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Proleg

Per a no iniciats en el tema,

El tema central de la tesi, sera la proteina Trk i la seva regulacié. Trk es
troba de forma natural a la membrana de determinades poblacions neuronals. La
seva funcié es rebre senyals de I'exterior de la cél-lula i transmetre-les a l'interior.
La senyal que rep, es una altra proteina anomenada NGF, sigles en anglés per
factor de creixement nervios. Entre d’altres funcions evitara la mort de la neurona.

Es una transmissio de la informacio lenta, que no s’ha de confondre amb la
neurotransmissio. Per exemple: la neurona que arriba fins a la punta del peu, i té
com a funcié avisar-nos que la sorra de la platja esta molt calenta, requereix Trk i
NGF per indicar que es funcional i no degenerar. La distancia que ha de recérrer
la senyal de supervivéncia pot ser de I'ordre de 1 metre, ha d’arribar fins gairebé a
la medul-la espinal, i ho fara en un temps relativament llarg hores/dies. La senyal
que ens indica que ens estem cremant, en canvi, en menys d’'un segon haura
arribat al cervell i apartarem el peu.

Donat que el departament de ciéncies mediques basiques esta en una
facultat de medicina, crec adient mencionar les malalties relacionades amb Trk,
encara que nomes sigui en aquest proleg, i no siguin I'objectiu d’estudi d’aquesta
tesi.

Trk es va descobrir en un carcinoma de colon, en la forma oncogénica, es
a dir: una forma anormal de la proteina, en que un tros de Trk (domini tirosina
kinasa) estava fusionat a una altra proteina anomenada tropomiosina, d’aqui les
inicials de Trk: Tropomiosin Related Kinase. Aquesta fusio, fa que Trk estigui
sempre actiu, i aixd té efecte oncogeénic, es a dir, contribueix a la transformacio de
una ceél-lula sana en tumoral. Aquesta tesi no parlara de la forma oncogénica,
I'objecte d’estudi es la proteina en estat normal: el proto-oncogen.

Parlar de Trk com a proto-oncogen, sembla donar-li mala reputacio, déna
la impressid que sigui “dolent o perillés”. No es aquest el cas. La manca de Trk
funcional, dona lloc a una malaltia hereditaria anomenada CIPA: congenital
insensitivity to pain with anhidrosis, que traduit al catala vol dir: malaltia congénita
caracteritzada per insensibilitat al dolor i manca de sudoracié. Aquestes peculiars
caracteristiques van acompanyades de retard mental, automutilacid i ‘mort



prematura’. Cal dir que es una malaltia poc frequent. Amb aixd vull dir que la
funcio de Trk es necessaria per al bon desenvolupament del sistema nervids.

Donada la funcié6 de Trk, s’ha estudiat la seva relaci6 amb malalties
neurodegeneratives com pugui ser l'alzheimer. S’ha vist disminucié del receptor
en malalts d’alzheimer, perd encara no se sap la rellevancia que aix0 pot tenir.

Quina es doncs la finalitat del treball que aqui es presenta?

Com tota la recerca basica, té I'objectiu d’aprofundir en el coneixement,
donar eines a la recerca aplicada, explicar el funcionament d’alld que s’ha
descobert per casualitat... en aquest cas, aportar un granet de sorra en el
coneixement de com es regula una proteina tan important en el sistema nervids
com és Trk.

Us convido a que seguiu la lectura i jutgeu per vosaltres mateixos.

Aclariment:

En el fragment que es parla del calci, no es fa referéncia a cap funcié en
els 0ssos, no estem parlant del calci que contenen els iogurts, i no se’n pot deduir
que veure llet suplementada tingui cap efecte sobre la supervivéncia neuronal. A
efectes del que aqui es parla no té res a veure un calci amb laltre.



Falsa Modéstia.

Afirmava que ell era molt senzill, sense reparar que tenia la
complicacié de tothom, amb una anatomia interna composta de
moltes i molt meravelloses peces.

