudio de
(Applied Biosystems) polimorfismos genéticos.
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Continuacioi

KODAK 1D Image Edicion y analisis de imagnes obtenidas de geles de
Analysis ADN.

Revelado y andlisis de imagenes obtenidas de

MultiGange v3.0 Image membranas de wester blot.

Reader LAS-3000

Edicion y andlisis de imagenes obtenidas de geles de

Image J AI_DN, y _ed|C|9n de imagenes obtenidas con el
microscopio Leica.

Edicién y andlisis de imagenes obtenidas con el

Leica IM 500, Leica IM - 2 ]
microscopio Leica.

50 4.0 y Leica QWin

. Alineamiento structural 3D de secuencias protéicas.
FlexiProt

. . Edicién de alineamiento de secuencias.
Bioedit

SwissPDBviewer v3.7 Modelado estructural proteinas NLG-1 y NLGN1.

Promoterome Database Andlisis de promotores C. elegans.
(Harvard University )

[l. Métodos.

1. Crecimiento y mantenimiento de organismos.

1.1. Bacterias.

Escherichia colise cultivd en medio liquido LB a 37 °C con agitacién (120-200 rpm) y en
medio sdlido en una estufa a la misma temperatura. La conservacion de estirpes bacterianas
durante largos periodos de tiempo se llevd a cabo a -80 °C en medio LB liquido con 30%
glicerol (v/v). Para periodos cortos se mantuvieron en medio LB sélido a 4 °C con el antibiético

de seleccion para todas aquellas estirpes portadoras de plasmidos con gen de resistencia, y para

estirpes que no requieren seleccién mediante antibidtico.

1.2. Nematodos: C. elegans.

- Crecimiento y mantenimiento.

Todos los nematodos utilizados fueron crecidos y mantenidos a 20°C y a 16°C en condiciones
estandar, y cultivados en placas de medio NGM (1,6% agar) sembradas previamente con un
césped bacteriano con 50 ge E.coli OP50 crecida en medio LB (Brenner 1974).

C. eleganse mantuvo en incubacion en medio sélido a 20 °C y 16 °C en incubadores
termostatizados. La eleccidon de cada una de estas temperaturas fue realizada en funcién de las
condiciones de experimentacion.

La conservacion de estirpes @eelegansiurante periodos largos de tiempo se llevd a cabo a -

80 °C en medio de congelacioén (tampon S; 30% glicerol (v/v)). Para ello se lavaron con 0.6 mL
de tampén S (129 mL 0.05 M;KPQ,; 871 mL 0.05 M KHPQ,; 5,85 g NaCl) las placas de

medio solido donde crecieron los nematodos, y se recogi6 todo el volumen en viales de 1,5 mL

estériles. A continuacion se afiadio a cada vial un volumen igual de tampdn Sy glicerol 30%
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(v/v). Posteriormente cada uno de los viales fueron incubados a -80 °C durante 12 horas en
compartimentos de polipropileno, antes de su conservacion definitiva a -80°C.
La conservacion de estirpes durante periodos de hasta 6 meses, fue realizada mediante la

incubacion de los cultivos en medio sdlido a 16 °C.

- Lavado.

En aquellos ensayos donde se requeria que los nematodos estuviesen libres de restos de
bacterias E. coli OP50) y de otros componentes del medio de cultivo, se sigui6 el siguiente
protocolo de lavado:

Se lavaron las placas de cultivo donde se encontraban los nematodos en un determinado estadio
de su desarrollo, afiadiendo un volumen de 3 mL de tampdén de lavado CTX (5mM

K ;HPOJ/KH,PO, pH6.6, 1ImM CaGl 1mM MgSQ). A continuacién todo este volumen, donde

se encontraban los nematodos en suspension, se recogié con una micropipeta y se deposité en
un vial de fondo coénico donde se afiadié 10 mL de tampdn CTX. Tras dejar decantar durante 5
minutos, se elimind el sobrenadante y se afiadié otros 10 mL de tampdn CTX y se dejo decantar
de nuevo durante 5 minutos; una vez eliminado el sobrenadante se afiadié por Ultimo 5 mL de
tampon CTX y tras 5 minutos decantando se elimin6 de nuevo el sobrenadante y se dejé un
pequefio volumen residual donde se encontraban todos los nematodos libres de restos de medio
y bacterias.

Finalmente, los nematodos que iban a ser utilizados se recogieron con una micropipeta,

aproximadamente 51y se depositd en las placas donde se iban a realizar el ensayo.

2. Manipulacion de &cidos nucleicos.

2.1. Aislamiento de acidos nucléicos.

- Purificacién de ADN plasmidico d& colia pequeiia escala con CTAB (minipreps).

Se partié de un cultivo de 12-14h en 5 mL de medio de seleccion obtenido a partir del inéculo
de una Unica colonia de la estirpe portadora del plasmido de interés. Tras centrifugar 3 mL de
este cultivo durante 3 min. a 1300 rpm y retirar el sobrenadante, se resuspendieron las células en
200 uL de STET (8% sacarosa p/v; 0,1% Triton X 100 v/v; 50 mM EDTA; 50 mM Tris-HCl,

pH 8,0). A continuacion se afadieronult de lisozima (50 mg/mL) para provocar la lisis
celular y 2uL de RNasa A (10 mg/mL) para eliminar el ARN contaminante y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min. Seguidamente la muestra se calenté a 100 °C durante 45
segundos vy, tras centrifugar durante 10 min. a 1300 rpm, se retiraron los restos celulares, de
aspecto mucoso, con un palillo de dientes esterilizado. Se afadiegdn d® CTAB (5%

bromuro de hexadeciltrimetilamonio p/v. Mantener a 37 °C para evitar su precipitacién) al
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sobrenadante para precipitar el ADN y se incub6é a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se centrifugd durante durante 10 min. a 1300 rpm y se retird el sobrenadante. A
continuacion se afiadieron 3Q0 de una solucién 1,2 M NaCl y 730 de etanol puro frio. Se
homogeneizé completamente y se centrifugd durante 10 min. a 1300 rpm. El precipitado se lavo
con etanol al 70% (v/v), se secO para eliminar cualquier resto de etanol y se resuspendié en 20

UL de agua desionizada esterilizada.

- Extraccion de ADN gendémico de C. elegans

El protocolo utilizado esta basado en el descrito por Williams et al. y Barstead et al. (Barstead,
Kleiman et al. 1991; Williams, Schrank et al. 1992) con algunas modificaciones.

Se coloco6 uno o varios nematodos en un vial de PCR, al que se le afiadié previamente de 5-10
pL de tampon de lisis (1X tampon PCR (10X PCR Buffer :100 mM Tris, 500 mM KCI, 15 mM
MgCl, pH 8.3) ; 5% proteinasa K (20 mg/mL) en funcién del nimero de nematodos y/o del
estado larvario de los mismos. A continuacion, tras centrifugar durante 30 seg. a 13000 rpm se
congelaron cada una de las muestras con buffer de lisis a -80 °C sumergidos en isopropanol
durante 1 hora. Inmediatamente, una vez congeladas las muestras, se sometieron a 65 °C durante
90 min. seguidos de 15 min. a 95 °C, para favorecer la liberacion del ADN genémico del
nematodo; para este Ultimo tratamiento se utiliz6 un termociclador automético programado
previamente con las dos etapas descritas. Finalizado el programa de extraccion de ADN

gendmico, éste fue conservado a -80 °C hasta su utilizacion.

- Extraccion de ADN humano

Todas las muestras de sangre analizadas fueron recogidas en viales de extraccion que contenian
EDTA, y fueron conservados a -80 °C hasta su utilizacion.

Se partio de 60QL de sangre a los que se afadieron 37%l@ tampon de lisis de células
sanguineas (0.32 M sacarosa, 10 mM Tris HCL, 5 mM Md@CI5 % Triton-X-100, pH 7.6) y

525 uL de agua desionizada y esterilizada. Esta solucién se homogeneizé mediante varias
inversiones y se incubd durante 3 min. a 0 °C. Tras centrifugar durante 30 seg. a 1300 rpm y
eliminar el sobrenadante, con la ayuda de una micropipeta, se resuspendié el precipitado con
200 L de tampon de lisis y 600L de agua desioniozada y esterilizada durante 30 seg. con el
vortex a velocidad media.

Tras incubar durante 1 min. a temperatura ambiente se observé una suspension viscosa,
correspondiéndose a la rotura de las células sanguineas. A continuacion, se centrifugé durante
30 seg. a 1300 rpm y tras eliminar el sobrenadante con la ayuda de la micropipeta se dejo un
volumen residual de 2L, al que se afiadié 5Q0L de buffer para la proteinasa K (20 mM
Tris-HCI, 4 mM Na2EDTA, 100 mM NaCl, pH 7.4) y 5@ de 10% SDS y se resuspendié con

la ayuda del vértex a velocidad media-maxima durante 30 seg. A continuacién se afiadié a la
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resuspension fiL de proteinasa K (20 mg/mL) y se incub6 a 55 °C durante 30 min. Finalizada

la incubacién, la solucion se dejé a temperatura ambiente durante 10 min. y posteriormente se
afiadié 20QuL de NaCl 5,3 M y se agité en vértex durante 15 seg. Seguidamente después de
centrifugar durante 1 min. a 1300 rpm se deposit6 el sobrenadante resultante en un vial nuevo al
gue se le afadié 6QQ. de isopropanol (mantenido a -20 °C) para conseguir la precipitacion del
ADN. Tras centrifugar durante min. a 1300 rpm y eliminar el sobrenadante, el ADN se lavo
con una solucion de etanol 70 % (v/v) y una vez completamente seco se resuspendid_en 100
de agua desionzada y estéril para conseguir la hidratacion del ADN obtenido y se incubd

durante 8 horas a 4 °C.

2.2. Tratamiento enziméatico de acidos nucléicos.

- Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas para los tratamientos fueron suministradas por las casas
comerciales Roche y BioLab. Los tratamientos del ADN con una Unica enzima de restriccion o
con enzimas que actdan en el mismo tampon se realizaron en el tampéon y a la temperatura de
incubacién recomendados por el fabricante. Para aquellas enzimas cuyos tampones no eran
compatibles entre si, el cambio de tampdn se realizé para la segunda enzima modificando el
utilizado para la primera enzima. El ADN estaba a una concentracion de 100 yngé

utilizaron 1-2 unidades de enzima por microgramo de ADN, sin que el volumen afadido
superara nunca el 10% del volumen total. Las incubaciones se llevaron a acabo a la temperatura
Optima de la enzima normalmente durante no mas de 3 horas.

Las enzimas de restriccion se inactivaron segun las instrucciones del fabricante, generalmente

por choque térmico (65 °C durante 15 minutos).

- Unién de fragmentos de ADN

La union de fragmentos de ADN a vectores linearizados se llevé a cabo utilizéitdeéglido

de Ligacion de ADN (Rochajtilizando una relacion molecular 3:1 de inserto y vector. El resto
del proceso fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para realizar la clonacion de fragmentos de ADN amplificados por PCR se empleé el sistema
pGEM®-T Vector System de Promega y/o de MBL, y los vectores de la serie pPD95 especificos
paraC. elegangpPD95.75 y pPD95.77) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando
una relacion 3:1 de inserto y vector. Antes de su unién, los productos de PCR se purificaron
utilizando el kit GENCLEAN Turbo Nucleic Acid Purification kit (Bio-101) y otros kits

comerciales.

2.3. Electroforesis de acidos nucléicos.

- Geles de agarosa
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La separacion e identificacion de moléculas de ADN se realizé mediante electroforesis en geles
de agarosa fgarose SP| Duchefa) disuelta en tampén TAE (40 mM Tris-acetato; 1 mM
EDTA pH 8.0). La concentracion de agarosa vario en funcién del tamafio de los fragmentos a
separar, oscilando entre 0.7 y 2% (p/v). Para poder visualizar los &cidos nucléicos por
transiluminacién con luz ultravioleta, se afiadié bromuro de etidio {Brbly). Cada muestra se
mezcl6 con tampon de carga para geles de agarosa (0.25% azul de bromofenol p/v; 0.25% azul
de xilencianol p/v; 40% sacarosa p/v en 5X TAE) en proporcion 4:1 (v/v). La electroforesis se
realizé en cubetas horizontales con tampdn TAE, a un voltaje constante de 1-4 V/cm.

Los geles se fotografiaron con una camara digital Kodak modelo DC290 con filtro Wartten
22A. La iluminacion inferior procedia de un transiluminador de luz ultravioleta modelo TCX
(Vilber Lourmat).

Para localizar el tamafio de los fragamentos de ADN se cargé rutinariamente en cada gel ADN
del fago lambda digerido con la enzima de restricéigrdlll (fragmentos de 0.2 a 23.1 kb,

Invitrogen), y marcadores de peso molecular de diferentes casas comerciales.

- Electroforesis capilar

Los fragmentos gendmicos amplificados para detectar el polimorfismo en la region VNTR/exon
3 del genDRD4 Yy en la region VNTR del promotor del g&fAO-A se resolvieron mediante
electroforesis capilar mediante el analizador ABI Genetic Analyzer (ABI PRISM-3130, Applied
Biosystems) en el Servicio Central de apoyo a la Investigacion (SCAI), de la Universidad de
Cérdoba.

- Recuperacién de los fragmentos de ADN de geles de agarosa

La purificacion de fragmentos de ADN se realizd usando el kit GENCIEHAKbo Nucleic
Acid Purification kit (Bio-101) y otros, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
soluciones incluidas en el kit proporcionan la concentracion salina y pH adecuados para la

union del ADN a una membrana de silice y su posterior elucion en condiciones béasicas.

2.4. Cuantificacion de &cidos nucléicos.

La cuantificacion de la concentracion de ADN en las purificaciones y/o extracciones se
determind mediante medida de la densidad éptica a una longitud de onda de 260 nm, empleando
para ello un espectrofotémetro (NanodtdiD-1000). En ocasiones puntuales, la cuantificacion

fue por comparacion con cantidades conocidas de fragmentos de tamafios discretos de

marcadores de tamafio molecular comerciales.

3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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3.1. PCR estandar.

Para la amplificacion estdndar de fragmentos de menos de 4,5 kb se emplearon ADN
polimerasas termoestables (Tag de MBL o BioTaq de Biotools), en las condiciones de reaccion
indicadas en la Tabla 12. La reaccién se realizé con 0,75 prhdleke cada uno de los dos
oligonucledtidos empleados, una concentracion de 2 mM de MgCl2, 0,16 mM de cada uno de

los dNTPs y 0,05 L™ de polimerasa.

Tabla 12. Condiciones estandar de PCR. N es 25 si el molde utilizado es plasmidico y 35
si es ADN gendomico o ADN copia, Tun es la temperatura de unién de los oligonucleétios
al molde, que depende de lo oligonucledtidos y Tex el tiempo de extension de la
reaccion, normalmente 1 minuto por cada kb de producto.

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos N
Unién del oligonucleétido Tun. 30 segundos
Extension 72°C Tex.

Extension final 72°C 7 minutos 1
4°C indefinido

La cantidad de ADN molde empleada fue de gligcuando se uso ADN plasmidico.

Para realizar la PCR a partir de una colonia bacteriana (PCR de colonia) se tomd la colonia con
un palillo de dientes estéril y se resuspendid eplb@e HO destilada (con el mismo palillo se
inocularon 3-5 mL de medio selectivo para la posterior extraccion del plasmido), se hirvié
durante 10 minutos, se enfrié en hielo durante 5 minutos y se centrifugé a 12000 g durante 10

minutos. Como molde se utilizaronyh del sobrenadante para un volumen de reaccién de 10

pL.

- Precipitacion con isopropanol de productos de PCR.

Se utilz6 esta técnica cuando el producto de PCR fue unico, con el fin de eliminar tampon,
polimerasa y dNTPs sobrantes de la reaccién de PCR

Para ello se afiadié 1 volumen de una disolucion 4M de acetato amonico pH 5.2 y 3 volumenes
de isopropanol. Se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente se
centrifugd a 12000 g durante 30 minutos. Seguidamnte se retiré | sobrnadante, se lavé en dos
ocasiones con 70 % etanol (v/v) y, por ultimo, se resuspendié en el volumen deseado de agua

desionizada.
3.2. PCR para amplificar ADN genomico de C. elegans

La extraccion del ADN gendémico de.elegansy las reacciones de PCR fueron realizadas

siguiendo el siguiente protocolo:
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Tabla 13. Condiciones de la PCR para amplificar ADN genémic&delegansTun es

la temperatura de uni6on de los oligonucleétidos al molde, que depende de los
oligonucledtidos, y tex el tiempo de extensién de la reaccién, normalmenmte 1 minuto
por kb de producto.

Etapa Temperatura Tiempo Nimero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 15 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos 35
- Unién del oligonucleétido Tun. 1 minuto
Extension 72°C Tex.
Extension final 72°C 7 minutos 1
4°C indefinido

- Pretratamiento de PCR.

Se seleccionaron nematodos individualmente, y se introducieron en un tubo de reccion de PCR
que contenia 10L de tampodn de lisis (96L tampdn de PCR + AL 20 mg/mL proteinasa K).

El tampdn de PCR tiene un pH de 8.3 y se compone de 10 mM Tris, 50 mM KCl y 1,5 mM
MgCl,. A continuacion se dio un pulso de centrifugacion de varios segundos en una microfuga a
maxima velocidad para precipitar los nematodos. Se incubaron cada uno de los tubos a una
temperatura de -80°C al menos por 1 hora. En esta etapa se puede conservar el ADN gendmico
liberado indefinidamente, si es necesario. Transcurrido ese tiempo, antes de la descongelacion,
se sometié a 65°C durante 90 minutos, seguido de una incubacion durante 15 minutos a 95°C

inactivar la proteinasa K.

- Mezcla de reaccién de PCR.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen finalpde (8mpon de PCR 1x,
0,8 mM dNTPs, 0,5uM oligonucledtidos especificos, 0.05ul/ Taq polimerasa y 1QL de
suspension de lisis de nematodo).

Las condiciones de temperaturas y ciclos para la PCR vienen indicadas en la Tabla 13.

3.3. PCR para el genotipado de polimorfismos.
Las regiones genomicas de interés fueron amplificadas con oligonucleétidos disefiados

especificamente (Tabla 14).

Tabla 14. Condiciones de la PCR usadas para el andlisis de los polimorfismos de los
genes SLC6A4 DRD4 y MAO-A Se indica las diferentes temperaturas de
hibridacion de los cebadores utilizadas para cada polimorfismo.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo n° ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 min. 1
Desnaturalizacion 94 30 seg. 40

5-HTTLPR 62
(SLC6A4)
Unién del cebador 30 seg.
VNTR/intr6n2 57.3
(SLCBA4)
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Continuaciol

Unién del cebador VNTR/ex6n 3 59.7
(DRD4)
Promotor 61.6 30 seg.
MAO-A
Extension 72 1 min.
Extension final 72 7 min. 1
4 Indefinido

La reaccion de PCR utilizada para analizar los polimorfismos de la regién promotora (5-
HTTLPR) y del VNTR del intrén 2 del geBLC6A4 del VNTR de la regién 3'UTR del gen
DAT1, del VNTR del exén 3 del g&dRD4 y del VNTR de la region promotora del d¢AO-

A:; se realiz6 utilizando una cantidad de ADN genémico molde de 80-100 ng, 15 driotkes

cada uno de los cebadores empleados, una concentracion final de 8 mM de una mezcla de
dNTPs (ATP, TTP, CTP y GTP), 25 mM de MgCh UWuL™ de polimerasa (MBEP), 1X
tampon E de la polimerasa (MB), 3X tampén GC Enhancer (MBL®) y tampon *Y
Enhancer” (MBL®). La concentraciéon del tampéry “Enhancet varié dependiendo del
fragmento gendmico amplificado: para amplificacion de la region del VNTR/intron 2 del gen
SLC6A4 se utilizd una concentracion 1X, para la region promotora deBlge6A4, el
VNTR/ex6n 3 del gelDRD4 y el VNTR de la region promotora del gdO-A se usé una
concentraciéon 2X, y 3X para el VNTR de la region 3'UTR del gen DAT1.

La reaccion de PCR en todos los casos se realizaron en un volumen finallde 10 p

Las condiciones de temperaturas y ciclos para la PCR vienen indicadas en la Tabla 14 y 15.

Tabla 15.Condiciones de la PCR usadas para el analisis de los polimorfismos del

genedDATL
Etapa Temperatura (°C) Tiempo n° ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 10 min. 1
Desnaturalizacion 94 1 min. 40
Unién del cebador 64 1 min.
Extension 72 1 min.
Extension final 72 10 min. 1

4 Indefinido

3.4. PCR con polimerasa del kit Expand Long Template PCR System (Roche).

La amplificacion se llevd a cabo con este kit en aquellos casos en los que resultd de especial
importancia evitar la introduccion de mutaciones durante la amplificacion o para fragmentos
mayores de 4,5 kb.

La amplificacion se llevo a cabo con 0,3 pmples de cada uno de los dos oligonucleétidos
empleados, una concentracion 0,4 mM de cada uno de los dNTPs yu(ll,'iﬁdupolimerasa.

Con el kit se suministra tres tampones que, entre otros componentes, contienen cantidades de
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magnesio diferentes. El tampdn empleado varid en los distintos experimentos. La cantidad de
ADN gendmico o plasmidico afiadidas fueron similares a las de la PCR estandar.

Las condiciones de temperaturas y ciclos para la PCR vienen indicadas en la Tabla 16 .

Tabla 16. Condiciones de la PCR con el kit Expad Long Template PCR System (Roche).
Tun es la temperatura de unién de los oligonucleétidos al molde, que depende de los
oligonucleotidos, y Tex el tiempo de extension de la reaccién, normalmenmte 1 minuto
por kb de producto. * Se us6 68 °C como temperatura de estensién para fragmentos a
amplificar mayores de 3 kb, 0 72 °C para fragmentos de 3 kb o mayores.

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 92 °C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 92 °C 10 segundos 30
Unioén del oligonucleétido Tun. 30 segundos
Extension 68 °C -72°C * Tex.
Extension final 68 °C-72°C * 7 minutos 1
4°C indefinido

3.5. Mutagénesis mediante superposicion.

El protocolo est4 basado en el descrito por Ho et al. (Ho, Hunt et al. 1989), que consiste en la
introduccion de mutaciones dirigidas y localizadas empleando la técnica de PCR (Figura 1). Se
disefid una pareja de oligonucleétidos complementarios (llamados 1 y 2) que contenian la
mutacién que se deseaba introducir, centrada dentro del fragmento de interés. Por otro lado, se
disefiaron oligonucledtidos que flanqueaban la region a amplificar (llamados a y b). La
temperatura de unién al molde de los cebadores 1 y 2 fue mayor que la de los cebadores a 'y b.
Se realiz6 una primera PCR empleando las parejas de cebadores a+2 y 1+b. El producto de PCR
obtenido en cada reaccion se purificd (usando para ello kits comerciales), evitando co-purificar
restos del molde original que pudieran interferir en las reacciones posteriores.

A continuacion, se realiz6 una segunda PCR utilizando como molde los fragmentos
amplificados y purificados en las reacciones anteriores. Estos dos fragméhsegitiento

PCR y 2° segmento PCR) eran portadores de la mutacion a introducir en el segmento final, y
aparearan entre si por la regiéon complementaria solapante correspondiente a parte de la cadena
complementaria y a la zona mutada. En esta segunda PCR se utilizé la pareja de
oligonucledtidos externos a y b, para completar las cadenas para obtener un Unico fragmento
bicatenario portador de la mutacion. Se realiz6 a la temperatura de union de los oligonucleétidos
externos, con un tiempo de extensién equivalente al fragmento completo de ADN (Figura 1).

Las condiciones de la PCR variaron segun la polimerasa utilizada. El producto de la segunda
PCR fue purificado mediante kits comerciales, y fue utilizado para su clonacion en los vectores

adecuados.
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i Extensian segmento final
5 hﬁ - Em e -

segments final con la mutacién

Figural. Esquema de la técnica de mutagénesis mediante superposiciéms segmentos en rojo
indican la mutacion elegida para introducir el segmento de ADN correspondiente. Las cadenas
complementarias del segmento de ADN se representan en verde oscuro y claro. Las lineas rojas
localizadas en los oligonucleétidos indican la secuencia mutada a introducir.

4. Manipulacion de proteinas.

4.1 Determinacion de la concentracidn de proteinas.

La concentracién de proteina se determin6 segun el método de Bradford (Bradford 1976). Este
método se basa en la reaccion entre los grupos sulfonados &cidos presentes en el Azul de
Coomassie (Brillant blue G-250), por fuerza iénica, con grupos amino libres presentes en los
aminoacidos bésicos de las proteinas (arginina, lisina e histidina). Los cambios de absorbancia a
595 nm seran directamente proporcionales a la concentracion de proteina presente, la cual sera
calculada posteriormente utilizando una recta patron. Para la elaboracion de la recta patron se
utilizé una disolucion de BSA de concentracion conocida (2,5 rifymié la que se realizaron
diluciones entre 0,75 y 3&%gmL™. La reaccion colorimétrica se llevé a cabo afiadiendo reactivo

de Bradford comercial (BioRad) sobre las disoluciones de BSA y sobre las muestras problema.

Tras 15 minutos de incubacion en oscuridad se midio la absorbancia a 595 nm.
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4.2 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Las proteinas se visualizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-

PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Electroforesis; (Laemmli 1970)).

- Preparacién del gel.

Para el gel separador (5 mL), se mezclaron 1,25 mL de disolucion‘L@Bef Gel Buffer”)

(1,5 M Tris-HCI, pH 8.8; 0,4% SDS), la cantidad de 40% Acrilamida:Bisacrilamida (37,5:1)
(BioRad) para lograr la concentracion deseada y agua desionizada. La polimerizacion se inicié
afiadiendo 3QuUL de 10% Persulfato de amonio (APS, de Biorad; v/v) yulLOde Temed
(N,N,N’,N’-Tetrametiletildiamina; Sigma). Tras verter la mezcla entre los dos cristales, se
afiadi6é suavemente agua hasta el borde. En el momento en el que el gel separador polimerizo, se
retird el agua invirtiendo el gel.

Para el gel concentrador (5 mL), se mezclaron 1,25 mL de disolucion UGBet Gel

Buffer”) (0,5 M Tris-HCI, pH 6.8; 0,4% SDS), 0,75 mL de 40% Acrilamida:Bisacrilamida
(37,5:1) y 3 mL de agua desionizada. Para permitir la polimerizacion se afadiqubnd80

10% APS (v/v) y 1Q1L de Temed. Esta mezcla se afadid lentamente entre los cristales que ya
tenian el gel separador. Se coloco el peine para formar los pocillos, y se dejé polimerizar

durante 1 hora.

- Preparacién de muestras.

Para la recoleccién de los nematodos, se lavaron las placas de cultivo afiadiendo un volumen de
3 mL de tampon de lavado CTX (5mMHPO/KH,PO, pH6.6, 1ImM CaGl 1mM MgSQ), se

dejo que los nematodos decantaran y se elimin6 el sobrenadante. A continuacién se afiadiron 5
mL de una solucion de PBS (1X) y se centrifugé a 5000g durante 2 minutos y se eliming el
sobrenadante. El pellet conteniendo a los nhematodos se mantuvo a -80°C durante 30 minutos, y
tras su descongelacion en hielo se afiadid6 un volumen d@l5@@ tampdn de lisis para
extraccién de proteinas (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,1% NP40, 2mM PMSF;

pH 7.4). Seguidamente se sometié a 20 pulsos de 3 segundos (con una intensidad entre el 30-
40%) de sonicacion en hielo. El lisado de nematodos resultante se transfirio a un vial de 1,5 mL
y se mantuvo en agitacion orbital durante 30 minutos a una temperatura de 4 °C, se centifugd a
20000g durante 30 minutos, a una temperatura de 4 °C, y el sobrenadante con las proteinas en
suspension se transfirié a un nuevo vial conservandose a -20 °C.

Un total de 2Qug de proteina total se mezclaron con tampén de carga para proteinas (50 mM
Tris-HCI, pH 6,8; 8% glicerol (v/v); 1,6% SDS plv; §4mercaptoetanol (v/v); 0,1% azul de
bromofenol (p/v), se desnaturalizaron a 100 °C durante 10 minutos, se centrifugaron 10 minutos
a 12000 g y se aplicaron en el gel SDS-PGE. Como marcadores de peso molecular se utilizé una

mezcla comercial de proteinas (BioRad) compuesta por miosina (200 B-Dalactosidasa
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(116.25 Kda), fosforilasa b (97.4 KDa), seroalbimina bovina (66.2 KDa), ovoalbumina (45
KDa), anhidrasa carbdnica (31 KDa), inhibidor de tripsina (21.5 KDa), lisozima (14 KDa) y
aprotinina (6.5 KDa).

- Electroforesis.

La electroforesis se realiz6 en tampdn Tris-Glicina (25 mM Tris (Trizma base); 192 mM
glicina; 0,1% SDS (p/v); pH 8,3) a un voltaje constante de 90 V, en el sistema \Wditical
Protearfcell (BioRad).

- Tincién del gel de proteinas y conservacion.

Los geles se tifieron con solucién Coomasie (0,125% del colorante Azul de Coomasie (Brillante
Blue R-250 (p/v) disuelta en una mezcla de 60% metanol (v/v) y 10% &cido acético (v/v) en
agua destilada), durante al menos 1 hora, y el exceso de tincién se eliminé lavando con solucién
High Destain (50% de metanol (v/v) y 10% é&cido acético (v/v) en agua) durante 30 minutos y
con una soluciérow Destain(5% de metanol (v/v) y 7% de &cido acético (v/v) en agua)
durante al menos 1 hora.

La conservacion de los geles se realizd entre dos hojas de celofan incoloro evitando las

burbujas, y se dejaron secar a temperatura ambiente durante al menos dos dias.

4.3. Deteccidn y andlisis de proteinas. Western blot.

Para el andlisis western blot se resuspendierqug2fe proteina total en tampon de carga (50
mM Tris-HCI, pH 6.8; 8% glicerol (v/v); 1,6% SDS w/v; 484mercaptoetanol (v/v); 0,1% azul
bromofenol), y se separé en geles SDS poliacrilamida (10%) a un voltaje constante de 90 V,
usando como tampoén de electroforesis Tris-HCl/glicina/SDS (50 mM, 400 mM y 0,02%,
respectivamente). Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (BioRad) usando
el sistemaMini Trans-blofCell (BioRad) con un tamp6n de transferencia conteniendo 40 mM
Tris-HCI pH 7.5, 39 mM glicina, 0,0375% SDS y 20% metanol a un volumen constante (30 V a
4°C durante toda una noche).

Para la deteccion western blot, las membranas fueron bloqueadas usandekiftas milk
durante 45 minutos a temperatura ambiente, y analizadas con el anticuerpo policlonal
NLGN1(H-45) Gantacruy siguiendo las instrucciones del fabricante. El revelado de las
membranas se realizé mediante la adicion de un anticuerpo secunéaibitHRP, y el kit

de revelado ECL Plus immunoblotting reag@BE Healthcare).

5. Observacion microscopica de C. elegans
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Para la observacion microscopica de los nematodos, estos fueron depositados sobre un
cubreobjetos con una gota de 2% agarosa solidificpdal @garosg. Sobre elpad agarosese

coloco una pequfia gota de una solucion 10 mM de levamisol (un agonista de la acetilcolina)
para anestesiar a los nematodos. A continuacién se colocaron los animales sobre la gota de
levamisol y, cuidadosamente se depositd un cubreobjetos de menor tamafio que el primero sobre
la gota.

Las preparaciones de nematodos fueron observadas con un microscopio Leica DM 5000B a
unos aumentos de hasta 40X con objetivos en seco y, 65X-100X con objetivos de inmersion,
usando aceite de inmersion (Sigma). Los nematodos se visualizaron con un sistema Optico
nomarski (usando un polarizador DI®jferential Interfase Contrayt y con filtros de
fluorescencia para una longitud de onda de 395 nm (fluorescencia verde, e.g. GFP) o de 615 nm
(fluorescencia roja, e.g. m Cherry).

Las imagenes fueron fotografiadas con una camara Leica DC500, usando el programa de
analisis fotografico Leica IM50 4.0. Y montadas y tratadas con el programa Abobe
Photoshop®.

6. Transformacion genética.

- Transformacion de Escherichia coli

La obtencion y transformacion de las células competentes congeladas se realizé siguiendo el

método descrito por Hanahan (Hanahan 1985), con algunas modificaciones.

- Obtencién de células competentes

Una colonia fresca dg. coli DH5alpha o XL1-Blue se inoculé en 5 mL de PSI-b y se incubo
durante toda la noche con agitacion a 37 °C. Todo el cultivo estacionario se transfirio a 100 mL
de PSI-b (ver apartado Medios de cultivo) en un matraz de 1 L (precalentado a 37 °C) y se
continud la incubacién con agitacién vigorosa hasta que la densidad optica del cultivo a 550 nm
(DOss0) fue de 0.45-0.5. A continuacion se enfrid el cultivo en hielo y se centrifugé a 50009 y a
4 °C durante 5 minutos. Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 mL de
disolucién Tfb-1 fria (30 mM acetato potasico pH 6.9; 50 mM MnCI2; 100 mM KCI; 10 mM
CaCl; 15% glicerol (v/v). Filtrar para esterilizar.). Tras una incubacion de 5 minutos en hielo se
volvieron a centrifugar a 5000g y a 4 °C durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se
resuspendieron suavemente en 4 mL de disolucion Tfb-2 fria (10 mM MOPS pH 7.0; 75 mM
CaCl; 10 mM KCI; 15% glicerol (v/v). Filtrar para esterilizar.). Por altimo, se enfrié en hielo
durante 15 min., se distribuyd en viales previamente enfriados en alicuotasudepb®@ubo y

se conservo a -80 °C hasta su uso.
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- Transformacion de células competentes.

A 50 uL de células competentes descongeladas en hielo se les afiddideSuna disolucion

que contenia el ADN y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo las

células se sometieron a un choque térmico de 2 minutos a 42 °C e inmediatamente se volvieron
a incubar en hielo durante 5 minutos Para permitir la expresion del gen que conferia resistencia
a un determinado antibidtico, las células transformadas se incubaron a temperatura ambiente y
sin agitacion durante 15 minutos con 100 de medio LB. Por ultimo, se sembré toda la

mezcla de transformacion en placas de medio selectivo que se incubaron a 37 °C toda la noche.

- Transformacion genética de C. elegans

La microinyeccion se llevé a cabo empleando un microscopio invertido Nikoncon sistema de
contrate de fases, para poder localizar la posicibn exacta de las génadas. Los nematodos se
inmovilizaron en un cubreobjetos conteniendo una capa de agarospd¥agarosej, donde

se depositdé una gota de aceite Holocarboil 700 (SIGMA) para evitar una deshidratacion
excesiva. La manipulacion de los nematodos y su orientacidén correcta sphdeagjarosese

realiz6 en un estereomicroscopio auxilar Leica EZ4. La composicion de las mezclas de
inyeccion para cada experimento, se describe en la Tabla 15. Cada una de las mezclas fueron
inyectadas en la parte distal de las gonadas (donde se localiza el sincitio de nucleos) de
individuos hermafroditas en el estadio un dia después de adultos (presentando una sola fila de
ovocitos maduros en la parte proximal de las goénadas). Para ello se utilizo un equipo
micromanipulador InjectM&tNI2 (eppendorf) y microinyector FemtoJet(eppendorf),
utilizando microcapilares de inyeccién Femtdtipd Gold (eppendorf). Para todos los
experimentos de microinyeccidn se usd una presion de compensacion de 0 HPa., mientras que la
presion de trabajo fue variable a lo largo de cada experimento. De esta manera el ADN
microinyectado puede ser asimilado por los nucleos del sincitio. En el nicleo el ADN
recombina y/o se liga inespecificamente, formandartay de copias del mismo. Este ndcleo,

que porta el ADN transgénico, migra hacia la parte proximal de la gbnada, donde es envuelto
por una membrana y se convierte en un ovocito madura preparado para ser fecundado a su paso

por la espermateca.

Tabla 17. Mezcla de microinyeccion utilizadas en la obtencion de transgénicos. Se indican los
plasmidos usados en la obtencién de cada transgénico y la concentracién de los mismos utilizada
en la microinyeccion.

Transgénico Mezcla microinyeccion utilizada
GE24pha-1(e2123)ll; pC1l:pha-1 (50 ngfl)

[pC1 (pha-1+); nrx-1::gfp pPD95.75::prx-1::gfp (50 ngul)
GE24pha-1(e2123)l1; pC1l:pha-1 (50 ngfl)

[pC1 pha-1+); nig-1::mCherry pPD95.75::plg-1::mCherry (50 ngfil)
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Continuacioi

GE24pha-1(e2123)ll;
[pPC1 (pha-1t+); nrx-1:.gpf nig-
1::mCherny

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 (lg-1); pDD04Ne& (pmyo
2::9fp)]

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 (lg-1-RC); pDD0O4Ned
(pmyo2::gfp)]

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 NLGNY); nrx-1::gfp]

pCl:pha-1 (30 ngl)
pPD95.75::prx-1::gfp (20 ngpl)
pPD95.75::plg-1::mCherry (20 ngll)

pPD95.77::plg-1::nlg-1 (30 nglil)
pDD04 Ned (pmyo-2:gfp) (0,5 ngl)

pPD95.77::plg-1::nlg-1-RC (30 nghl)
pDD04 Ne& (pmyo-2:gfp) (0,5 ngjil)

pPD95.77::plg-1::NLGN1 (50 ngpl)
pPD95.75::prx-1::gfp (50 ngpl)

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPPD95.77 KLGNLRC); pDD04Ne&

(pmyo2::gfp)]

pPD95.77::plg-1::NLGNLRC (30 ngl)
pDD04 Ne& (pmyo-2:gfp) (0,5 ngjl)

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 NLGNZLstop);pDD04NeoR

(pmyo2::gfp)]

pPD95.77::plg-1::NLGNZLstop (30 ngdl)
pDD04 Ned (pmyo-2:gfp) (0,5 ngl)

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 Nignl); pPBCN24Neo]

pPD95.77::plg-1::NIgn1:EGFP (0,5 ngpl)
pBCN24 Ne§ (0,5 ngjl)

VC228nlg-1 (0k259 X;
[pPD95.77 Nign1-RC); pPBCN24Neo]

pPD95.77::plg-1::Nlgn1-RC::EGFP (0,5 ngpl)
pBCN24 Ne§ (0,5 ngjl)

7. Construcciones génicas.

7.1. Clonacion del germCherry.

Se amplifico el cDNA del gemCherry desde el vector pCRII (cedido por la Dra. Noemi
Cabrera-Poch, Instituto de Investigaciones Biomédicas CSIC-Madrid ) utilizando la polimerasa
Expand Long TemplateSe utilizaron los oligonucleotidoaCherryr y mCherryBamHR, los

cuales se disefaron creando las dianas de restriBaidiil y EcoRIl El producto de PCR se
purificé y se clond en el vector de almacenaje pGEM-T mediante ligacion. Con la mezcla de
ligacion se trasformaron células competerie<Coli (XL1Blue) y las colonias positivas se
analizaron mediante PCR de colonia y posterior secuenciacion. La construcciéon obtenida se
denominé pGEM-T(r€herry).

Esta construccion fue digerida con las enzimas de restriBeiorHl y EcoRly el fragmento
correspondiente al inserto se purificd y se ligd con el vector pPD95.75 previamente linearizado
con dichas enzimas y eliminado el fragmento correspondiente @fgeAsi se consiguid la
sustitucion del gengfp por el genmCherry La construccién obtenida se denomind
pPD95.75mCherry.
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7.2. Clonacion de los promotores de los genes nrx-1 y nlg-1 de C. elegans

Para fusionar los promotores de los genesl y nilg-1 con la proteina GFP y mCherry,
respectivamente; se amplificaron ambos promotores mas los dos primeros aminoacidos de los
genes correspondientes desde los cdésmidos C29A12 y C40C9 respectivamente, cedidos del
Sanger Institut€Reino Unido), utilizando la polimerag&xpand Long Templat&e utilizaron

los oligonucledtidos especificos pnrx-1Xbal pnrx-1BamHR (para el promotor del gen nry-1

y, pnilg-1XbaF y pnlg-1XbaF (para el promotor del geng-1), los cuales se disefiaron creando

las dianas de restriccidtbal y BamHlen ellos. El producto de PCR se purificd y se cloné en el
vector de almacenaje pGEM-T mediante ligacién. Con la mezcla de ligacion se trasformaron
células competentds. Coli (XL1BIlue) y las colonias positivas se analizaron mediante PCR de
colonia y posterior secuenciacion. Las construcciones obtenidas se denominaron pGEM-T(pnrx-
1) y pGEM-T(pnlg-1).

- Subclonacién del promotor del gen nrx-1.

La construccion pGEM-T(pnrx-1) fue digerida con las enzimas de restrixbigny BamHI, y

el fragmento correspondiente al inserto se purifico y se ligd con el vector pPD95.75
previamente linearizado con dichas enzimas. De esta manera se obtuvo la construccion
pPD95.75::pnrx-1gfp.

- Subclonacién del promotor del gen nig-1.

La construccion pGEM-T (pnlg-1) fue digerida con las enzimas de restriXbifiry BamH|, y

el fragmento correspondiente al inserto se purificd y se ligd con el vector pPDa&Rerry
previamente linearizado con dichas enzimas. De esta manera se obtuvo la construccion
pPD95.75::pnlg-mCherry.

7.3. Clonacion del gen nig-1 de C. elegans

Para la clonacion del gerig-1 se amplific6 su cDNA desde el cosmido yk406f12, cedido del
National Institute of Genetic§Japodn), utilizando la polimeragxpand Long TemplateSe
utilizaron los oligonucleétidos especificos cDNg-1BamHF y cDNAnIg-1EcoRR, los cuales

se disefiaron creando las dianas de restridganHIy EcoRlen ellos. El producto de PCR se
purificd y se clon6 en el vector de almacenaje pGEM-T mediante ligacién. Con la mezcla de
ligacion se trasformaron células competerie<Coli (XL1Blue) y las colonias positivas se
analizaron mediante PCR de colonia y posterior secuenciacion. La construccién obtenida se
denominé pGEM-Tiflg-1).

Esta construccion fue digerida con las enzimas de restriBeioiHl y EcoR| y el fragmento

correspondiente al inserto se purificd y se ligd con el vector pPD95.77::pnlg-1 previamente

44



linearizado con dichas enzimas, y eliminado el fragmento correspondiente al gen gfp. La
construccion asi obtenida se denomind pPD95.77::prigd-GN1.
La construccion pPD95.77::pnlg-1 fue obtenida de la misma manera descrita en el apartado 7.1,

pero utilizando el vector pPD95.77 como vector de subclonacion.

7.4. Clonacion del gen Nignl de rata.

La clonacién del cDNA del gen Nign1l intercalado con la proteina EGFP, se realiz6 a partir de la
digestion sobre el vector pCMV5, cedido por el Dr. Thomas Dresbach, con las enzimas de
restriccionBglll y BamHL El producto de dicha digestion correspondiente al inserto se purificd

y se ligb en el vector pPD95.77::pnlg-1 previamente linearizado con dichas enzimas. La
construccion final obtenida se denomind pPD95.77::pniiignlrat::EGFP.

7.5. Clonacion del gen NLGN1 humano.

Para la clonacién del geNLGN1 se amplific6 su cDNA desde el cosmido KIAA1070
correspondiente al clon hj05602, obtenido de Kazusa DNA Research Institute, utilizando la
polimerasa Expand Long Template Se utilizaron los oligonucledtidos especificos
cDNANLGN1BamHF y cDNANLGN1ECORR, los cuales se disefiaron creando las dianas de
restriccionBamHIy EcoRlen ellos. El producto de PCR se purificé y se cloné en el vector de
almacenaje pGEM-T mediante ligacion. La construccion obtenida se denominé pGEM-
T(NLGNDY).

Esta construccion fue digerida con las enzimas de restriBeionHl y EcoR| y el fragmento
correspondiente al inserto se purificd y se ligd con el vector pPD95.77::pnlg-1 previamente
linearizado con dichas enzimas, y eliminado el fragmento correspondiente al gen gfp. La

construccion asi obtenida se denomind pPD95.77::prid-GN1.
7.6. Clonacion de los genes nig-1, Nignl y NLGN1 mutados.
La introducion de las mutaciones deseadas en los gepgésNignl y NLGNL1 fue realizada

mediante la técnica de mutagénesis por superposicion, como se describen en el apartado 3.5.

- Clonacién del gen nlg-1 de C. eleganmstador de la mutacion Arg437Cys

Se amplificé el cDNA del gemlg-1 desde el cdésmido yk406f12, utilizando la polimerasa
Expand Long TemplateSe utilizaron los oligonucledtidos especifiadg-1RCmutF ynlg-
1RCmutR, los cuales eran portadores de la mutadibgy37Cys a introducir. Como
oligonucledtidos externos se usaron cDNgA1BamHF y cDNAnIg-1EcoRR.

La construccion final obtenida se denominé pPD95.77::pnidgil-RC

- Clonacién del gen Nlgnde rata portador de la mutacién Arg453Cys
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El fragmento liberado desde el plasmido pCMV5V (ver apartado 7.4) se amplificé usando los
oligonucledtidos NIgn1RCmutF yWIgn1RCmutR, y utilizando la la polimeraEapand Long
Template Como oligonucledtidos externos se usaron Forward y Reverse

La construccion final obtenida se denominé pPD95.77::pnijgh1-RC:EGFP.

- Clonacién del gen NLGN1 humano portador de las mutaciones Arqg4b2Spd32X

Se amplific6 el cDNA del geNLGN1 desde el césmido KIAA1070, utilizando la polimerasa
Expand Long TemplateSe utilizaron los oligonucleétidos especificBe GN1RcmutF y
NLGN1RcmutR (para la mutacidwg453Cy3, y NLGN1stopmutF WLGN1stopmutR (para la
mutacion Asp432X, los cuales eran portadores de las mutaciéwgd53Cysy Asp432Xa
introducir. Como oligonucledtidos externos se usaron cBNBN1BamHF vy
cDNANLGN1ECORR.

Las construccion finales obtenidas se denominaron pPD95.77::pNIg=N1RC vy
pPD95.77::pnlg-INLGNXstop.

8. Experimentos de comportamiento en C. elegans

Todos los ensayos de comportamiento fueron llevados a cabo en las estirpes mutantes que se
recogen en la Tabla 2, y se utilizé la estirpe silvestre Bristol N2 como control. En el caso de
existir mas de un alelo de un gen disponible en los Consorcios descritos, se estudié con mas
detalle el alelo de referencia y se confirmaron los resultados obtenidos con los otros alelos
disponibles. En todos los experimentos se utilizaron nematodos hermafroditas L4, con una
vulva blanca creciente con un pequefio punto negro en su interior.

Todos los experimentos fueron llevados a cabo de manera ciega, sin conocimiento previo de la

estirpe evaluada en cada momento, y fueron repetidos un minimo de tres veces.

- Ciclo de defecacion.

Los ciclos de defecacion de nematodos individuales fueron medidos como se describe en
Thomas et al. (Thomas 1990), en un esteremicroscopio Zeiss. Se traspasaron nematodos
hermafroditas L4 crecidos a 20 °C, a placas frescas de medio NGM.oah OP50. Los
nematodos individuales fueron observados bajo un aumento de 50X. Bajo estas condiciones
todas las etapas del programa motor de defecacion son visibles; asi las etapas de pBoc
(“posterior body contraction”) y Exp (“expulsion”) son muy claras y pueden ser medidas en
cada ciclo.

Se utilizaron placas de medio NGM (sembradas con Hloslidias antes) incubadas a 20 °C y

con C. elegansdurante 1 hora, y posteriormente se midieron la duracion de los ciclos de

defecacion en una habitacion climatizada a 20 °C.
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La longitud de cada ciclo fue definida como la duracién de las etapas de pBoc de dos
defecaciones consecutivas. Cada nematodo fue medido durante 10 ciclos consecutivos (11

pBocs consecutivos), y se calculd la media y la desviacidon estandar de cada nematodo.

- Respuesta a drogas:

Sensibilidad a aldicarb.

Se traspasaron un total de 25 nematodos hermafroditas jovenes a placas de medio NGM con una
concentracion de 0.5 mM aldicarb (Sigma), y se evalud el grado de paralisis como se describe
en Mahoney et al. (Mahoney T.R. 2006). El dia anterior a la realizacion del experimento se
traspasaron 40-50 nematodos de estadio larvario L4, de cada uno de los genotipos a ensayar, a
placas de medio NGM con un césped bacteriano. Al dia siguiente, a las placas con la
concentracion adecuada de aldicarb (una por estirpe), se afiadié una pequefia cdbtiddid de
OP50 en el centro de la placa formando una pequefia gota de 4-6 mm de didmetro. A
continuacion se colocaron en la gota 25 nematodos jovenes y se dejaron a temperatura
ambiente. Durante periodos consecutivos de 30 minutos se evalud el grado de pardlisis en el
estereomicroscopio.

La paralisis fue definida por la ausencia de movimiento cuando los animales eran tocados tres
veces con un hilo de platino en la parte anterior y posterior del cuerpo, y ademas no se

producian los movimientos faringeos normal@héryngeal pumping”).

Sensibilidad a levamisol.

Estos ensayos se realizaron en placas de medio NGM con una concentracion de 0.2 mM de
levamisol (Sigma) como se describe en Miller et al. (Mlller K.G. 1996). La preparacién de las
placas con levamisol se llevé a cabo de la misma manera que se describe para los experimentos
de aldicarb. Asi, se traspasaron a placas con levamisol un total de 25 nematados hermafroditas
jovenes de cada una de las estirpes a estudiar. El nivel de paralisis fue evaluado por observacion
de los nematodos en el estereomicroscopio cada 15 minutos. La pardlisis fue definida como la

pérdida de movimiento en respuesta al toque con un hilo de platino.

Sensibilidad a pentilentetrazol.

Estos ensayos se realizaron en placas de medio NGM con una concentracion de 10 mM de PTZ
(pentilentetrazol) (Sigma) como se describe en Locke et al. (Locke C. 2008). La preparacion de
las placas con PTZ se llevé a cabo de la misma manera que se describe para los anteriores
experimentos de sensibilidad a drogas. El nivel de paralisis fue evaluado por observacion de los
nematodos en el estereomicroscopio cada 15 minutos. La pardlisis fue definida como la pérdida
de movimiento en respuesta al toque con un hilo de platino y el cese de movimientos en la

faringe (‘pumping).
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- Medida de la locomocion.

Para analizar la capacidad de locomocién las estirpes utilizadas en este trabajo, se cuantificaron
el nidmero de ondas corporales del nematodo en su desplazamieody {end). Los
nematodos fueron cultivados semisincronizando las poblaciones, dejandolas crecer a 20 °C
hasta obtener animales en el estadio larvario L4. A continuacion se lavaron con tampén CTX,
para la eliminacion de bacterias, y tras dejar decantar los nematodos y eliminar el sobrenadante,
se transpasaron unos 10 nematodos (en aproximadamente un volumgh de &ampoén de

lavado) a placas NGM sin bacteria o con césped bacteriano. Para ensayar las condiciones de
falta de alimento, se mantuvieron los nematodos privados de bacteria durante 30 minutos en
placas NGM. Un body bend"fue definido como el cambio de direccién en un mismo plano, de

un punto determinado del cuerpo el nematodo (en estos ensayos se tomd como punto referencial

la vulva).