Pere Calders.
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INTRODUCCION

1. Las neurotrofinas y sus receptores

1.1. Teoria neurotroéfica

En el complejo proceso que da lugar a la formacion del organismo a partir
del zigoto, las neuronas son el exponente de la complejidad. Se enfrentan a
problemas sin comparacion a los de otros tejidos, su alto grado de especializacién
las lleva a requerir una morfologia excepcional, que les permita formar sinapsis
con las dianas correctas para dar lugar a la red neuronal funcional.

Los componentes del sistema nervioso (SN) se originan en regiones
distintas del embridn, e inicialmente sin conexion. Las neuronas y las células de la
glia se producen a partir del ectodermo. La glia va a ir formando una estructura de
apoyo continuo a las neuronas. En la primera etapa evolucionan bajo las sefales
de induccion génica que prevalecen en la regién donde se encuentran; de esta
forma, el momento en que se produce la ultima mitosis va a determinar el porvenir
de la neurona, ya que habra estado expuesta a una serie de inductores
especificos segun el lugar del eje dorso-ventral y antero-posterior en que se haya
producido.

En la siguiente fase, cada una de estas neuronas “predeterminadas”
formara conexiones con distintas dianas, segun los genes que le hayan sido
inducidos. En esta etapa se inicia la morfogénesis del sistema nervioso, a través
de una red de contactos provisional, pero de forma ordenada. Las neuronas se
diferencian morfolégicamente: se producen prolongaciones en todas direcciones,
y en un momento dado, una de ellas aumenta su velocidad de crecimiento y se
convertird en el axon, cuya funcion sera llegar al tejido diana, a diferencia de las
dendritas, que principalmente se encargaran de recibir las aferencias. Estas
prolongaciones van “probando” el sustrato y creciendo en la direccidon que mas les
favorece, ademas el conjunto de receptores de factores quimiotacticos que
exprese dictara la direccion de su crecimiento y las guiara hasta la diana que les
habia sido predeterminada.
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A menudo el cono de crecimiento sigue el camino marcado por un axon
precedente, de manera que el conjunto de axones paralelos acaba formando una
fibra nerviosa. En muchas ocasiones las neuronas que salen de la misma region
juntan sus axones para recorrer el camino y luego vuelven a separarse al llegar a
inervar la diana.

Una vez los conos de crecimiento llegan a la diana de inervacion y forman
la sinapsis se produce una ultima etapa en que las conexiones son reajustadas y
refinadas. Por el proceso de muerte celular programada en torno al 50% de estas
neuronas muere. Esto se explica por la teoria neurotréfica (Oppenheim, 1989) que
postula que:

Los tejidos diana producen una cantidad limitante de factores neurotréficos
gue son necesarios para la supervivencia de las neuronas que los van a inervar.

Se establece una competencia entre las neuronas aferentes por la
cantidad limitante de factor neurotréfico, de manera que aquellas que no reciben
bastante mueren por el proceso de muerte celular programada. Esta muerte se
caracteriza por ser de tipo apoptotico, y por producirse cuando la neurona ya tiene
un elevado grado de diferenciacion. De esta manera el tejido diana controla el
numero de neuronas que deben estar inervando, y asi se ajusta al tamafo de la
diana, que podra presentar diferencias entre individuos. Permite también eliminar
neuronas que estan formando conexiones aberrantes.

Asi podemos definir los factores neurotréficos como proteinas endégenas
solubles que regulan la supervivencia, crecimiento, plasticidad y sintesis de
proteinas para una funcién diferencial de las neuronas. Entre los factores
neurotroficos podemos distinguir varias familias: las neurotrofinas (NTs: NGF,
BDNF; NT-4/5, NT-3), la familia de ligandos del GDNF (GDNF, NTN, PSP y ART),
las citoquinas (LIF, CNTF, CT-1) y pertenecientes a otras familias como HGF,
EGF, IGFs,... cabe destacar que la accion de muchas de ellas no se limita sélo a
componentes del sistema nervioso.

En contraposicion a la accion protectora frente a la muerte celular
programada, las NTs también pueden inducir muerte a través del receptor p75
(ver punto 1.5) de forma que la regulaciéon no solo es positiva sobre las que
presentan el receptor adecuado en el lugar adecuado, sino que también puede
ser negativa, eliminando aquellas que presentan el receptor erréneo.

La competencia por las NTs no solo regula la supervivencia de la neurona
como un todo, también puede regular el crecimiento de axones y dendritas, de
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forma local, promoviendo o frenando el crecimiento de ramas individuales del
arbol dendritico, segun puedan captar mayor o menor cantidad de factor
neurotrofico.

Una vez el SN ya esta completamente formado las NTs siguen siendo
necesarias para el mantenimiento de determinadas poblaciones, como las
neuronas simpaticas. También se ha descrito su implicacion en procesos de
plasticidad sinaptica, (McAllister et al., 1999), regulando la neurotransmision
(Yang et al, 2002), o controlando la ramificacibn de neuronas sensoriales
asegurando su recuperacion después de una lesion.

1.2. La familia de las neurotrofinas y sus receptores

La familia de las NTs de mamifero esta compuesta por NGF que fue el
primer factor neurotréfico en descubrirse, BDNF, NT-3 y NT4-5. Todas ellas se
producen en cantidades limitantes por el tejido diana y actuan sobre la neurona
pre-sinaptica, son captadas por las terminaciones y para dar lugar a la respuesta
global de la célula son transportadas hasta el soma.

Las NTs son péptidos glicosilados que se sintetizan en una forma
inmadura: pro-NT, que da lugar a la neurotrofina por proteolisis. Las proteasas
responsables de su maduracion son las convertasas (Furina y convertasa 1y 2).
Tanto la forma madura como la inmadura dimerizan formando un nudo de puentes
disulfuro entre las Cys conservadas en todas ellas.

NGF promueve supervivencia en determinadas neuronas sensoriales
(derivadas de la cresta neural) y en las neuronas simpaticas (subclase de
neuronas periféricas que controlan las contracciones del musculo liso y la
secrecion de las glandulas exocrinas). Es un polipéptido 7S-NGF, formado por
subunidades a, B y y. La subunidad B es la responsable de la actividad, y la que
utilizaremos in vitro. Es producido por los tejidos diana de las neuronas simpaticas
y sensoriales, también en hipocampo, células de Schwann, fibroblastos y
mastocitos (Levi-Montalcini et al., 1996); (Frossard et al., 2004).

Las NTs se unen a los receptores de la familia Trk (TrkA, TrkB y TrkC) y a
p75. Cada una de las neurotrofinas tiene mayor afinidad por un determinado
receptor Trk; sin embargo NT-3 es capaz de unirse a los tres Trk, y todas las NTs
se pueden unir a p75. (Fig. 1)
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Originariamente, se describieron lugares de alta afinidad (10pM) y de baja
afinidad (1nM). Se adjudicé a p75 la unién con baja afinidad y a los Trk la unién
de alta afinidad. Mas tarde se vio que aunque la unién de alta afinidad se produce
sobre Trk, requiere la presencia de p75 (Esposito et al., 2001).

Estructura de los receptores Trk:

Los tres miembros de la familia Trk de vertebrados presentan una
estructura conservada. Son proteinas de membrana tipo I, con actividad tirosina
kinasa (TK) en la parte intracelular. Empezando por el extremo N-terminal nos
encontramos con dos regiones ricas en Cys (CRD), y un dominio con repeticiones
de Leu (LR) intercalado entre los CRD (Fig.1). A continuacién vienen dos
dominios similares a inmunoglobulinas de tipo C2, el segundo de los cuales es el
responsable de la unién a la NT y el primero impide la activacion independiente de
ligando. Al otro lado del unico paso transmembrana, encontramos el dominio TK,
entre una pequefia regién yuxtamembrana de 60 aa y una regién C-terminal de
11aa.