- Capacidad exploratoridgxploring”) .

Para analizar la capacidad de exploracidon de las estirpes mutantes en relacion a la silvestre, y
para utilizar nematodos en el mismo estadio larvario se sincronizaron los ciclos de vida
cultivando nematodos en el mismo estadio larvario. Se dejaron crecer hasta que se encontraron
en el estadio larvario L4. A continuacion se lavaron con tampon CTX (5aiW®®/KH,PO,

pH6.6, 1ImM CaGl 1mM MgSQ) siguiendo el siguiente protocolo: se afiadié 3 mL de tampon
CTX en las placas de cultivo. Se recogieron en un tubo de 15 mL y se afiadié 10 mL de tampon
CTX; se esper6 5 minutos para que los nematodos decantasen en el fondo, se retiré el
sobrenadante y se afiadié 10 mL de tampén CTX. Tras 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se afadido 5 mL de tampon CTX. Transcurridos 5 minutos y se elimind el sobrenadante.

Una vez lavados los nematodos, se colocaron unos 20 animales (en aproximadaumégnte 5
dentro de un circulo de unos 5 mm de diametro en el centro de una placa de Petri. Cuando se
colocé la gota de tampdén que contenia los nematodos, cuidadosamente se secd la humedad
excedente con papel de filtro estéril para permitir que los hematodos pudieran avanzar en el
agar. Una vez seco, se contd cada 15 minutos el nimero de nematodos que habia fuera del

circulo (Figura 2).
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Figura 2. Dibujo esquematico de las placas de Petri utilizadas para el andlisis de exploracidnla

izquierda placas sin césped bacteriano y a la derecha placas con césped bacteriano en su perimetro en
gris.

Los estudios de exploracion se llevaron a cabo en placas de Petri de 60 mm sin césped
bacteriano, o en cajas de Petri donde se habia colocado un césped de la estirpeEORB0 de

de unos 10 mm a lo largo de todo el perimetro de la placa como se indica en la Figura 6. En
este ultimo caso, después de sembrar las bacterias en la placa de Petri, se dejaba para que se
formara el césped 15-18 horas a 37°C, y se mantenian posteriormente a 4°C hasta su uso.

Se realizaron al menos 3 experimentos de cada estirpe con aproximadamente 20 nematodos
cada uno, tanto para los experimentos sin césped bacteriano o con él. Como en los casos
anteriores, se calculé la media del nUmero de nematodos que salian del circulo respecto al

tiempo y la desviacion estdndar para cada estirpe.

- Cuantificacién de la sensibilidad mecanosensorial.

Para evaluar la respuesta macanosensora de las diferentes estirpes, se usaron nematodos
hermafroditas de estadio larvario L4 incubados a 20 °C, los cuales fueron traspasados a placas
frescas de medio NGM sembradas dos dias antes de comenzar el experimento con un césped
bacteriano con 50 ml d&. coliOP50. Para estudiar la respuesta cada animal fue palpado con un
pelo de ceja acoplado a una pipeta Pasteur (Chalfie 1981). Los nematodos se tocaban con el
pelo de ceja en el cuerpo justo detras de la faringe, para evaluar la respuesta sensorial anterior, o
justo antes de la cloaca, para evaluar la respuesta sensorial posterior (Figura 3).

La sensibilidad al toque fue definida como la respuesta del nematodo al toque del pelo
redirigiendo su movimiento en sentido contrario a donde se palpé. Los animales insensibles a
este estimulo fueron definidos cuando fallaban en la respuesta al toque con el pelo de ceja,

aunqgue eran capaces de responder cuando eran tocados con un extremo de platino.
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Figura 3. Esquema que representa el ensayo de sensibilidad mecanosensotias flechas
representan los lugares en el cuerpo donde se toca con el pelo de ceja para evaluar dicha respuesta. Se

indica la localizacion de las seis neuronas mecanosensoras. Adaptado de Hart et al. (Hart 2006

Para medir el grado de insensibilidad al toque de los nematodos ensayados, éstos fueron tocados
un total de 10 veces (alternativamente en la parte anterior y posterior) como se describe en

Horbet et al. (Hobert 1999), y se anotaron el nimero de respuestas positivas observadas. Un
total de 30 animales fueron examinados, calculandose el porcentaje medio de respuestas

resultantes en la parte anterior y posterior del cuerpo.

- Sensibilidad al estrés osmético.

Para estudiar la sensibilidad al estrés osmotico de los mutantes utilizados en este trabajo se llevo
a cabo el siguiente protocolo (Calahorro, Alejandre et al. 2009): el dia del ensayo se prepard una
solucion de fructosa 4M coRed Congo (Sigma) al 1%. A continuacién conulle dicha

solucion se realizé un circulo de un centimetro de didmetro aproximadamente en el centro de
placas frescas de medio NGM sin césped bacteriano. Se sincronizaron los ciclos de vida
cultivando nematodos en el mismo estadio larvario. Se dejaron crecer hasta que se encontraron
en el estadio larvario L4. A continuacion se lavaron con tampén CTX y se colocaron unos 10
nematodos (aproximadamente en un volumen gé Be tampon de lavado) en el centro del
circulo. Durante 10 minutos fueron observados para determinar la respuesta a la barrera
osmoética. Los animales que retrocedian al entrar en contacto con la solucion 4M de fructosa seis
veces seguidas se consideraban que respondian positivamente. Los que atravesaban la barrera de
fructosa en menos de seis intentos se consideraba que eran insensibles al estrés osmético
(Figura 4).

Figura 4. Disefio esquematico de las placas de petri utilizadas en el experimento de respuesta al choque
osmatico con fructosa. A la izquierda podemos ver la reaccién negativa de los nematodos al entrar en
contacto con la barrera osmética y a la derecha la reaccién positiva (respuesta de la estirpe silvestre).
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9. ARN de interferencia (ARNI).

El ARNi feedingconsiste en alimentar a los gusanos silvestres con ARN de doble cadena
(dsARN) del gen que se quiere mutar. Para ello se purificaron y clonaron los productos de PCR
del gen diana en el vector L4440 (Dr. A. Fire, coleccion de 1999). Estas construcciones fueron
transformadas en la cepa #&e coli HT115, la cual posee la maquinaria de expresion del
promotor T7 y ademas es mutante para la RNAsa lll, lo cual aumenta la estabilidad de cualquier
RNA que sea transcrito. Puesto que el vector L4440 posee dos promotores T7 flanqueando el
sitio de clonacion mdaitiple (MCS) en orientacion invertida, un ADN insertado en el MCS se
transcribird en ambos sentidos y podra hibridarse sobre si mismo formando asi el dsARN
(Figura 5).

Para los experimentos de ARNi se usé la estirpe Bristol N2 utilizando la estrategia de
administracion de ARNi por alimentacion bacteriana (RNAi feeding). Las estirpes de bacterias
portadoras de los clones de ARNi fueron obtenidas de la libreria de ARNi gestionada por el Dr.
Peter Askjaer (Universidad Pablo Olavide, Centro Andaluz de Biologia del Desarrollo, CABD-
CSIC). Se utilizaron las estirpes bacteriagdmli HT-115 transformadas con el vector L4440
conteniendo las secuencia X-6Mh&y-1(C40C9.5) y V-7016nrx-1(C29A12.5). También se
usaron otras estirpes bacterianas como corirobli HT115 transformada con el vector L440
conteniendo la secuencimc-22 y la misma estirpe transformada con el vector L440 sin

ninguna secuencia.

E. Coli HT115

Vector L4440

promotor 77 sen diana  Promotor T7

IPTG

gen ARN pol T7
promotor
22X

inducible por IPTG ‘@V,

ARN pol T7 transcripcion

ERQVAVAVAV AV, VacE KRAVAVAVAVAVAV Y

cadena sense \l/cadena antisense

70000000000/

Cromosoma
bacteriano

Figura 5. Representacidon esquematica de la técnica ARKgeding En primer lugar se transforma el

vector L4440 portador del fragmento del gen que se quiere silenciar (gen diana) en la Eeflde

HT115. Cuando se induce la produccién de la ARN polimerasa T7, por la presencia de IPTG, ésta es
capaz de promover la expresion del fragmento de ADN clonado en el vector L4440 en ambos sentidos,
produciendo copiasensey antisensealel fragmento. Las hebras de ARN producidas son complementarias

y pueden hibridar, produciéndose el dsARN. Cuando los nematodos se alimentan de esta cepa bacteriana,
productora del dsARN, son capaces de dirigir hasta el ambiente celular este ARN y desencadenar el
efecto ARNI, que degradara el mensajero del gen diana.

Las bacterias se inocularon durante 8 horas a 37 °C en medio LB con el antibiético ampicilina

(50 mg/ml). Para la realizacién de las placas donde se llevaron a cabo los experimentos de
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‘RNAI feeding se sembraron 15QL de cultivos estacionarios de cada una de las estirpes
bacterianas de ARNi sobre placas de medio NGN&fatodo Grow Médiuimcon 25ug/mL

de antibiético carbenicilina y 100 mM IPTG para inducir la transcripcion. Una vez sembradas
las placas fueron incubadas durante unas 12 horas a temperatura ambiente.

El dia anterior al comienzo del experimento se traspasaron nematodos jévenes de estadio
larvario L4 a placas de ayuno conteniendo medio NGM sin bacterias, y se incubaron durante
unas 12 horas a 20 °C. El segundo dia se traspasaron 10 nematodos a cajas frescas e inducidas
con IPTG. La progenie F2 semisincronizada (nematodos hermafroditas de estadio larvario L4),
se analizo respecto al ciclo de defecacidn y se ensayé la respuesta mecanosensorial, a 20°C. Los
animales crecidos en el medio de ARNiI contuwid-22) mostraron un fenotipo de tembilor, lo

que sirvié para testar la funcionalidad del vector L4440. Todos los experimentos realizados

fueron repetidos tres veces.

10. Métodos bioinforméticos.

- Modelado estructural de proteinas.

El modelado de estructura tridimensional de las proteinas NLGQ. adegansy NLGN1

humana y de rata, se realiz6 con el programa SwissPDBviewer (Instituto Suizo de
Bioinformatica), a partir de la secuencia de la estructura de las proteinas NLGN1 humana y de
rata cristalizadas. Para ello en primer lugar se realiz6 un alineamiento de secuencias
aminoacidicas y posteriormente un alineamiento estructural de las proteinas. Se determiné el
valor de superposicion y coincidencia mediante el pardmetro RNRRDt (Mean Square

Desviation).
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Resultados y Discusion
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|. Estudio de polimorfismos genéticos implicados en el metabolismo de
neurotransmisores en un grupo homogéneo de pacientes

diagnosticados con autismo.

Publicado en Research in Autism Spectrum Disorders
Calahorro et al. (Calahorro 2009).

Los neurotransmisores juegan un papel crucial en el desarrollo y funcionamiento del sistema
nervioso. Por esta razon, se ha considerado que la alteracién del metabolismo de los mismos,
podria ser el origen de algunos casos de autismo. En particular, se ha profundizado en la
serotonina y las catecolaminas, puesto que éstos tienen una funcién crucial tanto en la
sinaptogénesis como en el desarrollo del cerebro (Ruiz-Rubio and Mclnnes 2005; Geschwind
and Levitt 2007; Gupta and State 2007).

La serotonina es uno de los neurotransmisores que mas interés ha ocasionado en los trastornos
generalizados del desarrollo, puesto que en un tercio de las personas diagnosticadas con un
trastorno dentro del espectro autista se encuentran niveles elevados de serotonina en sangre
(Anderson, Freedman et al. 1987). Ademas se ha comprobado que los inhibidores de la
recaptacion de este neurotransmisor pueden mejorar algunos sintomas clinicos del trastorno
(McDougle, Naylor et al. 1996; Hollander, Phillips et al. 2005). EI$je@6A4, que codifica un
transportador de serotonina, ha sido estudiado expresamente como un gen candidato funcional.
Tres estudios de barrido genédmico han descrito la asociacién del autismo con la regién
cromosémica 17ql1-12, la region donde se localiza elS§€26A4 (Bacchelli and Maestrini

2006). EIl transportador de la serotonina esta localizado en la membrana presinaptica e
interviene en la recaptacion del neurotransmisor tomandolo del espacio presinaptico e
introduciéndolo dentro de la célula. Cuando no funciona este transportador, la serotonina esta
mas tiempo en el espacio sinaptico ejerciendo su accion de forma mas continuada. En el gen
SLC6A4, se ha analizando el polimorfismo de su region promotora, que contiene una delecion,
alelo corto, y otro alelo normal o largo (Tabla 1). Cuando esta presente el alelo corto en el
promotor, la expresion del gen es inferior y los niveles del transportador disminuyen (Lesch,
Bengel et al. 1996).a mayoria de estudios han encontrado una asociacion positiva de alguno
de éstos alelos y el trastorno autista (Calahorro 2009). Otro polimorfismo identificado en el gen
SLC6A4, es un VNTR Yariable NumberTanden Rpeat”) en el intrén 2 (Tabla 1) (Klauck,
Poustka et al. 1997).

La dopamina es una catecolamina que cumple funciones de neurotransmisor en el sistema
nervioso central. Regula muchas funciones cerebrales, incluyendo el comportamiento y la
cognicion, la actividad motora, la motivacion y la recompensa, el suefio, el estado de animo, la

atencion y el aprendizaje. Se han descritos polimorfismos genéticos que afectan al metabolismo
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de este neurotransmisor. El geAT1 codifica un transportador de dopamina, el cual regula la
recaptacion de dopamina desde el espacio sinaptico hacia la neurona presinaptica
(Vandenbergh, Persico et al. 1992). El polimrorfismo DAT1-VNTR (Tabla 1) ha sido
extensamente estudiado en un numero elevado de nifios con desordenes neuroldgicos y
psiquiétricos incluyendo el trastorno de déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) (Lim, Kim

et al. 2006). El gen que codifica el receptor de dopaminalRD4) es uno de los genes
humanos conocidos mas variable (Wang, Ding et al. 2004). El alelo 7R de este gen (Tabla 1)
tiene una elevada frecuencia en pacientes con TDAH (Faraone, Perlis et al. 2005). Algunos
estudios han sugerido que la susceptibilidad de los genes que se asocian a autismo y a TDAH
podrian estar parcialmente solapados (Grady, Harxhi et al. 2005).

La enzima monoamina oxidas®AO-A degrada serotonina y catecolaminas, teniendo una
importante funcidon en los sistema serotoninérgico y dopaminérgico. Mutaciones en el que
codifica dicha enzima han sido implicadas con diversos desordenes neurobiolégicos, asi la
deficiencia completa d&MAO-A ha sido asociada con retraso mental y comportamientos
impulsivos de agresividad (Popova 2006). Se han identificado diferentes polimorfismos en el
gen MAO-A pero una variante de gran relevancia funcional es un VNTR de 30 pb (Tabla 1)
localizada aproximadamente a unas 1,2 kb antes de la regién codificante (Sabol, Hu et al. 1998).
En este estudio se analizé si existia asociacion entre el fenotipo autista y determinados alelos de
los genesSLC6A4, DAT1, DRD4 y MAO-A (Tablal). Ademas se comprobd si existia

transmision preferencial de algunos de estos alelos por parte de alguno de los progenitores.

Tabla 1. Secuencias nucleotidicas analizadas en cada polimorfismsontimeros' y *# idican el
principio y el final, respectivamnte, de la secuencia analizada.
(S Secuencia nuleotidica
(marcador molecular)
SLC6A4 (5-HTTLPR) 'GGCGTTGCCG ...
... TCAGTCCCTC™®

SLC6A4 (VNTR/intron 2) GGGGTGGGCTGTGACCT

DAT1 (VNTR/3'UTR) GGGCCCCCACAGGAGCGTGTCCTATCCCCGGACGCATGCA

DRD4 (VNTR/exén 3) CCCTGCGGCCCCGACGTGTGCGCCCGCCGCGCCCAGCCTCCCCCAGGAC

MAOA (VNTR/promotor) ~ ACCGGCACCGGCACCGGCACCGGCACCGGC

1. Frecuencias genotipicas y alélicas de polimorfismos en los geBe€6A4,DATL,

DRD4 y MAO-Aen pacientes con autismo, sus padres y la poblacién control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de cada uno de los polimorfismos analizados
correspondientes a los genes SLC6A4, DAT1, DRD4 y MA®©+&cogen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los g&h€6A4, DAT1, DRD# MAO-A en pacientes
con autismo, sus padres y la poblacion contta@ls frecuencias alélicas control de la poblacion
heterogénea europea se obtuvo de la base de datos ALFRERIe(“Frequency Database):
http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp

Gen Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
(marcador molecular) 9 p
5-HTT
(5-HTTLPR) S/S S/L L/L S L
Pacientes 0.364 0.50 0.136 0.614 0.386
Padres 0.3181 0.50 0.1819 0.57 0.43
Controles 0.41 0.59
Gen Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
(marcador molecular)
5-HTT
(VNTR/intrén 2) 12R-12R 10R-12R 10R-10R Otros 12R 10R Otros
Pacientes 0.546 0.364 0.045 0.045 0.727 0.25 0.023
Padres 0.50 0.3864 0.0909 0.0227 0.71 0.28 0.01
Controles 0.70 0.30 0.00
Gen Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
(marcador molecular) g P
DAT1
(VNTR/3'UTR) 10R-10R 10R-9R Otros 10R 11R
Pacientes 0.454 0.409 0.137 0.682 0.022
Padres 0.3864 0.4546 0.159 0.65 0.06
Controles 0.69 0.00
Gen Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
(macador molecular)
DRD4

(VNTR/exon 3)

7R-7TR  4R-4R 2R-4R 4R-7TR  Otros

2R 4R Otros

Pacientes 0.091 0.272 0.182 0.318 0.137 0.273 0.114 0.568 0.045
Padres 0.0476 0.50 0.1429 0.1191 0.1904 0.13 0.11 0.68 0.08
Controles 0.18 0.07 0.65 0.10
Gen . - . a
(marcador molecular) Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
MAO-A

(VNTR/promotor) 4R-3R  4R-4R  4R-5R 3R-Y 4R-Y 5R-Y 3R 4R 5R
Pacientes nifios - - - 0.5 0.4 0.5 0.4 0.1
Pacientes nifias 0.75 0.25 0 - - 0.37 0.63 0
Padres - - - 0.182 0.818 0.182 0.818 0
Madres 0.55 0.40 0.05 - - 0.273 0.704 0.023
Controles Sin datos disponibles

2. Analisis de asociacion de polimorfismos de los genes SLC6A4, DADRD4 y

MAO-A con el autismo.

Los valores del estadistico “odd ratio” utilizado para medir el grado de asociacién de cada

polimorfismo analizado con el trastorno se muestra en la Tabla 3. Como se puede observar en

esta Tabla, en el grupo de pacientes analizados se encontrd una asociacion positiva significativa
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para el alelo cortog del locus HTTLPR del geBLC6A4que codifica para el transportador de
serotonina (OR = 2.0 = 6.69, P value = 0.01). También existia una asociacion del alelo 7R

del genDRD4, aunque con un valor de significacién menor que el anterior (OR =x1.78,

2.70, P value = 0.1).

La asociaciéon positiva entre la presencia del alelo S y el autismo esta de acuerdo con el hecho
de que un 30% de las personas diagnosticadas con un trastorno dentro del espectro autista se
encuentran niveles elevados de serotonina en sangre (Anderson, Freedman et al. 1987). Cuando

hay menos recaptacion del neurotransmisor este llegaria en mayor cantidad al torente sanguineo.

Tabla 3. Analisis de Odd Ratio para los gei®isC6A4, DATY DRDA4.

Gen
(marcador molecular)

Alelo  OddRatio  95%IC X’ (g.l.)

SLC6A4 (5-HTTLPR) L 0.49 0.28-085 6.69 (1)
S 2.03 1.17-351  6.69 (1)
SLC6A4 (VNTR/intrén 2)  12R 0.91 1.03-3.27  0.09 (1)
10R 0.94 0.28-0.90  0.03 (1)
DAT1 (VNTR/3'UTR) 10R 1.15 0.52-1.89  0.18 (1)
9R 0.8 0.48-1.77  0.44 (1)
DRD4 (VNTR/exén 3) 7R 1.78 1.16-4.24  2.70 (1)
4R 0.77 0.40-1.23  0.71 (1)
2R 1.28 0.26-1.85  0.21 (1)

** B2 0.0

IC: Intervalo de confianza.
g.l.: grados de libertad.

El aleloS (“short’) del genSLC6A4 consiste en una delecion de 44 pb en el promotor de dicho
gen, mientras que el alelo(“long”) no la tiene. A nivel funcional la presencia del aglse

traduce en una disminucion de la actividad transcripcion8L@6A4 respecto al alelg que

ha sido asociado con altos niveles de ARN mensajero y una actividad alta de recaptacion de
serotonina (Lesch, Bengel et al. 1996). La asociacion positiva entre la presencia del alelo Sy el
autismo esta de acuerdo con el hecho de que un 30% de las personas diagnosticadas con un
trastorno dentro del espectro autista se encuentran niveles elevados de serotonina en sangre
(Anderson, Freedman et al. 1987). Cuando hay menos recaptacion del neurotransmisor este
llegaria en mayor cantidad al torente sanguineo. No obstante, se han llevado a cabo numerosos
estudios de asociacion de este polimorfismo con el autismo y en su conjunto han mostrado
resultados contradictorios. Hay casos donde no se encuentra asociacion significativa con
ninguno de los alelos, aunque en la mayoria de ellos se pone de manifiesto una asociacion

significativa pero a veces con el aleo al8lp otras con eL (Devlin, Cook et al. 2005). No es
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facil encontrar una explicacion satisfactoria a estas observaciones aparentemente inconsistentes,
pero se podria pensar en dos escenarios diferentes que explicaran estas observaciones. En
primer lugar, es posible que existan otros genes, cuya expresion influya en el equilibrio del
nivel de serotonina. Asi el hecho de que existiera mas o menos expresion del transportador de
serotonina se podria traducir en mayor o0 menor recaptacion no solo por la presencia o0 ausencia
de uno u otro alelo, sino por la influencia de otras proteinas que modularan la presencia de este
neurtransmisor; o que determinados genotipos sean mas sensibles a la actividad de la
serotonina y en estos casos una menor cantidad en el espacio sinaptico del neurotransmisor sea
suficiente para disparar la respuesta que origina. En segundo lugar el hecho de que en la
mayoria de los estudios exista asociacion positivaldgsA4 con autismo, independientemente

de que sea el alel8 6L, podria indicar que otro gen cercano podria estar implicado en

numerosos casos del trastorno.

3. Andlisis de transmision preferencial de polimorfismos de los gen8&C6A4,
DAT1, DRD4 y MAO-A

Tabla 4. " Transmission disequilibruim tégfTDT) de los geneSLC6A4 DAT1, DRD4y MAOA

Transmision materna Transmision paterna
. madfr'.:o,m,m Alelo  T= NT* A2 Pvalue T NT A2 Pevalue
5-HTT L 1 8 5447 0.05 8 5 089 ns
(5-HTTLPR) s 8 1 5 ]
5-HTT 12R 4 B 04 ns 6 2 2 ns
(VNTRIintrén 2) 10R ] 4 1 7 45 005
DAT1 10R ] 7 0076 ns 7 5 033 ns
(VNTRI3'UTR) 9R 7 ] 4 8 1.33
DRD4 4R 1 4 1.80 ns 3 ] 1 ns
(VNTRIlexon 3) 2R 3 2 0.20 1 8 544
7R 2 . - . 4 5 0.20
wor
VNTRIpromotor
(VNTRip e i 0 736

sT = transmitide. ®NT = no transmitide. * P <0.05.

Para determinar si existia transmision preferencial de alguno de los alelos por parte de los
progenitores, se calcularon los valores de transmision de cada alelo mediante el test TDT
(“TransmissiorDisequilibriumTest”) que se recogen en la Tabla 4. Como se puede observar,
dicho andlisis mostro una transmision preferencial materna significativa del alelo S del locus 5-
HTTLPR hacia la descendencia (TD{’= 5.44, P value = 0.05). No se detectd transmision
preferencial estadisticamente significativa de los polimorfiseid36A4 (VNTR del intrén 2) y
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los analizados de los geneaT1, DRD4 yMAO-A La transmision preferencial materna indica

que el marcador en cuestion, en este caso el @ldEl genSLC6A4, ejerceria su efecto “in

utero” durante el desarrollo del feto. Es decir el genotipo materno, asociado con una
disminucion de la recaptacion de la serotonina, originaria unas condiciones desfavorables para
el desarrollo del sistema nervioso. En este sentido se ha detectado que los niveles de serotonina
en plasma era significativamente menor en madres de nifios con autismo que sin este trastorno
(Connors, Matteson et al. 2006).

4. Consideraciones sobre estrategias experimentales para el estudio genético del
autismo.

Los estudios genéticos para determinar genes implicados en el autismo se han realizado
principalmente utilizando cuatro tipos de estrategias experimentales: el analisis de ligamiento en
familias, los estudios de asociacion de genes candidatos en poblaciones, los estudios
citogenéticos y el andlisis GWAS (estudio de asociacion del genoma completo) comparando
variaciones gendémicas en pacientes en relacion a los controles.

Actualmente las estrategias de busqueda de genes candidatos en autismo y los estudios de
asociacion que incluyen a un gran numero de pacientes siguen aportando datos de interés de los
componentes genéticos implicados en el trastorno (Wang, Zhang et al. 2009). No obstante estas
aproximaciones presentan ciertas dificultades como son el nUmero de pacientes analizados, la
aplicacién uniforme en el diagndstico y la homogeneidad de la muestra. En los proximos afios,
la secuenciacion de nueva generacion va a constituir una herramienta poderosa para avanzar en
este sentido, porque se compararan los genomas de individuos sanos con enfermos pudiéndose
determinar con nitidez las diferencias a nivel genético.