TrkA TrkB TrkC p75

Fig 1. Receptores de las NTs y formas de splicing diferencial.

(Adaptado de Chao, 2003) CRD: dominio rico en cisteina. LR: repeticiones de leucina.
Ig-C2: dominio similar al de inmunoglobulinas de tipo C2. TK: dominio Tirosina
kinasa. DD: dominio de muerte. Las flechas discontinuas indican menor afinidad
respecto a las continuas. La punta de flecha grande indica preferencia por la isoforma
del receptor a la que apunta. (No se ha tenido en cuenta la presencia o no de p75).
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Existen diversas variantes transcripcionales generadas por “splicing
diferencial” de los receptores (Fig. 1):

TrkA- Su ligando especifico es el NGF, pero también puede unir NT-3 y
NT4-5. En la denominada forma neuronal se incluye el exdn 9 que codificara 6 aa
en la zona extracelular, su presencia favorece la union de NT-3.

TrkB- Es el receptor especifico de BDNF y NT-4/5. Puede presentar un
exon opcional en la zona yuxtamembrana extracelular cuya presencia aumenta la
afinidad por NT-3 y NT4/5 sin afectar a la unién con BDNF.

TrkC- Solo se ha descrito su unidon a NT-3. Las formas con inserciones en
el dominio intracelular son inactivas.

Se producen también formas truncadas de Trk B y TrkC que carecen de
casi todo el dominio intracelular y que por lo tanto son también inactivas.

A B
\J_‘ NTE }
lgG-C2
CRD <> ? DTrk
<« |[R» B3 RLC LTrk
CRD g } lgG-v rat TrkA
L - -
human TrkA
Kringle{ chicken TrkA
lgG-C2 { Domain }'96-02 human TrkC
- : ) - — L ratTrkC
A A TR AR L L AR AL L L AR AL LA l:t chicken TrkG
rat TrkB
| r E human TrkB
chicken TrkB

AmphiTrk

Trk Lirk Dror  pirk
AmphiTrk Dnrk

Fig 2. Receptores Trk de vertebrados e invertebrados. (A) Estructura de los Trk de
vertebrado (Trk), Anfioxo (AmphiTrk), limnea (LTrk) y dos receptores similares a Trk en
Drosophilla. NTE- N-terminal extension, RLC: Ror like cistein rich domain. (Adaptado de
van Kesteren et al., 1998).(B) Arbol filogenético de los Trk de limnea, rata, pollo y
humano (Benito-Gutierrez et al., 2005).

La homologia entre los distintos Trk es elevada. En la escala evolutiva el
Trk mas alejado se encuentra en el molusco Lymnaea stagnalis. También se
encuentra un Trk de estructura muy similar en el cefalocordado Branchiostoma
lanceolatum (anfioxo). Se describid un Trk en Drosophila, pero mas tarde se
descarté que pudiera ser considerado como Trk debido a importantes diferencias
estructurales (Fig. 2).
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Estructura de p75:

El otro receptor de NTs (p75), pertenece a la superfamilia del TNFR
(Receptor del factor de necrosis tumoral), sin embargo presenta caracteristicas
diferenciales al resto de miembros de dicha familia (Roux and Barker, 2002). El
dominio extracelular esta formado por 4 regiones ricas en Cys, las dos centrales
son las responsables de la unidn al ligando. En la region intracelular no presenta
actividad enzimatica intrinseca, con lo que basicamente contiene diversos motivos
de interaccion con otros receptores o proteinas efectoras como pueden ser:
region de unién de TRAF, un dominio de muerte (DD), un dominio potencial de
activacion de Prot G y un PDZ en el extremo C-terminal.

Tiene una forma de splicing diferencial en la que se ha perdido el lugar de
union al ligando (Fig. 1). Esta forma a pesar de no unir NTs es capaz de promover
apoptosis (Nykjaer et al.,, 2004). Evolutivamente lo encontramos también en
invertebrados donde existe un ligando especifico: CRNF (cystein-rich neurotrophic
factor), para el que no se ha encontrado un homadlogo en vertebrados.

1.3. Funciones especificas de las neurotrofinas

El descubrimiento del NGF se produjo debido a su capacidad de inducir el
crecimiento dendritico en explantes de ganglios sensoriales y simpaticos (Levi-
Montalcini and Hamburger, 1951), y los primeros experimentos in vitro e in vivo
mediante el uso de anticuerpos que bloqueaban NGF mostraban la pérdida de
determinadas poblaciones neuronales mientras que el tratamiento con extra de
NGF daba lugar a un mayor nimero de neuronas debido a la inhibicion de la
muerte celular programada (Burek and Oppenheim, 1996).

Una aproximacion muy usada es la obtencion de ratones knock out (KO)
para ver la funcién de una determinada proteina a nivel global en el organismo.
En el caso de los KO para NTs y Trk vemos que los de las NTs mueren en las
primeras semanas después del nacimiento. Los heterozigotos que expresan la
mitad de NT son viables pero con problemas en el aprendizaje, pérdida de
neuronas del sistema nervioso periférico y en el caso del BDNF problemas de
comportamiento: hiperactividad, hiperfagia, agresividad (Chao, 2003). En los KO
disminuyen unos determinados tipos neuronales para cada conjunto Trk-NT, para
TrkA o NGF, desaparecen casi por completo las SCGs, y las DRGs disminuyen
un 70%, indicando su dependencia por esa NT (Fig 3). Pero existen efectos
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compensatorios o redundantes de forma que en algunas poblaciones la
supervivencia esta mediada por varias NTs y el KO presenta una pérdida parcial,
debido a la activacion de un Trk por distintas NTs. También en el SNC se produce
compensacion ya que a pesar de que se expresan los receptores Trk, no se
observan efectos graves en los KO (Huang and Reichardt, 2001).

5
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Fig 3. Requerimientos de NTs en el sistema nervioso periférico.

El diagrama ilustra varios componentes del sistema nervioso periférico. Solo los
ligandos o receptores imprescindibles para la supervivencia de cada poblacion se
muestran en la figura (Huang and Reichardt, 2001).

Muscle

En el caso de p75 se han obtenido dos tipos de KO distintos: el del exén
Ill, que mantiene la expresién de la isoforma de splicing corta, y el del exén 1V,
que no produce ningun fragmento funcional de p75. Estos KO presentan efectos
curiosos, ya que p75 actua tanto complementando la accién protectora de las NT
como facilitando la muerte, de manera que los KO presentan mayor numero de
neuronas al nacer debido a la pérdida del efecto de muerte de p75, pero después
el numero disminuye respecto el wt debido a la pérdida de la capacidad de los Trk
de unir NTs con alta afinidad.
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Mas alla de la funcion en la formacién del sistema nervioso, las NTs y en

concreto NGF, tienen otras funciones como pueden ser:

Permitir la supervivencia de determinadas poblaciones neuronales, no solo
durante la formacion del sistema nervioso, también en el adulto.

Definir la morfologia de las terminaciones sinapticas, asi como el conjunto
de neurotransmisores que producira la neurona; y permitir su adaptacion al
entorno contribuyendo a la plasticidad sinaptica. Pueden también regular
la expresién de uno u otro de los neurotransmisores en un momento dado,
(Yang et al., 2002).

Tiene también efecto sobre mediadores de la inflamacién, provoca la
degranulacion de mastocitos y tiene efecto quimiotactico sobre los
leucocitos (Levi-Montalcini et al., 1996).