No obstante estos estudios son costosos y la complejidad del sistema nervioso hace que a nivel
experimental no sea facil disefiar ensayos para explicar las bases celulares y moleculares de este
trastorno. Por ello, la utilizacion de organismos modelo de gran simplicidad como
Caenorhabditis eleganson a priori herramientas prometedoras para crear un sistema donde se
pueda profundizar en mecanismos neurobioldgicos basicos que sean de aplicacion para el

conocimiento de la etiologia de algunos casos de autismo.
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ll. Caracterizacion fenotipica de mutantes deC. elegangdeficientes en

neurexina y neuroliguina.

1. Andlisis bioinformatico de mutaciones en los genes nrx-1y nig-1.

Los mutantes deC. elegansen los genesirx-1 y nig-1 fueron obtenidos a través de los
consorcios internacionaleC: elegans Gene Knockout Consortiurah EEUU y Canada
(alelosoK) y “National BioResource Projecen Japon(alelostm). Las mutaciones en los alelos

de las estirpes VC141Gx-1 (0k1649) YFX1961nrx-1 (tm1961) V, VC228Ig-1 (0k259) Xy
FX00474 nlg-1 (tm474) X se analizaron con la ayuda de herramientas bioinformaticas
(Lasergene (DNA-StarBioEdit, PredictProtein,Swiss-Model Proteomic sejveEste analisis

nos permitié predecir a nivel de transcrito de ARN y a nivel protéico el alcance de cada una de
las mutaciones en los genesx-1 y nlg-1, e interpretar la posible deficiencia en la

funcionalidad de las proteinas neurexina y neuroliguina resultantes de cada uno de los alelos.

1.1. Descripcion de las mutaciones nrx-1 (ok164@nrx-1 (tm1961)

La mutacion del alelok1649del gennrx-1 consiste en una delecion de una longitud de 861pb

en el ADN gendmico del cromosoma Esta delecién abarca parte del intron 8, casi la totalidad

del intrén 9 y completamente al exén 9 del correspondiente transcrito de la pNRX{rR

(Figura 1A) A nivel de proteina esta mutacién afecta a los residuos 316-368, localizados en el
segundo dominio funciondlaminin G” de la proteina neurexina. El estudio Silico’ de la
mutacion descrita no mostré ninguna terminacion temprana de la proteina, o sucesos de
truncamiento en la misma.

La mutacion portadora en el aledim1961se correspondié con una delecion de una longitud
total de 428 pb en el ADN gendmico; abarcando completamente a los intrones 13, 14, casi la
totalidad del 15, parte del exo6n 13 y completamente en los exones 14 y 15 del transcrito de la
proteina NRX-1 (Figura 1A). A nivel proteico esta delecién afecta a los residuos 757-863
correspondientes con parte del cuarto dortliamminin G” (LNS4) y parte del sitio alternativo
desplicing SS3. El estudidr silico” de la delecidn mostro la formacién de un codon de fin de
mensaje, a nivel del comienzo del exén 16 en el correspondiente transcrito de la proteina NRX-
1; esto se traduce en una forma truncada de la proteina de tan solo 728 residuos frente a los
1560 en la proteina silvestre. Lo que hace que no estén presentes los dominios LNS1 a LNS4.
Para estudiar como se traduce estas mutaciones en el plegamiento y conformacion final de la
proteina mutada, se realiz6 un modelo tedrico tridimensional de la proteina NRX-1 con los
alelosok1649 (Figura 2B) ym1961 (Figura 2C) donde se observan cambios significativos en la

conformacién de ambas.
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Figura 1. Localizacion de mutaciones de los diferentes alelos descritos para el ger-1 de C.
elegans Se muestra la localizacion de cada una de ellas a nivel de transcrito de ARN (A), y a nivel de
proteina (B) en los dominios funcionales de la misma. PS: Péptido sefial. LNS1-LNS6: dominios
laminin G EGF: “Epidermal growth factor” O-Glyc: Sitios de O-glicosilacién. TM: Dominio

transmembrana. SS1-SS5: Sitiossgécing alternativo.

Figura 2. Modelo tridimensional tedrico de la proteina NRX-1 silvestre deC. elegans(A) y de la
proteinas originada por la mutaciones en los alelogk1649(B) y tm1961(C). Los modelos fueron
generados usando el motor bioinformatic®niss-Model Proteomic sefvdGuex and Peitsch 1997;

Schwede, Kopp et al. 2003; Arnold, Bordoli et al. 2006). Se puede observar como se produce un cambio

conformacional de ambas proteinas mutadas y especialmente en la correspondientetrall @ddlo
donde se produce una proteina truncada de 728 residuos frente a los 1560 de la silvestre.
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1.2. Descripcion de las mutaciones nlg-1 (ok25@nlg-1 (tm474)
La mutacion del alel@k259del gennlg-1 consiste en una delecién de 2341 pb en el ADN

gendmico del cromosoma. ¥ksta delecion abarca desde el inicio del intron 7 hasta el inici6 del
intron 13, y completamente a los exones 8-13 del correspondiente transcrito de la proteina
NLG-1 (Figura 1) A nivel de proteina esta mutacion se localiza desde los residuos 340-745,
afectando a la mitad del domirfiG@holinesterase-like”, al sitio de dimerizacion, a una regién

de O-Glicosilacion, al dominio transmembrana y a una region del dominio citosolico de la
proteina neuroliguina. El estudian“silicof’ de la mutacion descrita no mostré ninguna
terminacion temprana de la proteina, en cambio su estructura tedrica mostré un drastico cambio
comparado con la proteina silvestre (Figura 4B).

La mutacion del aleltm474del gennlg-1 consiste en una delecion de una longitud de 583 pb

en el ADN gendmico. Esta delecion abarca una pequefia parte del intron 6 y completamente al
intron 7, y alcanza totalmente al exdn 7 y casi la totalidad del exdn 8 del correspondiente
transcrito de la protein@&igura 1) A nivel de proteina esta mutacién afecta a los residuos 258-
384, localizados aproximadamente en la zona central del dominio funt@ralinesterase-

like” de la proteina neuroliguina, abarcando dos zonas de N-Glicosilacion (Figura 3). El estudio

“in silico” de la mutacién descrita no mostré6 ningdn cambio significativo en su estructura

protéica respecto a la proteina silvestre (Figura 4C).
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Pl 1 | | | | | | [
~rrrrrrrrrrrr1rrr1r1rr01rr70171r1r7rrrrTrTrTrr T TT T TT T TT T T TTT TTTTT T T T TTITT I T T I TT ™
13625 13626 13627 13628 13629 13630 13631
| |
ok259 L |
tm474
B delecion tm474
_ o delecion ok259
[=] [=] =]
o o [5] [ 1
= = 2>
SSA Z SSB zZ Z
\J vy

Sitio de dimerizaci 6n

Figura 3. Localizacién de mutaciones de los diferentes alelos descritos para el gédg-1 C.
elegans Se muestra la localizaciéon de cada una de ellas a nivel de transcrito de ARN (A), y a nivel de
proteina (B) en los diferentes dominios funcionales de la misma. PS: Péptido sefial. TM: dominio

transmembrana. PD: dominio de unién a PDZ.
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Figura 4. Modelo tridimensional tedrico de la proteina NLG-1 silvestre de&€. elegangA) y de

la proteinas originada por la mutaciones en los alelosk259 (B) y tm474(C). Ambos modelos

fueron generados usando el motor bioinformatiGwiss-Model Proteomic sefvéGuex and

Peitsch 1997; Schwede, Kopp et al. 2003; Arnold, Bordoli et al. 2@@6puede observar como se
produce un cambio conformacional en an ambas proteinas mutadas pero especialmente en el alelo
ok259afectando a la mitad del domiriGholinesterase-like”,al sitio de dimerizacion, a una regién

de O-Glicosilacién, al dominio transmembrana y a una region del dominio citosélico.

1.3. Eleccién de las estirpes d€. elegansde los genesirx-1 y nilg-1 para realizar los
ensayos de comportamiento y rescate.

En base a los resultados obtenidos del andlisis de las mutaciones descritas se eligio el alelo
0k1649 como alelo de referencia del gexr1. La mutacion de este alelo representa un cambio
significativo en la estructura tridimensional de la proteina neurexina, aunque este parece mas
acusado en la que codifica el al&lwl961.Los resultados previos obtenidos en los ensayos de
comportamiento no mostraron diferencias significativas entre ambos alelos y también
coincidian con los experimentos en que se utilizaba RNAI especificoxde(Knockdowi.

Los ensayos mas representativos fueron llevados a cabo con ambas estirpes \WG1416
(0k1649) YV FX1961 nrx-1 (tm1961).V

Como alelo de referencia del gelg-1 se eligié el alelok259, de la estirpe VC228 ya que el
analisis de esta mutacion mostré un cambio significativo en la estructura de la proteina
neuroliguina, afectando a una gran parte de los dominios funcionales de la misma. También se

usé la estirpe FX00474n474) para corroborar los resultados obtenidos con la estirpe de
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referencia. Como el caso anterior también se llevaron a cabo experimentos con RNAI especifico
de nlg-1 (Knockdown), coincidiendo los resultados con el de ambas mutaciones.
Para la construccion del mutante doble CRR2&1 (0k1649) V; nig-1 (0k259), e eligieron

los alelos de referencia de cada gen.

2. Silenciamiento de los genesrx-1 y nlg-1 mediante ARN de interferencia
(ARNI).

Para corroborar los fenotipos obtenidos en el andlisis de las mutaciones de lakgltigse

llevé a cabo el silenciamiento de los gemes-1 y nig-1 deC. elegans usando ARN de
interferencia de secuencia antisentido correspondiente. Para el silenciamiento del ges nrx-1
usé el clon V-7016, correspondiente al fragmento de PCR sjj_C29A12.5 contenido en el vector
pL4440. Para el genlg-1 el clon X-6M16, correspondiente al fragmento de PCR sjj_C40C9.5
también contenido en el vector pL4440. Ambos clones fueron obtenidos de la libreria de ARNi
gestionada por el Dr. Peter Askjaer (Universidad Pablo Olavide, Centro Andaluz de Biologia
del Desarrollo, CABD-CSIC).

El fragmento ssj_C29A12.5 esta localizado entre las posiciones 10845.5-10846.5 kb del
cromosoma V d€. elegangy el fragmento ssj_C40C9.5 en las posiciones 13627.75-13628.81
kb del cromosoma X de C. elegdisgura 5).

A nrx-1
a l l [
“ 7T 7T T 17T 17 717 1 1T 17 T 17 T 1T T 177 T 1 1T TT°TT° 1T TT7T T TT7T1 *”
10830 10840
>«
sji_C29A12.5
B nig-1
a 1 1 1 1 1 1 1 [
~rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1r1i1r1r1r1711rrrrrrrrrrrrrrTirtTrTrrrTrrrTrTrTrTrm
13625 13626 13627 13628 13629 13630 13631

arm 2o oo OOn En o omam o

" ji_C40C9.5

Figura 5. Localizacion de las secuenciad@NAi complemetarias a loRNAm de los genesrx-1 y nig-
1. Localizacién de los fragmentos sjj_C29A12.5 (A) y sjj_C40C9.5 (B), en el cromosoma V y X
respectivamente, utilizados en los experimentos de silenciamiento de losigehglg-1. Se muestra
la zona del transcrito de ARN afectada por ambos fragmentos.
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lll. Caracterizacion fenotipica de mutantes deC. elegansdeficientes

en neurexina y neuroliguina.

Las proteinas neurexina y neuroliguina se expresan en un elevado nimero de neuonas de
elegansy por lo tanto, estan presentes en casi todas las sinapsis establecidas en el nematodo.
Ambas moléculas participan en el establecimiento de la sinapsis, y contribuyen a una correcta
transmision sinptica entre neuronas. Algunos circuitos neuronales, unos mas complejos que
otros, son los responsables de muchos de los comportamientos observadekgansEn

estos circuitos son clave tanto el contacto, como la transmision sinptica entre las neuronas
implicadas. Por ello, cabria pensar que la pérdida de neurexina y/o neuroliguina en el
nematodo alterase las pautas normales de ciertos comportamientos. En este sentido se
analizaron los patrones de alguno de éstos, que estan bien definidos y donde se conoce los
circuitos neuronales que participan, como son: ritmo de defecacién, ondas corporales,
sensibilidad mecanosensorial, habituacion y la respuesta al estrés osmotico. Por Udltimo se
intentd definir una caracteristica del comportamientcCdeslegans que se definié como

capacidad exploratoria.

1. La neurexina y la neuroliguina afectan de forma sinérgica al ritmo de
defecacion.

Los ritmos ultradianos, ritmos con un periodo de menos de 24 horas, son fundamentales en el
mantenimiento de la homeostasis de los organismos y sin embargo en muchos casos se
desconocen los mecanismos que los regulan a nivel molecul@r. éaganda defecacion es

un proceso ritmico ultradiano (Liu and Thomas 1994; Baylis 2005), esta muy bien definido y es
de facil seguimiento para estudiarlo como modelo de comportamiento ritmico (Thomas 1990;
Branicky and Hekimi 2006). Las etapas de la excrecion en el nematodo consisten en una serie
de contracciones musculares que en conjunto se denominan programa motor de defecacion
(Defecaction Motor Program “DMPY (Figura 1). EI DMP puede ser dividido en tres etapas
claramente distinguibles: 1) contraccién de los musculos posteriores del cuerpo (pBoc), los
cuales comprimen el contenido intestinal hacia la parte anterior del intestino; 2) contraccién de
la parte anterior de los musculos del cuerpo (aBoc), los cuales dirigen el contenido intestinal
hacia la parte posterior del intestino y 3) contraccion de los mulsculos entéricos y una relajacion
del esfinter entérico, resultando en la expulsién del detritus (Exp). En el adulto joven de la
estirpe silvestre Bristol N2 y en condiciones estandares de laboratorio (alimento césped
bacteriano OP50 y 20°C), esta serie de contracciones musculares tienen lugar en un intervalo de

tiempo de unos 45 segundos. El ritmo de defecacion esta regulado con mucha exactitud, de tal
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forma que en condiciones controladas el error estdndar (SEM) es menos de 1 segundo (Liu and
Thomas 1994). La duracion del ciclo de defecacion cambia por factores ambientales tales como
la temperatura, la disponibilidad de alimento y estimulos mecanicos (Branicky and Hekimi
2006).

Se han identificado varios genes que estan implicados en la regulacion del ritmo de defecacion,
entre ellos hasta siete gertEsc que alteran la periodicidad del ciclo (Iwasaki, Liu et al. 1995;
Branicky and Hekimi 2006)). Ademas se ha descrito un “oscilador de defecacion” subyacente al
DMP que regula el inicio de dicho programa y que se encuentra influenciado por diversos genes
implicados en la sefializacion de calcio (Branicky and Hekimi 2006). Se ha demostrado que la
defecacion esté regulada por la liberacion de calcio en las 20 células epiteliales del intestino
(Dal Santo, Logan et al. 1999; Espelt, Estevez et al. 2005; Teramoto and Iwasaki 2006; Peters,
Teramoto et al. 2007; Nehrke, Denton et al. 2008). De particular interés es igtheue

ejerce su funcién en las células intestinales (Dal Santo, Logan et al. 1999; Espelt, Estevez et al.
2005) y codifica el receptor inositol 1,4,5-trifosfatoRF, que libera calcio desde el reticulo
endoplasmico en respuesta a la produccién gd. 43 mutantes de pérdida de funcién del gen

itr-1 tienen un ritmo lento o ausente de defecacion en funcion de la severidad de la mutacion
(Dal Santo, Logan et al. 1999).

lumen
intestinal Figura 1. Diagrama representativo

45 sec del ciclo de defecacion deC. elegans
interciclo % La defecacién depende de una correcta
ejecucion del programa motor de
defecacion (DMP). Existen tres etapas

pBoc M distinguibles en el DMP: pBoc

(contraccion de los musculos posteriores
del cuerpo), aBoc (contraccion de los

relajacion l ; :
M 4 sec musculos anteriores del cuerpo) y exp

(expulsién). Adaptado de Avary and

aBoc l Thomas, 1997 (Avery and Thomas
M 1997).
4
exp ¥ l 1sec
==

v

El control neuromuscular del programa de defecacioiC.delegansse encuentra regulado
exclusivamente por dos neuronas de naturaleza GABAérgica, AVL y DVB (Figura 2). Ambas
controlan la contracciéon de los haces musculares implicados en las diferentes etapas del
programa motor de defecacion. Si AVL y DVB no funcionan correctamente el ciclo se retrasa

(Mclintire, Jorgensen et al. 1993)
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Figura 2. Representacion esquematica de
los muasculos entéricos y las motoneuronas
AVL y DVB. Los musculos entéricos lo
constituyen cuatro células: el depresor anal
(“anal depresor muscle el esfinter
(“sphincter muscl@ y dos células
intestinales con simetria bilateraintestinal

Anal depressor musclé). Estas células musculares estan
= muscle conectadas entre si mediante uniorgegs"y

cada una de ellas envia una prolongacion
muscular hacia el ganglio preanal donde
contactan con la motoneurona DVB. La

interneurona AVL, localizada en el ganglio

ventral de la parte mas anterior del nematodo,
envia un axén a lo largo del cordén nervioso
ventral donde interacciona con DVB.

Adaptado de (Schuske, Beg et al. 2004).

Para analizar los ciclos de defecacion de los mutamted (0k1649, nlg-1 (0k259)y
nrx1(0k1649)nlg-1(0k259 se cuantifico el tiempo del ciclo de defecacion en nematodos

individuales como se ha descrito anteriormente (Thomas 1990). Siempre se utilizaron

nematodos hermafroditas L4 crecidos a 20°C en placas frescas de medio NGM con E.coli OP50.

Los nematodos individuales fueron observados bajo un aumento de 50X. Bajo estas condiciones

todas las etapas del programa motor de defecacion son visibles y son muy evidentes las etapas

pBoc (‘posterior body contraction”) y Exp €xpulsién”). La longitud de cada ciclo se definid

como la duracion entre dos etapas pBoc entre dos defecaciones consecutivas. Cada nematodo

fue medido durante 10 ciclos (11 pBocs consecutivos).

80 -

60 -

HH

40 -

20 -

Duracién media Ciclo Defecacion (seg.)

[J N2 (Bristol)

[0 VC1416 nrx-1 (ok1649)
[l VC228 nig-1 (0k259)

Figura 3. Medida de la duracion del ciclo de defecacion en

las estirpes N2 (Bristol),nrx-1 (0k1649) nilg-1 (0k259)y nrx-
1(0k1649);nlg-1(0k259) Se representa la duracion media del
ciclo de defecacion de cada estirpe medida entre dos etapas pBoc
consecutivas. En cada experimento fueron analizados un total de
50 animales de cada estirpe. Las barras de error representan la
desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes. El * indica una diferencia significativa con el
tipo silvestre con uni < 0.001.

B CRR21 nrx-1 (0k1649); nilg-1 (0k259)

La estirpe mutantesrx-1 (ok1649)mostré un incremento en la duracion del ciclo de defecacion

con respecto a la estirpe silvestre Bristol N2. Este incremento fue menos acusado en el caso de
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los mutanteslg-1 (0k259) aunque también fue significativo. Mucho mas acentuado fue el
incremento en el periodo de defecacion de la estirpe doble mutante nrx-1(ok1649);nlg-1(ok259)
donde el ciclo duré 77,33 + 2,40 segundos que es un 65,8% mas que en la estirpe silvestre
(46,63 £ 2,35) (Figura 3). Este resultado podria ser debido a un efecto sinérgico de ambas
mutacionesr{rx-1(ok1649) + nlg-1(ok259)

Debido a que el control neuroldgico de este proceso esta regulado por GABA, se podria pensar
gue la sintesis, liberacion, recaptacion y deteccion por los receptores de este neurotransmisor
podria estar alterada en los terminales postsinépticos, de las neuronas AVL y DBV debido a una
incorrecta funcionalidad de las proteinas neurexina y neuroliguina que intervendrian en los
procesos de biosintesis y sinapsis GABAérgica. Lo mismo podria decirse de la acetilcolina en la
interaccion de la motoneurona DVB con las células musculares. Recientemente Hunter y
colaboradore¢Hunter, Mullen et al. 201®)an demostrado que las neuroliguinasg@esan,

ademas de en células del sistema nervioso del nematodo, en las células musculares.

1.2. Sensibilidad a aldicarb, levamisol y pentilentetrazol.

Para probar la hipotesis de que los neurotransmisores acetilcolina y/o GABA estaban
implicados en los mecanismos neuronales que regulan la defecacion efokibé49, nig-1

(0k259 y nrx1(ok1649;nlg-1(0k259) deC. elegans se estudiaron en cada uno de estos
mutantes los efectos de un inhibidor de la acetilcolinesterasa (aldicarb), un agonista de
acetilcolina (levamisol) y un compuesto antagonista del neurotransmisor GABA
(pentilentetrazol 6 PTZ).

Como se puede observar en los resultados obtenidos (Figura 4A), los mutantes deficientes en
neuroliguina fueron mas resistentes al compuesto aldicarb que la estirpe silvestre. Por el
contrario, los mutantes neurexina eran mas sensibles. En el doble nmuxAr&1649)nig-

1(0k259) se compensaba el efecto de ambas mutaciones simples mostrando una respuesta
similar a la de la estirpe silvestre. La resistencia a este compuesto, como ocurre en los mutantes
nlg-1(ok259), se ha asociado con una disminucién en la liberaciébn de acetilcolina en los
terminales presinapticdMiller, Alfonso et al. 1996)sin embargo también es posible que

sea debido a una alteracién de los receptores postsinapticos. La mayor sensibilidad de los
mutantesirx1(ok1649 al aldicarb podria indicar que en estos mutantes habria una alteracion en

la liberacién de acetilcolina, incrementandola, o bien de la recaptacion, dificultdndola. Puesto
gue las neurexinas estan presentes fundamentalmente en la membrana presinptica y las
neuroliguinas en la postsinaptica y por otra parte el doble mutedii@k1649)nlg-1(ok259

tiene una respuesta similar a la de la estirpe silvestre, la explicacién mas légica de los resultados
observados seria que la neurexina interaccionaria en los mecanismos de recaptacién de la
acetilcolina incrementando la sensibilidad al aldicarb al existir mas neurotransmisor en el

espacio sinaptico, la neuroliguina alteraria los receptores de acetilcolina en la membrana
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postsinaptica mostrando mas resistencia al aldicarb y en el doble mutante se compensarian
ambas respuestas.

Esta explicacion podria ser confirmada estudiando la respuesta de estos mutantes a un agonista
de la acetilcolina como el levamisol. Era de esperar que el mutedt@kl1649)fuera mas

sensible al compuesto, el mutamig-1(0k259 mas resistente y el doble mutante diera una
respuesta similar al silvestre. Comos se puede observar en la Figura 4B, los resultados no fueron
los que se esperaban segun la hipétesis anterior. Una posible explicacion a este hecho es que
existe una clase adicional de receptores colinérgicos presentes en las sinapsis neuromusculares
de C. eleganslos cuales son activados tanto por acetilcolina como por nicotina, pero son
insensibles al levamisalGally, Eimer et al. 2004)Estos receptores de composicién y
estructura molecular aun desconocida, enmascararian los resultados con el levamisol. En este
sentido, este tipo de observaciones abren la posibilidad de investigar otros agonistas y
antagonistas de la acetilcolina, asi como la respuesta de muta@esleigansen genes que

codifican subunidades de receptores de acetilcolina.
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Figura 4. Respuesta de los mutantasrx-1 (0k1649, nlg-1 (0k259 y nrx-1(ok1649; nig-1(ok259 a
aldicarb, levamisol en comparacion con la estirpe silvestre N2 (BristollLas concentraciones
utilizadas fueron 0,5 mM de aldicarb (A), 0,2 mM de levamisol (B).
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Figura 5. Respuesta de los mutantesrx-1 (0k1649, nlg-1 (0k259 y nrx1(ok1649;nlg-1(0k259 a
pentilentetrazol (PTZ) en comparacidon con la estirpe silvestre N2 (Bristol)La concentracion
utilizada fue de 10 mg/mL de pentilentetrazol.

Como hemos visto anteriormente, el control neuroldgico de la defecacidén estaba regulado por
dos neuronas GABAérgicas AVL y DBV. La disfuncién de la neurexinas y/o neuroliguina
podrian alterar la liberacion, la recaptaciéon o la deteccién del GABA por receptores especificos.
Por lo tanto, seria de esperar que un antagonista de GABA produjera un efecto de pardlisis mas
acusado en estos mutantes que en el tipo silvestre. La Figura 5 muestra que los mxtantes
(0k1649),nlg-1 (0k259)y nrx-1(0k1649;nlg-1(0k259) son mas sensibles a pentilentetrazol,

aunque el efecto en el mutante deficiente en neuroliguina es inferior al de la neurexina.

2. Los mutantes en los genes que codifican neurexina o neuroliguina son deficientes

en las rutas dopaminérgica y serotoninérgica en respuesta a la presencia de
alimento.

Los estudios de los mapas de conectividad neuronal, las ablaciones de neuronas especificas y el
analisis de los mutantes en la locomocion han demostrado que existen al menos tres procesos de
control de locomocién parcialmente divisibles@nelegansla coordinacion del movimiento
ondulatorio del cuerpo fody bendy, la seleccién del movimiento hacia adelante o atras y la

tasa o velocidad de locomocion (Driscoll and Kaplan 1997; Jorgensen, M. et al. 1997; Robatzek
and Thomas 2000).

El movimiento ondulatorio coordinado d& elegansse genera a partir de la actividad de
motoneuronas colinérgicas y GABA-adrenérgicas que forman uniones con las células
musculares de la pared del cuerpo del nematodo. Las ondulaciones del cuerpo se forman
alternativamente por la excitacion de motoneuronas colinérgicas de los musculos en un lado del

animal y la inhibicion reciproca de los musculos correspondientes en el lado opuesto del
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nematodo a través de motoneuronas GABA-adrenérgicas (Figura 6) (Mclintire, Jorgensen et al.
1993; Mcintire, Jorgensen et al. 1993; Schuske, Beg et al. 2004).
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Figura 6. Esquema de la modulacion de las ondas corporales €h elegansdonde participan
neuronas colinérgicas y GABAérgicas relajando y excitando las células muscular€domo se
muestra en la Figura las motoneuronas colinérgicas (en rojo) inducen la contraccidon de las células
musculares y excitan a las motoneuronas GABAérgicas (en azul) que inhibir la contraccion muscular en
el lado opuesto (dorsal o ventral). Adaptado de Schuske et al. (Schuske, Beg et al. 2004).

Los mutantes deC. elegansen los genesunc-25 (codifica la enzima &cido glutamico
descarboxilasa que cataliza la sintesis de GABA a patrtir de 4cido glutamico) o en los genes unc-
46 yunc-47 (codifican el trasportador vesicular de GABA), presentan un fenotipo denominado
“shrinkefl’ 0 de “acortamiento”. Este fenotipo se produce ante un estimulo mecanico sensorial

en la parte anterior del cuerpo que origina una hipercontraccion de las células musculares por
sefales colinérgicas, pero al no poder ser inhibidas por las sefiales respectivas gabaérgicas hace
que el animal sea incapaz de retroceder y se produce un acortamiento del cuerpo (Mcintire,
Reimer et al. 1997).

C. elegangdisminuye el numero de ondulaciones corporales por unidad de tiempo cuando se
encuentra sobre un césped bacteriano y la incrementa cuando se encuentra en un medio
desprovisto de aliment&e ha demostrado que la tasa de locomocién, medidal pimero de
ondulaciones corporales en veinte segundos, esta regulada por una ruta dopaminérgica y otra
serotoninérgica (Sawin, Ranganathan et al. 2000). En primer lugar, cuando el nematodo esté en
presencia de comida y se pasa de nuevo a presencia de comida el nematodo se mueve mas
despacio que si ésta no esta presente. Esta respuesta depende de la dopamina y es posible que se
deba a una respuesta de adaptacion al medio para mantener al animal el mayor tiempo posible
en presencia del alimento. Si el nematodo est4 en ayuno y se pone en presencia de comida su
tasa de locomocion baja su tasa de locomocién aun mas que en el caso anterior, un mecanismo
que pretende asegurar que el animal no abandone la nueva fuente de alimento detectada. Este
mecanismo que obedece a la experiencia de un estado anterior, en la que ha existido privaciéon
de alimento, depende de la serotonina. El andlisis de la implicacién de las rutas dopaminérgicas
y serotoninérgicas en la tasa de locomocion se ha basado principalmente en dos tipos de
aproximaciones experimentales. En primer lugar en el andlisis de mutantes defectivos en la

sintesis de dopaminadt-2), y en la de dopamina y serotonicat{4y bas-1) y en segundo
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lugar en la ablacion de neuronas dopaminérrgicas y serotoninérgicas (Sawin, Ranganathan et al.
2000). EnC. eleganshay ocho neuronas dopaminérgicas: cuatro CEP, dos ADE y dos PDE; se
ha demostrado que las ocho intervienen en la respuesta de adaptacion al medio. Existen al
menos doce neuronas serotoninérgicas: dos NSM, dos HSN, dos ADF, dos PHB, dos AIM, una
I5 y una RIH; de todas ellas, solo las NSM son las imprescindibles para que se produzca la
respuesta serotoninérgica.

Para analizar la funcionalidad de la ruta dopaminargn los mutantesrx-1 (ok1649, nig-1

(0k259 y nrx1(ok1649)nlg-1(ok259 se utilizaron nematodos sometidos a dos condiciones
previas: alimentados o en ayuno. Para estudiar la ruta dopaminérgica los nematodos de cajas
con alimento fueron traspasados a placas sin alimento o con césped bacteriano (Figura 7A 'y B).
Para estudiar la ruta serotoninérgica, los nematodos en cajas sin alimento (durante 30 minutos)
fueron traspasados a placas sin alimento o con césped bacteriano (Figura 7C y D). En estas
condiciones se contaron el nimero de ondulaciones corporales en un intervalo de tiempo de 20

segundos (ver detalles del disefio experimental en el apartado “Materiales y Métodos”).
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Figura 7. Ruta dopaminérgica y serotoninérgica de mutambesi, nlg-1 y nrx-1;nlg-1 en comparacion

con la estirpe silvestre N2. Para estudiar la funcionalidad de la ruta dopaminérgica los nematodos de cajas
con alimento E. Coli OP50) fueron traspasados a placas sin alimento (A) o con césped bacteriano (B).
Para estudiar la funcionalidad de la ruta serotoninérgica, los nematodos en cajas sin alimento (durante 30
minutos) fueron traspasados a placas sin alimento (C) o con césped bacteriano (D). El * indica una
diferencia significativa con la estirpe silvestre(B.001).

La Figura 7 muestra en primer lugar que el nimero de ondulaciones corporales es inferior en los
mutanteqirx-1 (ok1649, nig-1 (ok259 y nrx1(ok1649)nlg-1(0k259 que en la estirpe silvestre

N2 cuando los nematodos de placas con alimento o sin alimento fueron traspasados a placas sin
alimento (Figura 7A y C). En segundo lugar se observa que los mutaxitksok1649, nig-1

(0k259 y nrx1(ok1649;nlg-1(ok259) son deficientes en las respuestas dependientes de la
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dopamina (Figura 7A y B) y de la serotonina (Figura 7C y D). El nimero de ondulaciones
corporales de las estirpes mutantes fueron similares tanto en presencia como en ausencia de

alimento.

3. Definicion de una nueva caracteristica fenotipica: capacidad de exploracién o
“exploring”.

C. eleganslterna su comportamiento entre fases de actividad e inactividad cuando se encuentra
sobre un césped bacteriano de la bactesigherichia coli OP50. En condiciones estandar se
estima que el nematodo emplea hasta un 80% de su tiempo en una fase inactiva denominada
“dwelling”, que en este contexto se podria traducir como “reposo”, y un 20% en una fase activa
errante denominadadaming” (Fujiwara, Sengupta et al. 2002). Durante la faseddelling”

los nematodos mantienen una velocidad baja, presentando de una manera frecuente y alterna
movimientos hacia delantef@¢tward’) y hacia atrds ackward), sin que recorran mucha
distancia. En cambio la fase de “roaming” consiste en desplazamientos claros con movimientos
sinusoidales hacia delante(awling’), aunque a veces retrocedemnef/ersal”) y otras forman

con el cuerpo estructuras que recuerdan a la primera letra del alfabeto gneggd”).

C. elegansadministra su tiempo empleado en estos movimientos dependiendo de la cantidad y
calidad nutricional del alimento presente en su medio ambiente. El tiempo empleado en la fase
de ‘roaming” es menor cuando el crecimiento del nematodo es favorecido por la calidad del
alimento disponible; mientras que ante una situacion de escasez de alimento, los nematodos
emplean la mayor parte del tiempo en una fase activa, en busca de una fuente de alimento con
una calidad nutricional adecuada (Shtonda and Avery 2006). Esto puede ser una estrategia para
seleccionar el mejor alimento en donde habita y cambiar de area cuando éste no tiene la calidad
suficiente para sustentar el crecimiento de una poblacién determinada (Ben Arous, Laffont et al.
2009). C. eleganstambién es capaz de distinguir diferentes caracteristicas presentes en el
alimento no sélo mediante circuitos quimio y/o mecanosensoriales, también mediante rutas de
sefalizacion internas que reflejan su estado de saciedad (Colbert and Bargmann 1997; Sawin,
Ranganathan et al. 2000; Kindt, Viswanath et al. 2007; Kang and Avery 2009).

Para que se produzca la fase de€lling’ es necesaria la captacion de ciertas sefiales internas
inducidas por la presencia de alimento. En este circuito intervienen la serotonina, el péptido
TGF-beta y la ruta de sefializacién de la insulina. Se ha descrito que los mtparntes
deficientes en la sintesis de serotonina presentan una disminucion de la fasamileg” en
presencia de alimento; emplean un 5% del tiempo en este estado en lugar del 20% de la estirpe
silvestre. Lo mismo le ocurre a los mutarda$2 (deficientes en un receptor de insulina) y los
mutantes daf-7 (deficientes en el gen que codifica el péptido TGF-beta), que emplean solo entre

el 3-5% del tiempo en el estado de roaming (Ben Arous, Laffont et al. 2009).
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- Andlisis cualitativo de la capacidad de exploracién (“exploring™).

En esta tesis definimos otra cualidad del comportamient éeegangjue hemos denominado
“exploring” o capacidad exploratoria. Este comportamiento consistiria en el rastreo del medio
en busca de nutrientes y puede valorarse teniendo en cuenta el area explorada por el nematodo y
el tiempo en que lo hace en ausencia de alimento. La determinaci@xplekring” se llevo a

cabo en primer lugar de forma cualitativa mediante la valoracion global de las trayectorias de 20
nematodos a tiempo final (cinco a siete dias), colocados en el centro de una placa de 10 cm de

didametro y 0.25% d&ween20. En estas condiciones se facilitaba la visualizacion de las

trayectorias trazadas (mas detalles del disefio experimental, pueden consultarse en “Materiales y
Métodos )

Figura 8. Ensayo cualitativo de la
capacidad exploratoria (“exploring”). A.
Bristol N2; B. VC228nlg-1 (0k259) XC.
VC1416 nrx-1 (ok1649) V D. CRR21
(nrx-1 (0k1649) V; nig-1 (ok259))XCada
una de las placas de los ensayos fueron
escaneadas a una resolucion de 600-ppp,
mediante un escandgpson 4490 Photo
Aqui se muestra un experimento
representativo de un total de al menos tres
réplicas.

En la Figura 8, se pueden visualizar los resultados obtenidos en mutantes defectivos nlg-1 y nrx-
1. Por una parte el mutante deficiente en neuroliguiltal (0k259, presenta mayor huella
exploratoria que la estirpe silvestre Bristol N2. Por el contrario el mutante deficiente en
neurexina,nrx-1 (0k1649) y el doble mutanterx1(ok1649;nlg-1(0k259) la huella estad muy
reducida con respecto al silvestre. Tanto los mutamie& como losnlg-1 son defectivo en la

sinapsis y en este sentido serian deficientes en la transmision de sefiales del medio para
responder adecuadamente a dichos estimulos. Por ejemplo, en esta tesis se ha demostrado la
discapacidad de los mutantelg-1 de responder al estrés osmético del medio (ver apartado
3.5). Se sabe que cuando el gusano esta en el estad@ihény’ interviene la neurona AWC,

una neurona sensorial encargada de captar la presencia de sustancias odorantes en el medio.
AWC junto a las interneuronas AIB y AlY, estan implicadas en los movimientos de navegacion

del nematodaGray, Hill et al. 2005) yque deben ser esenciales en el comportamiento
exploratorio que hemos descrito. Es probable que en estos mutantes esté alterada la

neurotransmision en este circuito neuronal, ya que como puede observarse en los resultados de
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esta tesis tanto la ruta dopaminérgica como la serotoninérgica no es funcional en estos mutantes

(ver apartado 3.2).

- Analisis cuantitativo de la capacidad de exploraciérgdloring”).

Para realizar un analisis cuantatitaivo de la capacidad exploratoria de los mitatfek259),
nrx-1(ok1649 y nrx-1(0k1649)nilg-1(0k259 se idedé un ensayo en el que los nematodos se
exponian a dos condiciones ambientales diferentes. Una de estas condiciones era un medio
estandar (agar NGM) en placas de Petri de 60 mm sin césped bacteriano, las otra era el mismo
medio donde se habia situado un césped de la estirpe OB50dfiede unos 10 mm de ancho

a lo largo de todo el perimetro de la placa como se indica en la Figura 9.

Figura 9. Dibujo esquematico de las placas de Petri utilizadas para el andlisis de exploracidnla
izquierda placas sin césped bacteriano y a la derecha placas con césped bacteriano (color gris) en su
perimetro.

Unos 20 nematodos en estadio adulto joven, fueron colocados en el centro en un area de
aproximadamente 1 centimetro de diametro. En intervalos de tiempo de 15 minutos, se contaron
aquellos nematodos que habian sido capaces de desplazarse fuera del area en las dos
condiciones experimentales. Los resultados se muestran en la Figura 10. En ellos se corroboran
los obtenidos en el ensayo anterior (Figura 8). Los mutaigek (0k259) presentaron desde

los primeros intervalos de medicion un elevado porcentaje de individuos fuera del area de 1
centimetro de radio y a los 15 minutos todos habian salido fuera de dicha &rea. Por el contrario
los mutantesirx-1 (ok1649)incluso a los 30 minutos, permanecian en el interior del area en un
alto porcentaje. A partir de este tiempo los animales acababan saliendo del &rea aunque nunca se
desplazaron a mucha distancia del area inicial, sino que ocupaban zonas circundantes a ésta. Un
comportamiento similar fue observado en la estirpe doble mutante CRB21(0k259) nrx-1
(ok1649)(ver Figura 10). No se observaron diferencias significativas entre las dos condiciones,
es decir sin alimento o con alimento en el perimetro de la caja de Petri. No obstante cuando se
cuantifico el nimero de nematodos que llegaban la césped bacteriano en relacion al tiempo se
pudo constatar que los mutantdg-1 llegaban antes que la estirpe silvestre y los mutantes

1 y dobles mutantes nrx-1;nigld hacia con retraso significativo respecto a esta (Figura 11).
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Figura 10. Cuantificacion de la capacidad exploratoria (exploring”). La diferencia entre la estirpe
silvestre Bristol N2 y cada uno de los mutantes fueron estadisticamente significativas segiin una prueba
t-StudentVVC1416 f = 0.0003), VC228R = 0.0130), CRR21R = 0.0001). Las diferencias entre los
resultados obtenidos en las condiciones con y sin alimento no fueron estadisticamente significativas (
> 0.05). Las barras de error representan la desviacién estandar de al menos tres experimentos
independientes.
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B CRR21 nrx-1 (ok1649); nig-1

Figura 11. Cuantificacion de la capacidad exploratoria (exploring’). Porcentaje de nematodos de

cada estirpe que alcanzan el césped bacteriano situado en el perimetro de placas NGM agar. Las barras de
error representan la desviacion estandar de al menos tres experimentos independientes. La diferencias
entre la estirpe VC228 y cada una de la demas seglin una piSietokent Bristol N2 P = 0.0109),

VC1416 f = 0.0062), CRR21K = 0.1531). Las barras de error representa la desviacién estandar de al
menos tres experimentos independientes.

4. Las estirpes deficientes en neurexina y neuroliguina presentan el fendbmeno de
habituacion a estimulos mecanosensoriales anticipadamente.

C. eleganses sensible al tacto y tiene la capacidad de cambiar de direccion del movimiento
cuando recibe un estimulo tactil en la parte anterior o posterior del cuerpo. En este nematodo
fue el primer organismo en el que se obtuvieron mutantes insensibles al contacto mecanico
(Chalfie and Sulston 1981)a respuesta mecanosensora es de gran complejidad e
intervienen una serie de neuronas capaces de detectar los estimulos (AVM, ALML/R, PVM,

PLML/R), que se transmiten por una serie de interneuronas (PVC, AVB, AVD y AVA) a
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neuronas motoras (DD, VD, DB, VB, DA y VA) que finalmente activan a las células
musculares que son las responsables uUltimas del movim(klaetd 2006) Los estimulos
mecanosensoriales anterior y posterior inducen el movimiento hacia atras y hacia delante
respectivamente. Las neuronas ALML/R y AVM son las responsables de la deteccion de los
estimulos en la parte anterior del cuerpo, mientras que las PLML/R de la parte posterior (Figura
12). ALM y AVM presentan receptores dendriticos sensoriales a lo largo de la porcion delantera
del nematodo, de la misma forma las neuronas PLM tienen receptores dendriticos en la trasera.
Se ha demostrado que cuando estas neuronas se eliminan por ablacion laser los nematodos

pierden la sensibilidad en la parte anterior o posterior del cuerpo.

Figura 12. Localizacién esquematica de las seis neuronas mecanosensoras ALML, ALMR, AVM,
PLML, PLMR y PVM. Estas neuronas detectan el estimulo y los impulsos nerviosos llegan a las células
musculares que son las responsables del movimiento. Las flechas indican la posicion donde se palpan a
los nematodos con un pelo de ceja acoplado a una pipeta Pasteur para analizar su respuesta
mecanosensorial. Esquema adaptado (Hart 2006)

La Figura 13 (ver péagina siguiente)muestra los resultados obtenidos al analizar la respuesta
mecano-sensorial de la parte anterior y posterior del cuerpo de los mutant¢ski&4D), nig-

1 (0k259)y nrx1(ok1649)nlg-1(ok259). Se puede observar que los mutantes neuroliguina y
neurexina pierden capacidad de respuesta mecanosensorial, tanto en la parte anterior como
posterior del cuerpo con respecto a la estirpe silvestre. Puesto que la conexion entre las
neuronas que intervienen en esta respuesta es fundamental para que se produzca la respuesta del
nematodo al tacto, el hecho de que la deficiencia en las proteinas neurexina y neuroliguina
disminuya la capacidad de respuesta al tactG.a@tegansindica que ambas proteinas pueden

actuar alterando el correcto mecanismo sindptico en estas redes neuronales, aunque
desconocemos en cuantas conexiones influye. El mutégie (ok259)responde con menor
eficiencia quenrx-1 (0k1649) Existe sinergia entre ambas mutaciones porque el doble mutante
nrx1(ok1649);nlg-1(ok259gs el que presenta menor sensibilidad al tacto. Estos resultados
también muestran que aunque existe una eficiencia en la respuesta mecanosensorial disminuida
en dichos mutantes, ésta no es anulada. El hecho de que en los mutantes no se observe ademas
ningiin movimiento anémalo o fenotipsHhrinkef (acortamiento por contraccion muscular),

que se produce cuando se interrumpe la neurotransmisién de las motoneuronas GABAérgicas
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inhibitorias DD y VD(Mclntire, Jorgensen et al. 199®)dica que la conexion sinaptica es

funcional.
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Figura 13. Cuantificacién de la respuesta al contacto mecanico de la parte anterior (A) y posterior

(B) del cuerpo del nematodo en mutantefrx-1 (0k1649),nlg-1 (ok259 y nrx1(ok1649;nlg-
1(0k259 en comparacién con la estirpe silvestre y otra estirpe mutante con fenotipo socigdr-1

(ad609 utilizadas como control. 20 animales de cada estirpe fueron analizados con 10 estimulos
mecanicos, alternativamente 5 en la parte anterior y otros 5 en la posterior. El * indica diferencia
significativa @ < 0.001). La diferencias entre la estirpe Bristol N2 y todas las demés, asi como entre las
estirpes VC228 y VC1416 fueron significativds< 0.001). Las barras de error representa la desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes.

Es interesante destacar aqui el término de habituacion que se refiere al acostumbramiento a los
estimulos. Los procesos de habituacion se dan en todas las especies y consiste en un descenso
de la respuesta ante un estimulo moderado y repetitivo. Es conocido hace tief@pelegans

presenta habituacién, ya que un estimulo mecanosensorial como un toque ligero con un pelo de
ceja en la parte anterior o posterior del cuerpo, hace al nematodo retroceder o iniciar la marcha
hacia adelante respectivamente, y cuando se produce el estimulo repetidas veces deja de hacer
efecto(Chalfie and Sulston 1981)os resultados obtenidos con los mutantes niok1649),

nlg-1 (0k259 y nrx1(0k1649)nig-1(ck259 muestran el fendmeno de habituacion antes que el

tipo silvestre (Figura 14). El doble mutante es el que presenta el efecto de habituacion mas
acusado, a continuacion el mutante ni@i259)y por altimo elnrx1(ok1649).

Se ha observado que la dopamina afecta a la habituacion. Las neuronas ALM y PML expresan
el receptor dopaminérgicdop-1 y se ha demostrado que los mutantes deficientes en este
receptor muestran una habituaciéon mas rapida a un estimulo mecano-s€daasal, Wintle

et al. 2004) Recordemos que la ruta dopaminérgica no es funcional en los mutantes

nrx1(©k1649) ynlg-1 (ok259)(ver apartado 3.2) y por tanto los resultados obtenidos en los que
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se demuestra una habituacion mas rapida podria estar relacionada con este neurotransmisor, es
posible que en relacién a la liberacion del mismo en la membrana presindptidak( 649))
como a los receptores de la membrana postsinaptged (0k259)).
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Il CRR21 nrx-1 (0k1649); nig-1 (0k259)

Figura 14. Andlisis de la respuesta de habituaciéon de los mutantesx-1 (0k1649, nlg-1 (0k259

y nrx1(ok1649)nig-1(ok259). Se cuantificé la respuesta de habituacibn a un estimulo
mecanosensorial, tanto en la parte anterior como posterior de los nematodos. El * indica una diferencia
significativa con la estirpe silvestre {70.001).

5. Las estirpes deficientes en neuroliguina son defectivas en la deteccion de estrés
osmotico, capacidad que recuperan en ausencia de neurexina.

La percepcién sensorial de. elegansle permite reconocer el ambiente exterior y detectar
estimulos quimicos gracias a neuronas presentes en la parte anterior de su cuerpo. La cabeza del
nematodo contiene un 6rgano sensorial denominaohphd”, capaz de responder a diferentes
estimulos externos entre los que se incluye los cambios de osmolaridad. Este 6rgano esta
compuesto por 12 neuronas bipolares con dendritas ciliares y un axén terminal presinptico
(Ward, Thomson et al. 1975)os de estas neuronas denominadas ASHR and ASHL son

indispensables para detectar repelentes solubles en agua con alta fuerza @Sar@ioann,

79



Thomas et al. 1990)as dendritas de estas dos neuronas se alargan hasta el apice de la boca 'y
los axones se extienden hasta el anillo nervioso, donde conectan con otras neuronas
determinando la respuesta, consistente normalmente en huir del refédte, E. et al.

1986)

Como podemos observar en la Figura 15, los mutantes deficientdg-£1iok259 ytm474)
disminuyen significativamente la sensibilidad a la respuesta frente a una solucién de fructosa
4M con respecto a la estirpe silvestre, ya que solo responden a la barrera osmdtica
aproximadamente un 10% de los casos. Los mutamted (k1649 ytm1961) no se ven
afectados e inesperadamente los dobles mutant#®k1649)nig-1(ok259 también tienen un
comportamiento similar al de la estirpe silvestre, ya que responden a la barrera osmaética en un
80% de los casos

1001 [ [ —

757

50
25 *

nematodos que responden
a la barrera (%)

O N2 (Bristol)

B VC1416 nx-1 (0k1649)

O FX1961 nrx-1 (tm19671)

B VC228 nig-1 (0k259)

B FX474 nig-1 (tm474)

B CRR21 nrx-1 (0k1649); nig-1 (0k259)
0 CRR23 nrx-1 (tm1967); nig-1 (0k259)

Figura 15. Respuesta al estrés osmético de mutantes en los gengsl, nlg-1 dobles mutantesirx-

1; nlg-1. Se observa como tanto la estirpe silvestre como los mutantes deficientes emnellg@k1649

y tm196) V responden dirigiendo su movimiento hacia atras cuando detectan la barrera osmotica
impuesta (fructosa 4M). Los mutantdg-1 (0k259y tm474 X presentan defectos en detectar la barrera.

Las estirpes dobles mutantes CRR21 y CRR23 recuperan el fenotipo silvestre. El * indica una diferencia
significativa con la estirpe silvestre £F0.001).

La estructura de las dendritas de las neuronas de las neuson@sd” pueden visualizarsén*

vivo” con el microscopio Optico utilizando el marcador Dil: 1,1',di-octadecyl-3,3,3'3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate. Este compuesto tifie con alta especificidad la
membrana plasmatica por ser altamente lipofilico. Como se observa en la Figura 16 no se
aprecié un cambio estructural de las dendritas de estas neurona al microscopio 6ptico en las
diferentes estirpes mutantesx-1 (0k1649) ynlg-1 (0k259)y nrx1(ok1649;nlg-1(ok259 con

respecto a la estirpe silvestre.
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Figura 16. Tincién con Dil de las neuronas sensoriales ASHR y ASHLSe muestran los cuerpos
neuronales de las neuronaiphid sensoriales y sus dendritas en la estirpe silvestre Bristol N2 (A),
VC1416nrx-1 (0k1649 (B), VC228nlg-1 (0k259 (C) y CRR21nrx-1 (0k1649; nlg-1 (0k259 (D). a,

imagen de 6ptica Nomarskd, imagen de epifluorescencia; solapamiento de a y b. Las * indican la
localizacion aproximada de los cuerpos neuronales de ASHR y ASHL. Las imagenes fueron adquiridas
con un aumento de 40x. La barra de escala equivalguan10

La explicacion de que los mutantes deficientes en neuroliguina pierdan las capacidad de detectar
una solucién de alta osmoralidad y que recuperen dicha capacidad al estar presente otra
mutacién que la haga deficiente en neurexina (Figura 17A) no es obvia, pero una posibilidad es
que la neuroliguina y neurexina actiien como activadores e inhibidores de la funcién sinptica a
distintos niveles. Segun el modelo propuesto en la Figura 17B, las neuroliguinas
interaccionarian con las neurexinas de la membrana presinaptica, permitiendo detectar la sefal
gue activaria la respuesta al estrés osmotico. Su deficiencia originaria un fallo en dicho
comportamiento. A su vez actuaria como inhibidoras de otras proteinas sinapticas. Por otro lado
la proteina neurexina estaria inhibiendo a otras proteinas sinpticas, inactivando otras rutas que
también actuarian en la funcion sinaptica de membrana. Su ausencia, permitiria activar esas
rutas, que junto con otras proteinas de adhesién permitiria una correcta deteccién de la sefal
ante la barrera osmétickn el doble mutantarx-1; nlg-1, la neuroliguina no podria llevar a

cabo su actividad, y al estar ausente neurexina esta no podria ejercer su actividad inhibidora de
la actividad sinaptica, sobre otras proteinas, reestableciéndose la respuesta al estrés osmético

por otra via. Estos resultados por tanto apuntan a la idea que tanto las neurexinas como
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neuroliguinas actuarian como moduladores (activadores e inhibidores) de la actividad sinaptica

en un complejo mecanismo de interaccion con otras proteinas.
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Figura 17. Esquema representativo de las respuestas ante el estrés osmotco esquema
representativo de las respuestas ante el estrés osmotico observadas en losmmuthmiigsl, y dobles
mutantesnrx-1; nlg-1 con respecto a la estirpe silvesti®, modelo esquematico de la actividad
moduladora de las proteinas neurexina y neuroliguina en la sindasigroteinas neurexina y
neuroliguina tendria capacidad de activar la funcién sinaptica al mismo tiempo que inhiben otras rutas
activadoras de dicha funcién.
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IV. Estudio de la expresion de los genes neurexina y neuroliguina €n

elegans

1. Expresion de los genesrx-1 y nlg-1 deC. elegansn las neuronas de los ganglios

de la cabeza.