Los KO han permitido ver los efectos en el desarrollo embrionario sobre

determinadas poblaciones, pero la muerte perinatal impide estudiar su funcion en
el adulto. Hay dos puntos que van a permitir un mejor conocimiento de la funcion
de Trk-NGF:

1- Para evitar la letalidad perinatal en el KO de Trk el grupo del Dr. Ginty
ha obtenido un Knockin para cada uno de los Trk, de manera que puede
bloquearse la actividad kinasa de Trk de forma farmacoldgica afadiendo
una pequefia molécula derivada de PP1 (inhibidor general de kinasas) que
es permeable, reversible y estable. (Chen et al., 2005a), pero hasta el
momento no se han publicado los resultados obtenidos mediante esta
estrategia.

2- Descubrimiento de la pérdida de funcion de TrkA como causa de la
enfermedad congénita llamada CIPA (congenital insensitivity to pain with
anhidrosis). Podriamos definirlo como el KO de TrkA en humano. Se trata
de una enfermedad autosémica recesiva, llamada asi por sus sintomas:
insensibilidad al dolor y falta de sudoracion; va acompafado por retraso
mental moderado y episodios de fiebre. Ello se explica por la pérdida de
determinadas poblaciones neuronales que son dependientes de NGF,
como las neuronas nociceptivas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) y las
encargadas de inervar las glandulas sudoriparas. El estudio de estos
pacientes va a permitir conocer las poblaciones mas sensibles a la pérdida
de senalizacion TrkA-NGF. Aunque un inconveniente es el hecho de que
al ser autosdmica recesiva, solo se va a encontrar en poblaciones con alto
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grado de endogamia, con el consiguiente sesgo en la poblacién
representada (Indo, 2002). También para TrkB se ha descrito un paciente
con una Tyr del loop de activacion mutada, que en heterozigosis inactiva el
receptor y provoca obesidad, hiperfagia y retraso en el desarrollo.

1.4. Vias activadas por Trk

El NGF activo se encuentra en forma de dimero, de manera que al unirse
al receptor induce su dimerizacién. El receptor tiene actividad tirosina kinasa
intrinseca, y se activa al dimerizar, auto-fosforilandose en diversas tirosinas.

Tres de ellas estan situadas en el loop de activacion, que en estado basal
bloquea el centro catalitico (Hubbard et al., 1994) y al ser fosforilado cambia su
conformacion y permite el acceso de los sustratos al centro catalitico.

Otras estan situadas fuera del dominio de activacion de la kinasa y van a
servir de puntos de anclaje para proteinas adaptadoras, que seran también
sustrato de Trk. Estas presentan dominios de unién a Tyr fosforiladas, como son
los dominios SH2 y PTB. De esta forma se va a desencadenar una serie de
fosforilaciones, activaciones, translocaciones...que llevaran a la activacion de
varias vias de sefalizacion (Fig.4). Las proteinas principales que se unen a Trk
para mediar su sefalizacion son:

e Shc: se une a P-Y496 (Obermeier et al., 1993a) por el dominio SH2 y es
fosforilado. A su vez, esta fosforilacion es reconocida por el dominio SH2
de Grb-2.

e PLCy: se une a P-Y791 (Obermeier et al., 1993b), es fosforilada y
activada. Formara DAG (diacilglicerol) e IP; (inositol (1, 4, 5)P3) a partir de
los PtdIns(4,5).

e FRS2: se une a un dominio yuxtamembrana KFG(447-449) y a P-Y496
mediante su dominio PTB. Actia como proteina adaptadora anclada a la
membrana (Kouhara et al., 1997), es reconocido por Grb-2, y media la
activacion sostenida de MAPKSs.

e PI3K: Se habia postulado que se unia directamente a la Y757 de TrkA,
(Obermeier et al., 1993a) pero mas tarde se atribuyé su activaciéon a la
unién de adaptadores a la Tyr 496 (Holgado-Madruga et al., 1997), sin
necesidad de unién directa.
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ARMS: proteina de cuatro pasos transmembrana que se encuentra en los
lipid raft. Es fosforilado en Tyr tras el tratamiento con NTs. Interviene en la
activacion sostenida de las MAPKSs a través de Rap-1. Cabe destacar que
puede unirse a Trk y a p75 simultdneamente (Chang et al., 2004). Se une
a Trk por la region transmembrana y a p75 en la region yuxtamembrana
intracelular.