En el sistema nervioso d€. elegansexisten al menos ocho agrupaciones de neuronas
denominadas ganglios (Figura 1). Los ganglios con mas cuerpos neuronales estan situados en la
cabeza, distinguiéndose entre ellos el ganglio anterior (AG), el dorsal (DG), el lateral (LG) y el
ventral (VG). Entre el ganglio anterior, y el lateral y dorsal se localiza el anillo nervioso (NR),

un conjunto de fibras nerviosas procedentes principalmente de las neuronas del cordén nervioso,
y que rodean totalmente a la faringe, a nivelistAimus En la parte posterior de la faringe y
debajo del bulbo terminal, y extendiéndose hacia el comienzo del intestino se sitda el ganglio
retroventricular (RVG) que se comunica con el corddn nervioso ventral. Otros tres ganglios se
localizan en la cola del nematodo: preanal (PG), dorso-rectal (DRG) y lumbar (LuG). A lo largo
de la linea lateral del nematodo se localizan algunas neuronas y un pequefio grupo de cuerpos
neuronales que constituye el ganglio lateral (LaG).

A

/*DRG
PG

tail ganglia 200 um

nerve ring

commissures

dorsal nerve cord

head ganglia
pharynx

ventral nerve cord

motor neurons

Figura 1. Sistema nervioso de&. elegansA, esquema representativo de la anatomia del nematodo,
donde se muestran la localizacién de los principales ganglios y parte del sistema nei@iosleglns

AG (ganglio anterior), NR (anillo nervioso), LG (ganglio lateral), DG (ganglio dorsal), VG (ganglio
ventral), RVG (ganglio retrovesicular), VCN (corddn nervioso ventral), LaG (ganglio lateral), LUuG
(ganglio lumbar), PG (ganglio preanal), DRG (ganglio dorso-re@alpcalizacién de los cuerpos

celulares de las neuronas (representados por circulos negros) distribuidos a lo largo de todo el sistema
nervioso del nematodo (adaptado de Von Stetina et al., (Von Stetina, Watson et al. 2007).
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Para analizar los patrones de expresién de los genes neurexina y neuroliguina, se realizaron
construcciones transcripcionales donde se fusionaron los promotores de lasngdngalg-1
deC. elegangon la proteina verde fluorescente (GFP) o con la proteina Che@iyefry. En

todos los casos, el estudio de la expresién génica se llevd a cabo en animales transgénicos en el

estadio larvario L4.
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Figura 2. Expresion del gennrx-1 en neuronas de los ganglios de la cabeza a nivel de la farinBara

el analisis de la expresion se utilizé la estirpe transgénica @24 (e2123)lll; [pC1l (pha-1+); nrx-

1::gfp], obtenida en esta tesis. En la parte superior del panel se representa un esquema de la construccién
trasncripcional utilizada en la obtencién de la estirpe transgénica. Los patrones de expresion observados
en las diferentes lineas transgénicas independientes fueron los naism@gen de 6ptica Nomarski;

imagen de epifluorescencig;solapamiento de a y b. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de
40x. El eje de coordenadas indican las posiciones anterior (A), posterior (P), ventral (V) y dorsal (D) del

nematodo. La barra de escala equivale prii0

Se observo la expresion del gem-1 en neuronas de los ganglios de la cabefa dgansen

todos los estadios larvarios y en el estadio adulto en animales hermafroditas (Figura 2). En los
embriones tempranos se observé una débil fluorescencia entre sus células (Figura 3). Se
observaron alrededor de unas 15 neuronas dstribuidas entre los cinco ganglios de la cabeza.
Estas neuronas se podrian corresponder con neuronas sensoriales responsables de circuitos
neuronales implicados en algunos comportamientos analizados en los mutaritede C.

elegans Entre las neuronas localizadas en estos ganglios, se encuentran neuronas sensoriales
que son responsables de la respuesta osmotica, de la respuesta al tacto suave o brusco, o la

respuesta a cambios de textura.
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Figura 3 . Localizacion de la expresion del gemrx-1 en embriones tempranos de la estirpe
transgénica GE24pha-1 (e2123)Ill; [pC1 ( pha-1+); nrx-1::gfp]. La fluorescencia observada fue
mantenida en las diferentes lineas transgénicas independientes. Las flechas indican la silueta de la
fluorescencia de las células del embrinimagen de 6ptica Nomarski; imagen de epifluorescencig;
solapamiento de a y b. Las barras de escala equivalpm.aLas imagenes fueron adquiridas con un
aumento de 63Xx.

Las neuronas ASH, OLQ y FLP estan implicadas en la respuesta del nematodo al toque en la
cabeza o en la parte mas anterior del nematdaead-on nose touch”). Concretamente las
neuronas IL1 y OLQ (Figura 4, esquema inferior) intervienen en la respuesta al toque suave en
el lado ventral y dorsal de la parte mas anterior del cuerpo. Formando parte de los ganglios de la
cabeza también se encuentran hasta 12 neuronas bipolares que se denominan neuronas
“amphid, presentando dendritas ciliadas y un axén terminal presinaptico, y que son encargadas
de responder a diferentes estimulos incluyendo el estrés osmotico (Ward, Thomson et al. 1975).
Dos de estas neuronas, denominadas ASHR y ASHL son particularmente importantes en la
funcién sensorial osmoética, detectando repelentes solubles en agua capaces de generar un alto
estrés osmatico (Bargmann, Thomas et al. 1990). Las dendritas de estas dos neuronas se dirigen
hasta la punta de la parte mas anterior del nematodo y los axones se extienden hasta el anillo
nervioso, donde realizan conexiones sinapticas con otras neuronas para generar una respuesta
concreta (White, E. et al. 1986).

La identificacién de algunas de estas neuronas concretas descritas no se realizg, puesto que no
se usaron marcadores especificos de neuronas en las construcciones transcripcionales utilizadas.
No obstante posicionalmente se pudieron identificar las neuronas ASH y OLQ. La expresion de
la construccion transcripcional pnrxdfp en ambas neuronas estaba mantenida en lineas

transgénicas independientes (Figura 4).
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Figura 4. Expresion del gennrx-1 en las neuronas OLQ y ASH en los ganglios de la cabeza en la
estirpe transgénica GE24pha-1 (e2123) lll; [pC1 ( pha-1+); nrx-1::gfp]. En la parte inferior se
muestra un esquema representativo de la localizacion de las neuronas OLQ, ASH y IL1, implicadas en la
respuesta mecanosensorial del nematodo (wormbook, referencia). La expresion en estas neuronas fue
observada en las diferentes lineas transgénicas independiemtesgen de éptica Nomarski; imagen

de epifluorescencia indicando con flechas la localizacion de las neuronas sensoriales OLQDL, OLQVL y
ASHL; c, solapamiento de a y b. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 40x. El eje de
coordenadas indican las posiciones anterior (A), posterior (P), ventral (V) y dorsal (D) del nematodo. La
barra de escala equivale a|if).

Segun un reciente trabajo (Haklai-Topper, Soutschek et al. 2010) la expresion wied- fyate

C. elegansse localiza exclusivamente casi en la totalidad de todas las células del sistema
nervioso del nematodo durante todos los estadios larvarios y el estadio adulto, y concretamente
en las especializaciones presinapticas. Se observé la presencia de neurexina en neuronas de los
ganglios de la cabeza y en los axones que conforman el anillo nervioso, en motoneuronas del
corddn nervioso ventral, interneuronas en el cordén nervioso dorsal y sus comisuras, la neurona
ALM, y en neuronas de los ganglios de la cola. No se observa expresion en células de la glia.

De los resultados obtenidos hasta la fecha no se puede excluir que las neurexinas se localicen
también en los terminales postsingpticos de las neuron&s dkeganscomo ocurre con la
neuroliguina. De hecho, en embriones @mwsophila melanogastese ha identificado la
neurexina pre y postsinapticamente (Chen, Gracheva et al. 2010).
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En la estirpe transgénica expresando la construccion transcripciolgal::mCherry se
localizaron entre 10-15 neuronas de los ganglios de la cabeza, al igual que en el caso de la

construccion pnrx-igfp (Figura 5).
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Figura 5. Expresion del gemnlg-1 en neuronas de los ganglios de la cabeza a nivel de la farinBara

el andlisis de la expresion se utilizé la estirpe transgénica @24 (€2123)l1l; [pC1 (pha-1+); nig-
1::mCherny, construida en esta tesis. En la parte superior del panel se representa un esquema de la
construccion trasncripcional utilizada en la obtencién de la estirpe transgénica. Los patrones de expresién
observados en las diferentes lineas transgénicas independientes fueron los apisnamen de éptica
Nomarski;b, imagen de epifluorescencia; solapamiento de a y b. Las imagenes fueron adquiridas con

un aumento de 40x. El eje de coordenadas indican las posiciones anterior (A), posterior (P), ventral (V) y
dorsal (D) del nematodo. La barra de escala equivalquan10

Los resultados de expresion obtenidos con la estirpe transgénicgpd=24e2123)IIl; [pC1

(pha-1+); nlg-1::mCherry construida en esta tesis, fueron corroborados con dos estirpes
transgénicas expresando una construccion transcripcional pyfig-tanto integrada como no
integrada en el genoma del nematodo obtenida€@é€l (“Caenorhabditis Genome Center”)
Ambas estirpes mostraron un patrén similar de expresién localizado en neuronas de los ganglios

de la cabeza (Figura 6).
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Figura 6. Imagenes de epifluorescencia correspondientes al analisis de expresion del gigal en

las estirpes BC13247 sEx13247 (construccion transcripcional no integrada) (A), y BC13535
(sls13247 (construccion transcripcional integrad@). La construccion transcripcional usada para
generar estas estirpe fualgr-1::gfp. En ambas imagenes se muestran neuronas de los ganglios de la
cabeza a nivel de la faringe, imagen de 6ptica Nomarskh, imagen de epifluorescencia;
solapamiento de a y b. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 40x. El eje de coordenadas
indican las posiciones anterior (A), posterior (P), ventral (V) y dorsal (D) del nematodo. La barra de
escala equivale a 10n.

Aparte de la localizacion de neuroligina en las motoneuronas DA y VA del corddn nervioso
ventral deC. elegansno existe hasta la fecha definido un patron claro de expresion, asociado a
una clase determinada de neuronas o0 a un circuito neuronal concreto.

En un trabajo reciente (Hunter, Mullen et al. 2010) se observa que ”bgere C. eleganse

localiza en la sinapsis neuronales, concretamente en los terminales postsinapticos de al menos
45 de las 302 neuronas @e elegansincluyendo aproximadamente unas 20 neuronas del
cordén nervioso ventral y aproximadamente 20 neuronas en los ganglios de la cabeza. En el
cordén nervioso ventral la expresion de neuroliguina se identificO en las motoneuronas
colinergicas VA y DA, en dos AlY y dos URB interneuronas colinérgicas, en cuatro
motoneuronas URA situadas en los ganglios de la cabeza, en dos PVD neuronas
mecanosensoriales glutametérgicas, y en dos HSN motoneuronas a lo largo del cuerpo. Ademas
de en esta neuronas, se observo una débil expresion de neuroliguina en células mus€ulares de
elegans como ya se identificase previamenete para la neuroliguina 4 humana (Bolliger, Frei et
al. 2001).

Otro estudio (Feinberg, Vanhoven et al. 2008) ha demostrado que la neuroliguina se localiza
tanto en regiones pre como postsinapticas de neuron&. @éegans mostrando que la
expresion del gemig-1 en la motoneurona DA9 se observa intensamente en su regién
postsinaptica ventral y débilmente en su region presinaptica dorsal. El significado de esta

localizacién presinaptica no esta claro, aunque se ha observado que las neurexinas de roedores
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se localizan tanto en zonas pre como postsinapticas (Taniguchi, Gollan et al. 2007); y esto

también podria ocurrir con las neuroliguina

2. Expresion de los genesrx-1 y nig-1 de C. elegansen las neuronas del corddn
nervioso.

A lo largo del corddn nervioso ventral @e eleganse disponen las motoneuronas encargadas

de inervar los musculos ventrales y dorsales, que gobiernan los movimientos corporales del
nematodo. Los cuerpos neuronales de cada motoneurona se disponen ordenadamente desde el
ganglio retrovesicular hasta el ganglio preanal (Figura 7). Entre las motoneuronas se pueden
distinguir las VA, VB, VC y VD las cuales inervan a los musculos del lado ventral del
nematodo; y las motoneuronas DA, DB y DD que inervan musculos del lado dorsal del
nematodo enviando comisuras hacia este lado (se denominan comisuras a las finas
prolongaciones de una neurona para contactar con otras en el lado opuesto de las primeras).
Estas neuronas se clasifican en dos categorias: motoneuronas de tipo D (VD y DD) que son
GABAérgicas (secretando el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico), inhibitorias y
estrictamente postsinapticas con otras motoneuronas; y motoneuronas de tipo Ay B (VA, VB,

DA y DB) colinérgicas (secretan el neurotransmisor acetilcolina), y por lo tanto son excitatorias.

PAG

Figura 7. Representacién esquematica de las posiciones de las motoneuronas entre el ganglio
retrovesicular (RVG) y el ganglio preanal (PAG) a lo largo del cordén nervioso ventraCada punto
azul representa una motoneurona concreta. Adaptado de wormatlas (referencia).

Las motoneuronas de tipo A son encargadas de los movimientos de locomocién hacia atras
(“backward locomotion”), mientras que las motoneuronas de tipo B son encargadas del control
de los movimientos de locomocidn hacia delanfen@/ard locomotiof)). Las motoneuronas de

tipo D reciben sinapsis de las motoneuronas A y B y actian como inhibidor cruzado de los
musculos corporales, interviniendo tanto en la locomocién hacia delante y hacia atras.

En el lado dorsal del nematodo, las motoneuronas VDs son exclusivamente postsinapticas y
reciben impulsos de las motoneuronas DA, DB y AS participando en las uniones
neuromusculares; mientras que en el lado ventral las motoneuronas VDs son presindpticas con
los musculos de la pared corporal. Las motoneuronas DDs son exclusivamente postsinapticas
sobre el lado ventral del nematodo, donde reciben impulsos de las neuronas VA, VB y VC
participando en las uniones neuromusculares; mientras que son predominantemente

presinapticas con los musculos de la pared corporal en el lado dorsal. Las zonas sinapticas de las
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neuronas de cada una de las clases no estan solapadas, creando un mapa claramente definido de
la actividad neuromuscular de cada clase (White, E. et al. 1986). Las motoneuronas VCs son
una excepcion, ya que las zonas activas de las neuronas de las diferentes clases se solapan; sin
embargo, las regiones de transicién entre cada neurona de la misma clase generalmente no son
las mismas (White, E. et al. 1986; Von Stetina, Treinin et al. 2006).

Para estudiar la expresion de los gemesl y nilg-1 de C. elegansen el corddn nervioso, se
utilzaron las mismas construcciones transcripcionales usadas en el analisis de las neuronas de
los ganglios de la cabeza. Se observo la expresion deirgelnen aproximadamente 15-20
neuronas del corddn nervioso ventral y en el cordén nervioso dorsal (Figura 8). En el cordon
nervioso ventral la neurexina se encontré casi en la totalidad de las motoneuronas, incluyendo a
las VAs y VDs.
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Figura 8. Expresién del gennrx-1 en neuronas del cordon nervioso dorsal (a) y ventral (bRara el

andlisis de la expresion se utilizo la estirpe transgénica @24 (€2123)11l; [pC1 (pha-1+); nrx-

1::gfp]. En la parte superior del panel se representa un esquema de la construccién trasncripcional
utilizada en la obtencién de la estirpe transgénica. Los patrones de expresion observados en las diferentes
lineas transgénicas independientes fueron los mismos. Se muestra una porcién del cordén nervioso
ventral y dorsal. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 40x. El eje de coordenadas indica las
posiciones anterior (A) y posterior (P) del nematodo. La barra de escala equivalma 15

La expresion del genlg-1 se localizé en aproximadamente 15-20 neuronas del corddn nervioso
ventral. No se observoé sefial de fluorescencia en el cordén nervioso dorsal (Figura 9). Al igual
que con la neurexina, la neuroliguina se encontraba casi en la totalidad de las motoneuronas del

cordon nervioso ventral.
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Figura 9. Expresion del gennlg-1 en neuronas del cordon nervioso ventra(b). No se observd
expresion en el cordén nerviso dorsal (a). Para el andlisis de la expresion se utilizo la estirpe transgénica
GE24pha-1(e2123)lll; [pC1 (pha-1+); nlg-1::mChern}. En la parte superior del panel se representa un
esquema de la construccion trasncripcional utilizada en la obtencion de la estirpe transgénica. Los
patrones de expresion observados en las diferentes lineas transgénicas independientes fueron los mismos.
Se muestra una porcién del corddn nervioso ventral y dorsal. Las imagenes fueron adquiridas con un
aumento de 40x. El eje de coordenadas indica las posiciones anterior (A) y posterior (P) del nematodo. La
barra de escala equivale a|irh.

3. Coexpresion de los genes nrx-1y nlg-1 @e elegans

Para colocalizar la expresién de los gemasl ynlg-1 en el sistema nervioso Ge elegansse

generd la estirpe transgénica GEpHa-1 (e2123) lll; [pCl (pha-1+); nrx-1:.gpf nlg-
1::mCherny] mediante microinyeccion simultanea de las construcciones transcripcionales pnrx-
1::gfp y pnlg-1::mCherry Con la construccién de esta estirpe se pretendio estudiar la expresion
diferencial de ambos genes en el nematodo.

Se identifico la expresion solapada de los gemesl ynlg-1 en las motoneruonas VA3, VA4,

VA5, VB4, VB5, VB6, VC3, VD4, VD6, DA2, DA3, DA4, DD2 y DD3, del corddn nervioso
ventral (Figura 10 y 11. Ambas imégenes corresponden a una linea transgénica representativa,
mostrando diferentes porciones del corddn nervioso ventral). La identificacion de estas
neuronas se realiz6 mediante localizacién posicional de las mismas.

Mediante localizacién posicional se identificaron las motoneuronas DB4, VC1 y VD5, en el
corén nervioso ventral, las cuales expresaban diferencialmente neuroliguina (Figura 12). Las
motoneuronas VDs (gabaérgicas) en el lado ventral son presinapticas, mientras que las
motoneuronas DD son postsinaptica (Figura 10 y 11). Esto indica que la neuroliguina se
localiza tanto pre como postsinapticamente, de acuerdo con lo ya descrito por Feinberg et al.
(Feinberg, Vanhoven et al. 2008).
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Figura 10. Coexpresion de los genasx-1 y nlg-1 en motoneuronas del cordén nervioso ventral. Se
utilizaron las construcciones transcripcionalasxgl::gfp (b) y pnlg-1::mCherry(a) para ambos genes
(esquema inferior). No se observé expresion en el cordon nervioso dorsal. Para el analisis de la expresion
se utilizé la estirpe transgénica GE#a-1(e2123)lll; [pC1 (pha-1+); nrx-1:.gpf nlg-1::mCherry. Los

patrones de expresion observados en las diferentes lineas transgénicas independientes fueron los mismos.
Se muestra una porcién del corddn nervioso ventral.Las puntas de flechas indican los cuerpos neuronales
de las motoneuronas VA5, VB6, VC3, VD6, DA4, DD3. Esquema superior: localizacion de las
motoneuronas VA, VB, VC que inervan los muasculos ventrales, y las motoneuronas DA y DD, cuyos
cuerpos neuronales se encuentran en el corddn nervioso e inervan los muasculos del lado dorsal por envio
de comisuras hacia ese lado. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 40x. El eje de
coordenadas indica las posiciones anterior (A) y posterior (P) del nematodo. La barra de escala equivale a

30 um.
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Figura 11. Coexpresion de los genesx-1 y nig-1 en motoneuronas del corddn nervioso ventral. No se
observé expresion en el corddn nervioso dorsal. Para el andlisis de la expresion se utilizd la estirpe
transgénica GE2gha-1(e2123)lll; [pC1 (pha-1+); nrx-1:.gpf nlg-1::mChern}. Se muestra una porcion

del cordén nervioso ventral. Las puntas de flechas indican los cuerpos neuronales de las motoneuronas
VA3, VA4, VA5, VB4, VB5, VB6, VD4, DA2, DA3, DA4 y DD2. Las imagenes fueron adquiridas con

un aumento de 40x. El eje de coordenadas indica las posiciones anterior (A) y posterior (P) del nematodo.

La barra de escala equivale aj#.
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Figura 12. Expresién diferencial de los genax-1y nlg-1 en neuronas del corddn nervioso ventral. Se
utilizaron las construcciones transcripcionalasxgl::gfp (b) y pnlg-1::mCherry(a) para ambos genes.

No se observo expresion en el corddn nervioso dorsal. Para el analisis de la expresion se utilizé la estirpe
transgénica GE24ha-1 (e2123) lll; [pCl (pha-1+); nrx-1:.gpf nlg-1::mCherry. Los patrones de
expresién observados en las diferentes lineas transgénicas independientes fueron los mismos. Las puntas
de flechas indican los cuerpos neuronales de las motoneuronas DA2, DB4, VC1, VC3, VD4, VD5 y
VD6. Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 40x. El eje de coordenadas indica las
posiciones anterior (A) y posterior (P) del nematodo. La barra de escala equivalma 15
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V. Rescate funcional de un mutante deC. elegansdeficiente en

neuroliguina por isoformas de neuroliguinas humana y murina.

1. Estudio comparativo de las neuroliguinas humanas y rata con la que codifica el

gen nlg-1 de C. elegans

Teniendo en cuenta la secuencia aminoacidica, las neuroliguinas se podrian considerar tanto
miembros de la superfamilia de proteirdf-hidrolasas, que incluyen a las colinesterasas,
lipasas y carboxil esterasas, como de las proteinas de adhesion celular como la neurotactina,
glutactina y gliotactina (de la Escalera, Bockamp et al. 1990; Olson, Fessler et al. 1990; Auld,
Fetter et al. 1995).

Tabla 1. Porcentaje de identidad/similaridad entre las proteinas NLGN1-4X
humanas con las proteinas NLGN1-3 de rata. Se indican el porcentaje calculado
usando la matriBLOSUMG62segun el método deéPairwise alignmeritde cada

uno de los dominios de la proteim®; péptido sefialB, “Acetylcholinesterase-

like”; C, transmembrand), intracelular.

A Homo Sapiens
NLGN1 NLGN2 NLGN3 NLGN4X
< | NLGN1 | 84,11/91,45 8,33/15 12,87/21,23 11,65/28,32
g NLGN2 9,32/18,21 100/100 22,05/30,06 12,07/19,11
NLGN3 10,02/25,13  22,03/30,43 86,11/89 16,01/22,34
B Homo Sapiens
NLGN1 NLGN2 NLGN3 NLGN4X
s | NLGN1 | 96,23/96,23 65/77,1 70,12/80,65 72,35/81,03
© | NLGN2 | 67,34/79,12 98/98 64/74,66 66,55/77,45
T | NLGN3 | 69,43/78,33  64,21/74,13 99,11/99,11 73/83, 77
C Homo Sapiens
NLGN1 NLGN2 NLGN3 NLGN4X
< | NLGN1 100/100 95,66/100 95,66/100 100/100
g NLGN2 95,66/100 100/100 90,08/100 95,66/100
NLGN3 95,66/100 90,08/100 100/100 95,66/100
D Homo Sapiens
NLGN1 NLGN2 NLGN3 NLGN4X
< | NLGN1 | 99,33/99,33  38,53/49,12 56,43/69,23 70,02/79,31
g NLGN2 | 38,53/49,12  99,33/99,33 35,13/48,08 35,21/47,66
NLGN3 | 56,43/69,23 36/49,07 98,21/98,21 64,09/74,11

Los cinco genes de neuroliguina en mamifeNisGN1-4 y NLGN4Y codifican proteinas que
presentan una alta identidad entre si a nivel de la secuencia de aminoacidos, tanto en los
dominios intracelular y transmembrana como en el extracelular (Arac, Boucard et al. 2007). Las
diferentes neuroliguinas de mamiferios presentan mas de un 70% de identidad en el extremo N-
terminal que corresponde al dominio extracelulacétylcholinesterase-like (Fabrichny,

Leone et al. 2007). ElI dominicatetylcholinesterase-likese une mediante una region O-
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glicosilada a un dominio transmembrana, y éste al extremo C-terminal correspondiente a un
dominio intracelular (Ichtchenko, Nguyen et al. 1996). Como se puede observar en la Tabla 1
las diferentes neuroliguinas estdn muy conservadas a nivel de aminoécidos entre humanos y
rata. Los dominios mas conservados son el transmembrana y el colinesterasa, y los que menos

el intracelular y el péptido sefial.

1.1. Interaccion entre neurexinas y neuroliguinas.

Las neuroliguinas establecen conexiones con las neurexinas. En estas uniones se forma un
complejo de alta afinidad favorecido principalmente por la combinacion de tres interacciones
diferentes: la interacciones electroestéticas de catiorfés@aatomos de oxigeno, puentes de

hidrogeno e interacciones hidrofébicas (Figura 1).

Figura 1. Interacciones establecidas en

la interfase de unidn entre Nrx1B vy
Nignl de rata. Los cationes Ca se
representan en color verde. Las
intereacciones electroestaticas que rodean
a los cationes GA se representan con
lineas punteadas negras. Los puentes de
hidrégeno se corresponden con las lineas
punteadas rojas. Los residuos
aminoacidicos que se muestran intervienen
en la interaccién entre ambas proteinas. La
molécula de neurexina se muestra en
marrén y la de neuroliguina en violeta. En
azul se muestran los atomos de oxigeno y
en rojo los atomos de nitrégeno del
aminoécido correspondiente. Adaptado de
Arag et al., 2007Arac, Boucard et al. 2007).

Usando como modelo las proteinas NRBNANLGNL de rata cristalizadas se ha podido
demostrar que en esta interaccion, uno de los catiorféss€ancuentra rodeado por cinco
atomos de oxigeno (N238 OD1, D137 OD1, D137 OD2, V154 O y 1236 O) de la NRRXN1

tres atomos de oxigeno (G396 O, Q395 O, y E397 OE2) de la NLGN1. El otro cafién Ca
situado en el otro lado de la zona de interaccién, se encuentra rodeado por tres atomos de
oxigeno (N103 O, D104 OD1, y D104 ODdE la NRXNDP y otros tres (D402 OD1, D402

OD2, y T569 O) de la NLGN1. Ademas existe una extensa red de puentes de hidrégeno
establecidos entre los residuos NLGN1-R597 NE y NRXN103 OD1, NLGN1-N400 N y
NRXN1B-S107 OG, NLGN1-K306 NZ y NRXNL S107 O, NLGN1-E397 OE2 y NRXIg1

1236 N, y NLGN1-G396 O y NRXN3-N238 ND2. Por ultimo, algunos residuos de NLGN1
(H294, E297, K306, Q395, E397, L399, N400, y F499) y de NRXKN103, S107, R109,

L135, R232, 1236, y N238), estan implicados en interacciones electrostaticas e interacciones
hidrofébicas (Figura 1) (Arac, Boucard et al. 2007).
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Figura 2. Conservacion de la estructura de

las neuroliguinas de mamiferos En la
imagen se muestran dimeros de
neuroliguinas. Se superponen las estructuras
tridimensionales dos a dos para comparar
NLGN1 con NLGN2 (A), NLGN1l con
NLGN3 (B), y NLGN1 con NLGN4 (C). Las
regiones mas conservadas se muestran en
azul y las menos conservadas en rojo. Como
se observa la zonas de interacciébn con
neurexina (6valos amarillos) y las zonas de
dimerizacion donde interaccionan dos
neuroliguinas (6valos azules) se encuentran
altamente conservadas entre las diferentes
neuroliguinas. El Ovalo amarillo
correspondiente al otro mondémero no se
muestra porgque este se encuentra por detras
del plano representado. Adaptado de Arac et
al., 2007 (Arac, Boucard et al. 2007).

Las regiones correspondientes a la zona de dimerizacidén y a la zona de uniéon a neurexina son
las mas conservadas entre las diferentes neuroliguinas (Figura 2). Especificamente, algunos
residuos presentes en la zona de union entre neurexinas y neuroliguinas se encuentran altamente
conservados entre las neurologuinas, pero no entre las diferentes acetilcolinesterasas de
mamiferos (Q395, E397, D402, N400, H294, E297, L399) (Figura 3). Sin embargo otros
residuos, dispuestos en el borde de la zona de interaccidn tienen una gran variabilidad (K306,
F499, G500, N498, R597, R311) (Arac, Boucard et al. 2007). Esta variabilidad de residuos
podria explicar las diferencias en la afinidad de unién a las neurexinas (Comoletti, Flynn et al.
2006), como por ejemplo las observadas entre la NLGN1 y NLGN2 con BiBXtata (Arac,

Boucard et al. 2007).
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Figura 3. Conservacion de residuos en la
interfase de unién neurexina/neuroliguina En

la imagen se muestra los residuos conservados en
las neuroliguinas que participan en la interaccion
con la neurexina. La molécula de neurexina se
muestra en marrén y la de neuroliguina en violeta.
Los cationes CA se representan en color verde.
En azul se muestran los atomos de oxigeno y en
rojo los atomos de nitrégeno del aminoéacido
correspondiente Adaptado de Arac et al. (Arac,
Boucard et al. 2007).

Arac et al., 2007 (Arac, Boucard et al. 2007), observaron que cuando originaban mutaciones en
los residuos L399A, N400A y D402N de la NLGN1 de rata, se interrumpia el puente de
hidrogeno entre el residuo N400 de la NLGN1 y el S107 de la NRXNlina de las uniones

que rodean al cation €amediada por el residuo D402 de la neuroliguina. Este cambio
originaba una disminucion de la afinidad por la neurexina de 500 veces respecto a la
neuroliguina silvestre. Otras mutaciones (L399A, N400A, D402N, Q395A y E397A) también
interrumpian los enlaces que rodean al otro catifi, Caue estan mediados principalmente

por el residuo E397 de la neuroliguina. El conjunto de estas cinco mutaciones hace que la
neuroliguina disminuya su afinidad de unién a la neurexina 2500 veces respecto a la proteina
silvestre (Arac, Boucard et al. 2007).

Otros experimentos llevados a cabo por Ko et al., 2009 (Ko, Zhang et al. 2009) profundizaron
en el mecanismo de interaccién neurexina/neuroliguina. Estos autores obtuvieron neuroliguinas
mutantes en diferentes aminoécidos y observaron su efecto en cultivos celulares con el objetivo
de determinar el mecanismo por el cual se produce la interacciobn con las neurexinas.
Concretamente, comprobaron que las NLGN1 mutadas en los residuos L399A, N400OA, D402N,
E297A, K306A, Q395A, E397A, F499A, perdian la capacidad de unirse tantmmo af-
neurexinas. Asi mismo, estas mutaciones hacian que la sobreexpresién de estas neuroliguinas
disminuyera la capacidad de inducir la sinapsis en células en cultivo, respecto a la proteina
silvestre. Ademas, aunque provocaban una disminucion en el tamafio de la sinapsis (medido
como el tamafio de los terminales presinapticos) con respecto a la proteina silvestre, no
afectaban a la densidad (nimero de conexiones sinapticas) de las mismas (Ko, Zhang et al.
2009).

1.2. Interaccion entre neuroliguinas
Otro apartado importante en el analisis de las neuroliguinas es el hecho de la capacidad es estas
proteinas de dimerizarse. Algunos estudios en cultivos neuronales (Comoletti, Flynn et al. 2006)

y mediante analisis cristalografico de neuroliguinas mutantes en los aminoacidos que
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intervienen en la dimerizacion de éstas (Dean, Scholl et al. 2003), se ha podido demostrar que la
oligomerizacion de las neuroliguinas es necesaria para que éstas tengan habilidad de iniciar el
reclutamiento de proteinas sinapticas en el terminal presinaptico. La zona de dimerizacion de las
neuroliguinas estan muy conservadas (Figura 2) y es idéntica a la de las esterasas. Consiste en
un conjunto de cuatro hélices (dos de ellas de cada monomero) localizadas en el extremo C-
terminal de la proteina (Figura 4). En esta zona existe una densa red de puentes de hidrogeno e
interacciones de enlaces salinos, como son contactos hidrofébicos entre residuos dispuestos en
las hélices de cada mondmero (Koehnke, Jin et al. 2008). Los residuos de cada subunidad de
neuroliguina que contactan entre si en la zona de dimerizacion (Val4d26, Phe433, Met434,
Trp438, Leu604 y Leu608), estan enteramente conservados entre las diferentes isoformas de
neuroliguinas de mamiferos, con la excepcién del residuo Val426 que se sustituye en NLGN3
por el aminoacido Thr. Esto sugiere que todas las isoformas de neuroliguinas forman dimeros
mediante las mismas interacciones, y que la zona de dimerizacion podria actuar como soporte
para la formaciéon de heterodimeros de neuroliguinas diferentes. Budreck et al. (Budreck and
Scheiffele 2007) mediante inmunoprecipitacién de extractos de cerebro observaron la formacion

de complejos en forma de dimeros entre NLGN2 y NLGN3.

Figura 4. Esquema representativo de la
formacion de un dimero de neuroliguina 1.
Cada mondémero de neuroliguina se muestra en
amarillo. ElI dimero esta formado por la
interaccién de las cuatro hélices (mostradas en
morado) que constituyen la zona de
dimerizacion. Se muestra dos planos diferentes
de la estructura, uno de ellos rotado 90° sobre
su eje.N, indica el extremo N-terminal de la
proteina yC, el extremo C-terminal de la
misma. En la Figura aparecen los sitios de
splicing alternativo de la proteina, indicados
3 ¥ - o i con las letrasA y B en verde y rojo
g’ <V "-"_. F\L,.-l.. L w:.]'\‘_._ e e respectivamente. Todas las neuroliguinas
B dsﬁ = % Q _\.,"-;'e {;‘} ;f N X presentan un Unico sitio de procesamiento
by W F alternativo A), peroNLGN1 presenta un sitio
b Al ¢ alternativo en una segunda posicid®).(La
s~ TISNeg afinidad de unién varia entre las diferentes
’ combinaciones de neuroliguina y neurexina, y
es controlado por procesamiento alternativo de
ambas. El procesamiento alternativo del d#tio
de laNLGN1 es el responsable de la unién a
neurexinas, (ver apartado de Introduccion de
esta tesis). Adaptado de Fabrichny et al.
(Fabrichny, Leone et al. 2007).

1.3. Homologia entre la neuroliguina de C. elegargda de mamiferos.
Para estudiar la homologia entre las secuencias proteicas de NL@&-letieganscon las

NLGNL1 de rata y de humanos, se realizé un alineamiento de sus secuencias proteicas siguiendo
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el método Clustal W de mdltiples alineamientos. Se llevaron a cabo diferentes alineamientos
independientes con cada uno de los dominios: péptido sefal, dominio extracelular
(*aceyilcholinesterase-liKe dominio transmembrana y dominio intracelular. El resultado de

cada uno de los alineamientos se recoge en la Figura 5.
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Figura 5. Continuacion
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Figura 5. Alineamientode las secuencias de las neuroliguinas de. elegans rata y humanas
mediante el método Clustal W.Se muestran los alineamientos correspondientes a la region del péptido
sefial A), dominio “acetylcholinesterase-likeB), transmembranaC| e intracelular D). Los cuadros

negros dentro del alineamiento indican aminoacidos idénticos y los cuadros grises aminoacidos similares.

Con el objetivo de determinar si una neuroliguina de mamiferos era capaz de rescatar
funcionalmente el fenotipo silvestre del mutantg-1 (knockoutok259) deC. elegans se

estudié en detalle la region de interaccion con neurexinas de las diferentes neuroliguinas de rata
y humanos (Figura 6). Se calcularon los porcentajes de identidad y similaridad de los dominios
“acetylcholinesterase-likede la NLG-1 deC. elegansy de las neuroliguinas humanas,
siguiendo el métodaopairwise alignmeritutilizando la matrizZBlosum62. Se compararon dos a

dos la NLG-1 deC. elegangon las NLGN1-4X humanas, obteniendo los siguientes resultados:
NLG-1 vs NLGN1 (identidad: 28,9; similaridad: 44,2), NLG-1 vs NLGN2 (identidad: 26,0;
similaridad: 42,7), NLG-1 vs NLGN3 (identidad: 26,1; similaridad: 44,1), NLG-1 vs NLGN4X
(identidad: 28,7; similaridad: 47,5). Los calculos de identidad y similaridad del resto de
dominios de la proteina, se recogen en la Tabla 2. De igual manera, se calcularon los
porcentajes de identidad y similaridad de los domirea®tylcholinesterase-likele la NLGN1

de rata y de las neuroliguinas humanas, siguiendo el mismo método. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes: NLGN1 vs NLGN1 (identidad: 96,01; similaridad: 96,47), NLGN1 vs
NLGN2 (identidad: 65,39; similaridad: 76,73), NLGN1 vs NLGN3 (identidad: 70,50;
similaridad: 80), NLGN1 vs NLGN4X (identidad: 71,66; similaridad: 80,66). Los calculos de

identidad y similaridad del resto de dominios de la proteina, se recogen en la Tabla 3.
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del domitiaxetylcholinesterase-like”
correspondiente a la zona de unién neurexina/neuroliguina.de las neuroliguinas Ge elegansrata

y humanas. Se utilizé el método Clustal W. Los elementos de la estructura secundaria de la NLGN1 de
rata conservados en las neuroliguinas humanas se muestran arriba del alineamiento. Estas estructuras
secundarias estan conservadas en la secuencia de la proteina NLG-&lelganssegun se dedujo a

partir de los programas de prediccion de estructuras prot&@eass-ModE y “ PDBsuni. El significado

de cada elemento se especifica en el pie de Figura. Los cuadros negros dentro del alineamiento indican
aminoacidos idénticos y los cuadros grises aminoacidos similares. Los triangulos verdes representan los
residuos implicados en la interaccion gneurexinas conservados en la neuroliguina de rata y humanas.
Los cuadrados rojos indican la posicién de mutaciones asociadas con autismo en NLGN3/NLGN4. Los
puntos rojos sobre la secuencia @e elegansindican los residuos de interacciébn con neurexina
conservados (el residuo D402 se encuentra conservado y el residuo E297 es sustituido por Q).

Con los resultados obtenidos se eligio la secuencia de NLGN1 para la realizacion de la
construccion traduccional de rescate funcional por presentar una mayor identidad en el dominio
“acetylcholinesterase-likeon la proteina d€. elegang28,9), a pesar de que la secuencia de
NLGN4X tiene una identidad muy similar (28,7), presenta mayor similaridad (47,5 frente a
44,2) y la identidad de la region del péptido sefial y el dominio intracelular sean también
mayores. En el futuro seria muy interesante plantear experimentos de rescate funcional con

NLGN4, una proteina especificamente ligada a autismo (Jamain, Quach et al. 2003).
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Figura 7. Conservacion de los aminoacidos de dimerizacion en neuroliguinas human& indican
mediante tridngulos azules los residuos conservados (V426, F433, M434, W438, L604 y L608). El
alineamiento de las secuencias proteicas fue realizado mediante el método Clustal W.

Todos los residuos de interaccién con neurexina conservados en las neuroliguinas humanas
estan presentes en la NLGN1 de rata, mientras que en la NLGEL eleganssolo esta
conservado el residuo D402 y el residuo E297 se sustituye por otro similar (Q) (Figura 6). No
obstante otros residuos @e elegangle la regidn que interaccionaria con la neurexina descrito

en la Figura 6, podrian favorecer que se mantuviera la estructura secundaria. Asi los residuos T
(treonina) deC. elegansy Q395 (glutamina) de humanos son ambos polares sin carga en la
cadena lateral, E (glutamato) @e elegansy N400 (asparagina) de humanos son acidicos, y
finalmente P (prolina) d€. elegansy H294 (histidina) de humanos presentan un heterociclo

que permite que se realice un giro de ar®lice si esta al final o al principio de la secuencia

de aminoacidos que adoptan esta estructura, pero impide que se forme si se sitian en el interior
de la secuencia.

Los seis residuos implicados en la dimerizacion de mondmeros de neuroliguina conservados en
las neuroliguinas humanas estan presentes en la NLGN1 de rata, mientras que en la neuroliguina
deC. eleganssolo los residuos L608 y W438 estan conservados (Figura 7). Ademas el residuo
L604 (leucina) en humanos, esta sustituido por fenilalanina (E). @egans que es también

hidrofébico.
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Tabla 2. Porcentaje de identidad y similaridad entre la proteina NLG-1 de&.
elegansy las proteinas NLGN1-4 humanas, y NLGN1 de rataSe representa el
porcentaje de identidad y similaridad calculado usando la nBtSUM62segin
el método de Pairwise alignmeritde cada uno de los dominios de la protefha:
péptido sefialB, “Acetylcholinesterase-likReC, transmembrand), intracelular.

Homo sapiens Rata

NLGNL | NLGN2 | NLGN3 |NLGN4X | NLGN1

A Identidad | 4,4 17,65 16,2 19,5 6,66
Similaridad | 22,2 41,1 24,3 24,3 8,88

B Identidad | 28,9 26 26,1 287 27,84
Similaridad | 44,2 42,7 44,1 47,5 43,61

C Identidad 22,7 18,1 27,2 22,7 22,72
Similaridad | 40,9 40,9 40,9 40,9 40,91

D Identidad | 9,52 14,49 12,71 17,5 14,06
Similaridad | 22,22 23,91 22,03 28,33 25,78

Tabla 3. Porcentaje de identidad y similaridad entre la proteina NLGN1 de rata con
las proteinas NLGN1-4 humanas, y NLG-1GleelegansSe representa el porcentaje
de identidad y similaridad calculado usando la m&ti©@SUM62segin el método de
“Pairwise alignmeritde cada uno de los dominios de la protefhapéptido sefial,
“Acetylcholinesterase-likpC, transmembrand), intracelular.

Homo sapiens C. elegans

NLGN1 | NLGN2 | NLGN3 |NLGN4x | NLG-1

A Identidad | 84,44 17,77 15,21 8 6,66
Similaridad | 91,11 20 2391 20 8,88

B Identidad | 96,01 65,39 70,51 71,66 27,84
Similaridad | 96,47 76,73 80 80,66 43,61

C Identidad | 100 9523 9523 100 22,72
Similaridad | 100 100 100 100 40,91

D Identidad | 99,2 38,02 56,34 70,4 14,06
Similaridad | 99,2 4929 69,04 79,2 25,78

2. Construcciones traduccionales de rescate con cDNAs de los gendsGN1

humano y Nignl de rata. Obtencion de organismos transgénicos.
Para realizar el rescate funcional de mutante€ delegansdeficiente ennlg-1, se usaron
secuencias de cDNA correspondientes a los gBh€3N1 humano WIgnl de rata. Ambas

construcciones fueron realizadas en los vector de C. eldgdasserie pPD95 (Fire 1998).
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pPD95.77::pnlg-1::NLGN1

Xbal BamHI EcoRI
0 - NLGN1 111
ATG
B pPD95.77::pnlg-1::Nign1(EGFP)
Xbal Bl Il BamHI
ATG ATG
718 ,843
C {1728
Dominio i 728 _ Dominio
extracelular 718 citoplasmético

Figura 8. Construcciones traduccionales usadas en el rescate funcional de mutantes deficientgs

1. EI cDNA del gen NLGN1 humano fue fusionado con el promotor dehlgpth de C. elegangA). Para

la construccion con el cDNA del gen dignl de rata, se empleo una construccion previa en la que
estaba incluida la secuencia que codifica la proteina EGFP (Dresbach, Neeb et aBR@d(se

muestra en detalle la construccién Nignl de rata, donde se detalla el dominio extracelular, citoplasmatico
y transmembrana (TM) de la proteina neuroliguina, y la proteina EGFP justo a continuacién del dominio
TM. Los rectangulos azules representan los residuos 718-728 repetidos flanqueando la secuencia
codificantes de EGFP, manteniéndose completo el dominio intracelular de la neuroliguina (residuos 718-
843).

Para la realizacién de la construccion de rescate con la neuroliguina humana, se usé el cDNA
del genNLGNL1 correspondiente al cl6tiAAL1070 (hj05602) (Kasuza DNA Research Institute).

La secuencia correspondiente al cDNA de dicho gen fue amplificada y clonada mediante las
enzimas de restriccioBamH |y EcoR | (Figura 8A) en el vector pPD95.77::pniggfp. En

dicho vector, que era portador del promotor delrggrl deC. elegansse elimind la secuencia
correspondiente a GFP y se sustituyd con la secuencia codificante del cDNA k@&t

humano (Figura 8A).

Para la realizacion de la construccion de rescate con la neuroliguina de rata se us6 una previa
cedida por Thomas DresbadRuprecht-Karls University, HeidelbergDresbach, Neeb et al.

2004; Wittenmayer, Korber et al. 2009). Esta construccion, clonada en el vector pCMV5,
contenia la secuencia codificante correspondiente a la isofarneuroliguina 1 de rata
(NIgn1). Justo a continuacion del dominio transmembrana se encontraba insertada la secuencia
codificante de la proteina EGFP, evitando que interfiriese con el extremo C terminal del
dominio intracelular (Figura 8B) (Dresbach, Neeb et al. 2004). EI cDNNIgiel con EGFP

fue liberada del vector pCMV5 mediante las enzimas de restriBgibh y BamH |y clonada

en el vector pPD95.77nfy-1:gfp que como en el caso anterior se elimind la secuencia

correspondiente a GFP y se sustituyd con la secuencia codificante del cONNgndede rata
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con EGFP (Figura 8B). En este caso, la presencia de EGFP en esta construccion nos permitiria
analizar la expresién de dicho cDNA en los organismos transgénicos obtenidos.

Para la obtencion de organismos transgénicos portadores de la construcciéon traduccional de
rescate pPD95.77np-1:NLGN1 se microinyectaron animales mutantdg-1 (©k259),
coinyectando el plasmido de rescate junto con el pldsmido pPD95.75::ips-fjue se usé

como marcador de la transformacion. Los animales transgénicos fueron seleccionados mediante
la expresion del genrx-1 en neuronas del sistema nervioso del nematodo (Figura 9). Las lineas
transgénicas obtenidas no fueron estables. El porcentaje de la progenie que presentaba
fluorescencia era del aproximadamente del 30-40 %.

Figura 9. Expresién del gemrx-1 de C. elegansusado como marcador de transformacion junto con

un plasmido expresando el cDNA del geNLGN1 humano, en animales mutantealg-1 (VC228nlg-

1 (0k259) X;[pnrx-1::gfp; NLGN1]. La expresion de GFP se detectdé en los ganglios de la cabeza
(imagen superiora, imagen de Optica Nomarshi; imagen de epifluorescencia; solapamiento de a y

b), y en las motoneuronas AS6, VA7, VC6 y VD6 identificadas posicionalmente (indicadas con puntas de
flecha) del cordon nervioso ventral (imagen inferior). Las imagenes fueron efectuadas con un aumento de
40x. El eje de coordenadas indican las posiciones anterior (A), posterior (P), ventral (V) y dorsal (D) del
nematodo. La barra de escala del panel superior equivalgra,j0la del panel inferior 20m.

Para la obtencion de organismos transgénicos portadores de la construccion traduccional de
rescate pPD95.75nfg-1::NIgn1EGFP) se microinyectaron animales mutanég-1 (©0k259) ,
utilizando el sistema de seleccién con el antibidtico Neomicina (G-418), (Giordano-Santini,
Milstein et al. 2011). En este caso se coinyectd el plasmido de rescate junto con el plasmido de
seleccion Neb pDD04NeoR (pmyo-Z3fp). Los animales trasngénicos fueron seleccionados

mediante el crecimiento y desarrollo en un medio con G-418.
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3. Expresion de las proteinas neuroliguina 1 humana y de rata en mutanteky-1

de C. elegans

3.1. Expresion de la neuroliguina 1 humana en C. elegans

Los extractos proteicos de la estirply-1 (0k259 y de las lineas transgénicas donde se
introdujo el genNLGN1 humano, fueron separados en un gel SDS-PAGE para visualizar la
poblacion proteica de cada estirpe (Figura 10). En el rango de tamafos aproximado de 66-130
KDa se observaron diferencias en bandas correspondientes a proteinas presentes en los extractos
de las lineas transgénicas, lo que hacia suponer que ambas lineas podrian estar expresando el
cDNA del gen NLGNL1.

Figura 10. Comparacién de extractos proteicos de
la estirpe VC228 nlg-1 (0k259) y dos lineas

El area marcada indica el rango de tamafios donde se
observan diferencias entre los extractos. Cada extracto
representa una cantidad dej2de proteina total.

Kda. transgénicas microinjectadas con el gen NLGN1
_______________________ . humano. Las proteinas de los extractos fueron
4: ——130 separadas en un gel SDS-PAGE con un porcentaje de
i 116 acrilamida al 12%; que fue tefiido con azul Coomasie.

Para confirmar la expresion ddLGN1 en las lineas transgénicas se llevdé a cabo andlisis
western. Para ello se utilizé un anticuerpo policlonal para el epitopo H-45 (aminoacidos 645-
689 del dominio extracelular) de esta proteina. Como controles positivos se utilizaron extractos
de cerebro y cerebelo de rata. Ademas como control positivo y negativo, se utilizaron también
lisados de lineas celularddek transfectadas con HRNignl de rata y sin transfectar
respectivamente (los lisados celulares procedian del Dr. Francisco Gomez-Scholl, Departamento
Fisiologia Médica y Biofisica, Universidad Sevilla; y las construcciones utilizadas para los
experimentos de transfeccion proceden Scheiffele et al., (Scheiffele, Fan et al. 2000; Dean,
Scholl et al. 2003). Como se puede observar en la Figura 11, el anticuerpo no reconocié ninguna
proteina en los extractos proteicos correspondientes a la estirpe silvestre (Bristol N2), de la
estirpe mutantelg-1 y de células Hek no transfectada ddgnl. Por el contrario si reconocio

la presencia, supuestamente de NLGN1 en las dos line&s eleganstransgénicas, y el
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tamano se correspondian con el de la isoforma detectada en extractos de cerebelo de rata. En la
linea transgénica 2 se observé una segunda proteina, que podria corresponderse con otra de las
isoformas de la neuroliguina-1, que presentaba un movimiento electroforéticamente ligeramente
mayor que NLGN1 humana del lisado de célidak Sin embargo, puesto que el tamafio de la
proteina NLGN1 de las células de mamifero es aproximadamente de 110 KDa, la proteina que
aparece en extractos de cerebelo y del nematodo no tiene el tamafio correcto. Es probable que el
tamafio observado sea debido a una degradacion especifica del extremo C-terminal que se
observa algunas veces en extractos proteicos y que origina una proteina de 70-80 kDa (Peter

Scheiffele, comunicacion personal).

A i) o

130

100
70

53

Figura 11. Andlisiswesternde extractos proteicos de lineas transgénicas (VC228)-1 (0k259) X;
[NLGN1]) expresando NLGN1 humana Como controles negativos se utilizaron extractos proteicos de
las estirpes Bristol N2 y VC228g-1 (0k259) Xde C. elegansy un lisado de céluladek humanas no
transfectadas coNLGNL1 Como controles positivos se utilizaron extractos proteicos de cerebro y
cerebelo de rata y un lisado de una linea celdidctransfectada con HAlHgnl de rata Las flechas
indican las proteinas reconocidas por el anticuerpoNigitil correspondientes a isoformas de la
neuroliguina humana €. elegans

3.2. Expresion de la neuroliguina 1 de rata en C. elegans

Puesto que la proteina NLGN1 de rata utilizada en la construccion que fue microinye@ada en
elegandenia insertada la proteina EGFP, la comprobacion dBligné de rata se expresaba en

las lineas transgénicas Ge elegansse llevo a cabo localizando la expresion de EGFP en el
sistema nervioso de los animales transgénicos resistentes a G-418. Se pudo comprobar que en
dos lineas transgénicas seleccionadas la proteina recombinante neuroliguina de rata combinada
con la proteina EGFP se localizaba en las motoneuronas del corddn nervioso ventral y en
neuronas de los ganglios de la cabeza (Figura 12). Concretamente en el corddn nervioso ventral
se identificaron las motoneuronas VB4, VB5, VD6, DA3, DA4, DD2 y DD3, expresion que
coincidia con las observadas utilizando el promotor del gen nlg-1 en la estirpe trarsgdica

pha-1 (e2123)ll; [pC1 (pha-1+); nrx-1:.gpfnlg-1::mCherry, (ver Capitulo 4 de esta tesis).
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Figura 12. Expresion del gerNIgnl de rata fusionado con la proteina EGFP en animales mutantes

nig-1 (VC228nlg-1 (0k259) X;[pDD04 (Ned); NIgnl::EGFP]. Se observé la expresion de este gen en

los ganglios de la cabeza (imagen supeapimagen de 6ptica Nomarski; imagen de epifluorescencia;

¢, solapamiento de a y b), y en las motoneuronas VB4, VB5, VD6, DA3, DA4, DD2 y DD3 del corddn
nervioso ventral, marcadas con puntas de flecha blancas (imagen inferior). Las imagenes fueron
adquiridas con un aumento de 40x. El eje de coordenadas indican las posiciones anterior (A), posterior

(P), ventral (V) y dorsal (D) del nematodo. La barra de escala del panel superior equivaia g [&0del
panel inferior 2Qum.

4. Rescate de fenotipos en mutantes de €legangdeficientes en nlg-1.

La funcionalidad de las proteinas NLGN1 de rata y humana expresadas en mutabtes de
elegansdeficientes en el genlg-1, fue determinada mediante el analisis fenotipico de los
animales transgénicos. El primer fenotipo analizado fue la respuesta a alta osmolaridad,
utilizando una solucion 4M de fructosa. Los animales transgénicos deficientég Enpero

que expresaban la proteina NLG1 del nematodo, presentaron una respuesta ante el estrés
osmdtico similar a la observada en la estirpe silvestre (Figura 13). Los animales transgénicos
deficientes emlg-1 que expresaban la proteina NLGN1 humana o de rata presentaron una
respuesta similar a la anterior y claramente diferenciada del mutlante (Figura 13). Se
utilizaron como controles negativos animales coinyectados con los plasmidos pPD95.77
(NLGN1) y pPD95.75 (prx-1:gfp), que habian perdido la expresion del marcador GFP y que
consecuentemente habian perdido tambiéexttachromosomal transgenic array(*lineas no
transgénicas” en la Figura 13). Estos resultados, junto con el de otros experimentos en el que
también se rescato el fenotipo (datos no mostrados), apoyan el hecho de que las NLGN1

humana y de rata son funcionales eel€gans
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Figura 13. Cuantificacion del rescate funcional de la estirpe mutante VC228g-1 (0k259 X con los
genesNLGN1 humano y NIgnl de rata. Se representa la capacidad de respuesta ante una barrera
osmoética de una solucién de fructosa 4M, de los animales portadores de cada uno de los transgenes
comparada con la de animala®ckoutennlg-1. Como estirpes controles se usaron la estirpe transgénica
VC228nlg-1 (0k259 X; [nrx-1::gfp] que expresa la proteina GFP bajo el control del promotor del gen
nrx-1, y la estirpe trasngénica de rescate VCO2g81 (0k259 X; [pPD95.77 NLGND; nrx-1:gfp] que ha

perdido elarray portador del plasmido de rescate y el plasmido marcador. Se muestran los resultados de
dos de las cuatro lineas transgénicas obtenidas portadoras de loNlIgéhdsy Nignl El * indica una
diferencia significativa (& 0,001) con la estirpe VC228g-1 (0k259 X calculado mediante una prueba
t-Student Las barras de error indican la desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes.

En vista de estos resultados se realizé un alineamiento 3D entre las proteinas NIG5-1 de
elegansy NLGN1 humana y rata, para determinar la identidad estructural y comprobar la
conservacion a nivel de estructura entre ellas, obteniéndose un valor Rd&Mean Square
Deviation) de 1,71966 (Figura 14). Este valor indica una considerable identidad estructural,
puesto que las secuencias proteicas de NLGN1 de humanos y rata son casi idénticas a nivel
estructural y el valor RMSD calculado entre ellas es de 2,99076 sobre 3,00.

En la funcionalidad de la neuroliguina son importantes la participacion de los motivos de union
a PSD-95 y Dendrite Targeting” (Chen, Tari et al. 2010). Ambos motivos, situados en el
dominio intracelular de la neuroliguina, son los encargados de contactar con el entramado
intracelular de la neurona para contribuir con la respuesta sinaptica. En la construcciéon de
rescate con el gedignlde rata era clave que la insercién de la proteina EGFP no interrumpiera

a estos dos motivos, por eso se decidié usar la construccion elegida dejando integro el dominio
intracelular (Figura 8). El motivo de union a PSD-95 esta altamente conservado en todas las

neuroliguinas de mamiferos. En elegandNLG-1 tiene dos residuos conservados: QV, (Figura
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15A). En la secuencia del motivibéndrite Targeting”,C. eleganscomparte 14 de los 32
residuos que forman este motivo con la NLGN1 humana y de rata (Figura 15B).

Teniendo en cuenta estos resultados a nivel estructural y de homologia de las neuroliguinas de
mamiferos con las dé. eleganses factible pensar que exista un complementacion funcional

del circuito sinaptico de los mutantes nlg-1 del nematodo.

A
B
Proteinas longitud namero de longitud
alineadas cadena regiones c_adena fragmentos rigidos alineados RMSD (A)
carbonada flexiones  alineada
(aa) (Ca)*

NLG-1 543 (45-131), (158-264), (265-557), (558-597)
(C. eleganp 3 530 1.71966
NLGN1 555 (52-160), (161-291), (293-578), (594-633)

(humana y rata)

Figura 14. Alineamiento structural de las proteinas neuroliguina-1 deC. elegansy humana A.
Alineamiento de los esqueletos carbonados correspondientes a las proteinas NCGeledangazul) y
NLGN1 humana y rata (rojoB. Resultados obtenidos por la plataforma bioinform&fiexProt, para el
alineamiento y comparacion 3D de proteinas (Shatsky, Nussinov et al. 2002). El parametro RMSED (
Mean Square Deviationipdica la medida de la distancia media entre los esqueletos carbonados de proteinas
superpuestas. Este parametro fue usado para la realizacion de una comparacion cuantitativa entre ambas
proteinas; comparando dos a dos los carbonos alpha de cada una de ellas. y%%;,
: NG
dondeO es la distancia entre N pares de €fjuivalentes. Las secuencias proteicas de NLGN1 humana y
rata son casi idénticas a nivel estructural, el valor RMSD calculado entre ellas es de 2,99076 sobre 3,00.
* NUmero de carbonos alphadjCque componen el esqueleto carbonado de la proteina.
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ntracell nlg 1 C. elegans
ntracell N gn 1 Rat

ntracell NLGN 1 Honp sapiens
ntracell NLGN 2 Honp sapiens
ntracell NLGN 3 Honp sapiens
ntracell NLGN 4 Honp sapiens

B

intracell nlg 1 C. elegans
intracell N gn 1 Rat

intracell NLGN 1 Honp sapi ens
intracell NLGN 2 Honp sapi ens
intracell NLGN 3 Honp sapiens
intracell NLGN 4 Honp sapi ens
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Figura 15. Comparacién de los motivos de union a PSD-95 (A) Yéndrite Targeting (B) de las
neuroliguinas humanas y de rata con la NLG-1 deéC. elegans El motivo de uniéon a PSD-95 se
encuentra conservado totalmente en todas las neuroliguinas humans y de rata. Los cuadros azules marcan
la secuencia proteica correspondiente a ambos motivos. En A se destaca la secuencia conservada de unién
a PSD-95. El alineamiento de las secuencias proteicas fue real

izado mediante el método Clustal W.

5. Efecto de mutaciones en los genes NLGNhlg-1 en su funcionalidad.

Se han descrito varias mutaciones asociadas con autismo que se localizan en el dominio
extracelular de las proteinas humanas NLGN3 y NLGN4 (Tabuchi and Sudhof 2002; Comoletti,
De Jaco et al. 2004; Tabuchi, Blundell et al. 2007). Estas mutaciones se encuentran distantes del
sitio de unién a neurexina (Fabrichny, Leone et al. 2007). En una de las mutaciones, la
sustitucion por Cys en el residuo Arg451 de NLGN3 (correspondiente al residuo Arg437 de
NLGN4), provoca la retencién de la proteina en el reticulo endoplasmatico no produciéndose su
transporte hacia la membrana e impidiendo asi la unién a BIR®&moletti, De Jaco et .al

2004). En estudios in vivo, utilizando ratonesockoutportadores de esta mutacién, se observa

un incremento de la actividad inhibitoria de GABA y una disminucion en la interaccién social
con el resto de ratones (Tabuchi, Blundell et al. 2007).

También han sido observadas en pacientes con autismo las mutaciones Gly99Ser, Lys378Arg y
Val403Met, en el dominio extracelular de NLGN4. El residuo Gly99 se localiza en un giro que
precede a la cadefi8, no afectando al plegamiento de la proteina ni a su unién con neurexina.
La mutacién Val403 se localiza cercana del final de la hélfeg (Asn493-Leu406). Este
residuo participa en el empaquetamiento tg con el conjunto de cuatro hélices (mostradas en

violeta en la Figura 16) que permiten la dimerizacion de la neuroliguina. Esta mutacion se
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traduce en un mal plegamiento de la region C-terminal de la proteina impidiendo asi la

formacion de un dimero de neuroliguina funcional.

Figura 16. Localizacion de algunas
mutaciones en la NLGN4 humana
descritas en autismo. Se muestran las
mutaciones en los residuos G99, K378, R437
y V403. En la Figura se muestra un dimero
de dos moléculas de NLGN4 (representadas
en amarillo) unidas mediante la zona de
dimerizacion (mostrado con cuatro hélices
violetas), y su union a NRXBL (mostrada
en verde). Adaptado de Fabrichny et al.,
(Fabrichny, Leone et al. 2007).

Para determinar si las mutaciones descritas en algunos casos de autismo afectaban a la
funcionalidad de NLGN1 ef. elegansse seleccionaron las mutaciones Arg451Cys (exon 7,
NLGN3) y Asp396X (exdn 5, NLGMN4n dicha proteina (Jamain, Quach et al. 2003). La
primera mutacion se trata de una mutaciéon de cambio de sentido, que como se ha descrito
provoca la retencién de la proteina en el reticulo endoplasmatico; mientras que la segunda se
trata de una mutacion sin sentido donde hay una sustitucion del aminoacido Asp por un codén
de fin de mensaje, produciéndose una proteina truncada no funcional. El residuo Arg451 se
encuentra conservado en los geNe&N1 ynlg-1, y el residuo Asp396 solo en el géhGN1

(Figura 17).

A

acetilchol nlg 1 C. elegans

acetilchol NLGN 1 Hono sapi ens
acetilchol NLGN 2 Honp sapiens [NC2MESIQUNEARS DG @AVTLAZY P IREN
acetilchol NLGN 3 Honp sapiens (NESESIQEE\VARSINE@NYEE SV R
acetilchol NLGN 4 Hono sapi ens

B

acetilchol nlg 1 C. elegans

acetilchol NLGN 1 Honp sapi ens
acetilchol NLGN 2 Honp sapi ens
acetilchol NLGN 3 Honp sapi ens
acetilchol NLGN 4 Honp sapi ens

Figura 17. Conservacion de los residuos Arg45N[LGN3) y Asp396 NLGN4) en los genedILGN1y

nig-1. El residuo Arg451 de la proteina NLGN3 humana, se encuentra conservada en las proteinas
NLGN1 humana y NLG-1 d&€. elegans(A). El residuo Asp396 de la proteina NLGN4 humana se
encuentra conservado solo en la proteina NLGN1 hunind.¢s cuadros rojos indican la posicién de

los residuos mutados. El alineamiento de las secuencias proteicas fue realizado mediante el método
Clustal W.
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Para estudiar el efecto conformacional de la mutacion Arg451Cys en las proteinas NLGN1
humana y NLG-1 d€. elegans Asp396X en NLGNL1, se realizaron modelos tridimensionales
teodricos para determinar defectos estructurales en las mismas (Figuras 19 y 21). En la proteina
NLG-1 la mutacion Arg451Cys produce dos lamifigs5 y 16) de mayor longitud (entre los
residuos 543-557) que en la proteina silvestre, que afecta también a la hfrquidainen a
ambas (Figura 19B y C). Estas dos laminas se encuentran precedidas pélida 25 (Figura

19B) formando el conjuntahélice25-laminf15-horquillf3-laming316, que rodea a uno de los
residuos que intervienen en la union del catiof” @acesario para el establecimiento de la
interaccion con la molécula de neurexina. Posiblemente la modificacion de la estructura
secundaria correspondiente al conjunto laflBahorquillg3-laming316 por esta mutacion, se
podria traducir en la desestabilizacion o interrupcién parcial de la union del catiomuea

impediria la correcta unién con la neurexina.

Figura 18: Modelo tridimensional tedrico de la proteina NLGN4 silvestre humana (A) y de la
proteina originadas por la mutacion Arg451Cys(B). Ambos modelos fueron generados usando el
motor bioinformatico Swiss-Model Proteomic sefvéGuex and Peitsch 1997; Schwede, Kopp et al.
2003; Arnold, Bordoli et al. 2006).

Mediante analisis bioinformético se estudid el efecto de la mutacién Arg437Cys en la proteina
NLG-1 deC. elegansespecificamente sobredahélice 25. Se observo la aparicion de nuevas
interacciones establecidas con el residuo Cys437 introducido. Las mas destacadas, entre otras
interacciones que se producen, son las del residuo Glu434 y con el residuo Val390. Este ultimo
esta localizado en la hélice (-1) que debido a un giro cambia su orientacion en el espacio, y se
encuentra enfrentada a otra region de la misma hélice (Figura 20). Esta interaccion aporta un
cierto grado de rigidez y tension a la hélice que no se encuentra en la proteina silvestre.

En la proteina NLGN1, la mutacién Arg451Cys no mostré ningin cambio conformacional
detectable en relacion a la proteina silvestre (Figura 21A y B). En la proteina NLGN4, esta
mutacion afecta al motiva®; ¢, y como se ha comentado produce la retencion de la proteina en
el reticulo endoplasmatico (Comoletti et al., 2004), no observandose un cambio conformacional

similar al de NLG-1 en la misma regién de la proteina (Figura 19).
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Como era de esperar, la mutacion Asp396X produce un cambio drastico en la conformacion
espacial de NLGN21 (Figura 21C). Esta isoforma truncada carece de parte del dominio
extracelular (residuos 396-697), asi como del dominio transmembrana y citosolico. Aunque la
secuencia correspondiente al péptido sefial se encuentra intacta, la proteina truncada no tiene
capacidad de anclaje a la membrana plasmatica, ni de contactar con el resto de proteinas

intracelulares.

C
NLG-1 silvestre C. el lamina 3 15 norquila B lamina B 16
-1 silvestre C. elegans amina ﬁ amina
—:>—|_;b
PMSKNFPMGDVFHS
| I I
545 550 555
NLG-1 (Arg451Cys) C. elegans horquilla 3

lamina 3 15 —) lamina 3 16

S ———— —

PMSKNFPMGDVFHS

| | I
545 550 555

Figura 19. Modelo tridimensional tedrico de la proteina NLG-1 silvestre deC. elegang(A) y de la

proteina originada por la mutacién Arg451Cys(B). Las flechas negras en B indican los cambios
conformacionales producidos por la mutacién, y la flecha blanca maccéddéice 25.C. Detalle del

cambio en la estructura secundaria de la proteina NLG-1 (Arg451Cy€) diegansen el motivo
estructural (correspondiente a las lamifias5 y 16) marcado con * en B; se producen dos laminas de
mayor longitud entre los residuos 543-557 que en la proteina silvestre. Ambos modelos fueron generados
usando el motor bioinformaticcsWiss-Model Proteomic sefvi§suex and Peitsch 1997; Schwede, Kopp

et al. 2003; Arnold, Bordoli et al. 2006).
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Figura 20. Detalle de laa-hélice 25 de la proteina NLG-1 d€. elegansEn la Figura se muestra parte

de laa-hélice donde se localiza la mutacion Arg437Cys insertad& &nmuestra la posicion dentro de

la hélice del residuérg437. EnB se muestran las nuevas interacciones que se establecen con el residuo
Cys437 introducido en la muutacion. Los residuos aminoacios se representa en rojo. Las interacciones
entre residuos se representan mediante lineas punteadas verdes; la interaccion establecida con el residuo
Val390 no es visible por encontrarse por detras del plano aknédice. EI modelo fue realizado con la
herramienta bioinformaticRDBviewer(Protein Data Bank

Figura 21. Modelo tridimensional teérico de la proteina NLGNL1 silvestre humana (A) y de la
proteinas originadas por la mutacion Arg451Cys (B) y Asp396X (C)Ambos modelos fueron
generados usando el motor bioinformatic®wiss-Model Proteomic sefvéGuex and Peitsch 1997;
Schwede, Kopp et al. 2003; Arnold, Bordoli et al. 2006).
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Mediante mutagénesis dirigida se introdujo la mutaciéon Arg451Cys en los sl
(correspondiente al residuo Arg453hig-1 (correspondiente al residuo Arg437), y la mutacion
Asp396X en el gerNLGN1 (correspondiente al residuo Asp432) (Figura 22 y 23). Las
secuencias de los cDNAs portadores de las mutaciones descritas correspondientes a ambos
genes, fueron introducidas en animales mutamiggd mediante microinyeccion. El efecto de

estas mutaciones en la funcionalidad de las neuroliguinas fue determinado mediante el andlisis
fenotipico de los animales transgénicos, y comparado con las lineas transgénicas portadoras de

los genes funcionales NLGN1 humano y Nignl de rata.

/ Arg 437
B Way SV = i -mgﬁw [N
P ’h,'ll". & [~ ' ] s ; o~ b i ‘ﬁg -  —
4 y em, : | g ) | k. ~ o A
g % P NA W Ve AT

_'jw v R e | Vi = aq 3 D
SNSRI
/Y.‘\?‘?‘._f] E\}* ,}\ I;.‘ f\" )’} ‘ :J\ ; gi .I- /"é # j
“J \a;pgi';- ~ ,L%‘ /4 » ;‘} Ny { ) e :
avL e AR N 437 . R4
. ) - 3 < W [ j- . \\q
P s 7 o /

Figura 22. Modelo tridimensional tedrico de la proteina NLG-1 deC. elegansdonde se muestra el

residuo Arg437 (marcado en rojo) que fue sustituido por el residuo Cy&n el modelo se representa

un dimero formado por dos monémero de neuroliguina, representado en amarillo. El residuo Arg437 se
encuentra sefialado en ambos mondmeros. El modelo fue realizado con la herramienta bioinformética
PDBviewer(Protein Data Bank

Se analiz6 la respuesta al estrés osmdético (solucidén 4M fructosa) en los animales transgénicos
portadores de las mutaciones Arg453Cys en elNjeBN1, Arg437Cys en el genlg-1y
Asp396X en el gemMLGN1. Los animales portadores de la mutacion Arg4538gSK1) y
Arg437Cys (lg-1), presentaron una disminucion en la respuesta con respecto a las estirpes
transgénicas portadoras de los geNe&SN1y nilg-1 sin mutar. Esta disminucion fue muy
acusada en el caso de la mutacion Arg4376igsY) (Figura 24). Se observo una respuesta aun
mas atenuada en los animales transgénicos portadores de la mutacion A$I3S6M)(con
respecto a la mutacion Arg4d53CysL(GN1) (Figura 24). Esto era de esperar, puesto que la

mutacion Asp396XNLGN1) provoca una proteina truncada no funcional (Figura 21C).

117



Figura 23. A. Modelo tridimensional de la proteina NLGN1 humana donde se muestran los residuos
Arg453 (marcado en azul) que fue sustituido por el residuo Cys, y el residuo Asp432 (marcado en rojo)
gue fue sustituido por un aminoacido de fin de mensaje. En el modelo se representa un dimero formado
por dos monomero de neuroliguina, representado en amarillo. A cada mondmero de neuroliguina se une
una molécula de neurexina, representada en vBrdésta detallada de la localizacion de las mutaciones
descritas. Los residuos mutados aparecen sefialados en cada uno de los monémeros de neuroliguina. El
modelo fue realizado con la herramienta bioinform&itd8viewer(Protein Data Bank
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0.25

Ratio respuesta a la barrera

O Bristol N2

OVC228 nig-1 (0k259)X; [pPD95.77 (NLGN1); pDD04NeoR (pmyo-2::gfp)]

B VG228 nig-1 (0k259) X: [pPD95.77 (nig-1); pDD04NeoR (pmyo-2:gfp)]
BYC228 nig-1 (0k259) X; [pPD95.77 (NLGN1-RC); pDD04NeoR (pmyo-2::gfp)]
BVYC228 nig-1 (0k259) X; [pPD95.77 (NLGN1-stop); pDD04NeoR (pmyo-2::gfp)]
VC228 nlg-1 (0k259) X; [pPD95.77 (nlg-1-RC); pDDO4NecR (pmye-2::9fp]]
BVC228 nig-1 (0k259) X

Figura 24. Cuantificacién del efecto de las mutaciones Arg453CyNI(GN1), Asp396X (NLGN1) y
Arg437Cys (lg-1). Se representa la capacidad de respuesta ante una barrera osmética de una solucion de
fructosa 4M, de los animales portadores de cada una de las mutaciones con la de lamcladeaten

nlg-1y silvestres. Como estirpes controles se usaron dos estirpes transgénicas, portadoras de los genes
NLGN1 humano ynlg-1 deC. elegansEl * indica una diferencia significativa g0,001) con la estirpe

silvestre Bristol N2 calculado mediante una pruelSaudent Las barras de error indican la desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes.
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Conclusiones
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1.- Se ha detectado una asociacion significativa del 8IBTLPRS del promotor del gen
SLC6A4 y una poblacién homogénea de pacientes diagnosticados con autismo. Este alelo, que
causa una menor expresion del trasportador de serotonina, se transmitia de forma preferencial

por la linea materna.

2.- EnCaenorhabditis eleganss genesirx-1 y nlg-1, que codifican neurexina y neuroliguina
respectivamente, son ortélogos a los genes humdRN1y NLGN1 implicados en casos de

autismo. Los dominios funcionales de estas proteinas estan conservados en ambas especies.

3.- Los mutantes deficientes en neurexina y/o neuroliguirta deeganspresentan alteraciones

del comportamiento, incluyendo el ciclo de defecacidn, la tasa de movimiento, la capacidad de
exploracioén la respuesta mecanosensorial y la capacidad de respuesta a choque osmético. Los
cambios en el comportamiento detectados estan relacionados con la actividad de los

neurotransmisores acetilcolina, GABA, dopamina y serotonina.

4.- Los patrones de expresion de los gemesl y nlg-1, determinados mediante estirpes
transgénicas obtenidas por la fusion de sus promotores con las secuencias codificantes de las
proteinas GFP y/o mCherry; se circunscriben al sistema nervioso del nematodo, identificAndose

la expresion de los mismos en neuronas del corddn nervioso ventral y en ganglios de la cabeza.

5.- Se ha conseguido, en estirpes transgénicas que expresan el cDNAMIsGHENhumano o
Nlgnl de rata, el rescate funcional de mutante€.delegansdeficientes en el genlg-1.
Cuando el cDNA era portador de la mutacién Asp396X descrita en casos de autismo, no se

producia el rescate del fenotipo silvestre.
6.- Los resultados obtenidos en esta tesis permiten conclui€.cgleganses una alternativa

prometedora, y que podria utilizarse como una herramienta Util para analizar mecanismos

neurobioldgicos basicos implicados en el autismo.
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