Grb2: ademas de su uniéon mediada por Shc y FRS2, se une de forma
directa a las Tyr del loop de activacion y a la de PLCy (MacDonald et al.,
2000) mediante el dominio SH2.

rAPS/SH2-B: Se unen a las Tyr del loop de activacion a través de su
dominio SH2, pueden reclutar a Grb2 y por tanto mediar la activacién de
ras (Qian et al., 1998).

La unién de unos u otros intermediarios dara lugar a la activacion

diferencial de las vias, y por tanto podra contribuir a la especificidad de la sefial de
un receptor respecto a otro. Las principales vias que se ha descrito que pueden
activarse son:

10

Via PI3K-Akt: Grb2 se une a Gab1, y dara lugar a la activacién de PI3K
por cambio conformacional. Requiere también de Ras-GTP para ser activa
(Rodriguez-Viciana et al., 1994). PI3K fosforila los Phosphatidil-Inositoles
(PtdIns) en posicion 3. La presencia de PIP; da lugar a la translocacion de
proteinas con motivos PH a la membrana, entre ellas Akt y su kinasa
PDK1. Se ha descrito que la fosforilaciéon y activaciéon de Akt tiene un
papel central en la supervivencia neuronal.

Via MAPK(ERK): Una GTPasa pequefia permitird la translocacion a
membrana y activacion de la MAPKKK, dando lugar a la activacion de la
cascada de MAPKSs. En ultimo término ERK se transloca a nucleo donde
activa factores de trascripcion. La via es distinta a tiempo corto (5min) o
largo (a partir de 20min). La activacion transitoria tiene efectos
mitogénicos, la activacion sostenida se ha relacionado con la
diferenciacion.

0 A tiempo corto, Grb2, a través de su dominio SH3, forma complejo
con SOS. Este facilita el paso de Ras-GDP a Ras-GTP. La
activacion de la GTPasa Ras dara lugar a la activacién de la
cascada c-Raf, MEK, ERK.
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0 A tiempo largo se requiere la GTPasa Rap-1 que se encuentra en
la membrana endosomal, por tanto se producira su activacion tras
la internalizacion del receptor. Las proteinas adaptadoras
implicadas son ARMS, C3G, FRS2. En este caso la MAPKKK es B-
Raf.

e IP;: Dara lugar a la liberacion de Ca?* desde los reservorios intracelulares,
y en consecuencia la activacion de Calmodulina (CaM).

e PKC: Es una Ser/Thr kinasa que se activara por accion de IP; y DAG.
PKC5 contribuye a la activacion de MAPKSs por debajo de Raf.

e NF-kB: Es activada a través del complejo formado por p62 y aPKC
(Wooten et al., 2001), que lleva a la activacién de IKK y la fosforilacion de
IKB, que sera degradada y quedara NF-kB libre para activar la
transcripcion. Contribuye a la diferenciacién en PC12 (Foehr et al., 2000).

Fig 4. Vias activadas por TrkA. En el esquema se representan los intermediarios
que se unen directamente a Trk (azul), las proteinas adaptadoras que se unen a
éstas (verde), las iniciadoras de las vias de sefalizacion (amarillo y recuadro azul).

Se puede producir también la activacion de Trk a través de receptores
acoplados a proteina G, como los receptores Adenosina A, y PAC-1. La
activacion a través de estos receptores es mas lenta y da lugar a una mayor
estimulacion de Akt que de la via Erk. También se ha descrito la regulacion de Trk

sobre canales idnicos o receptores acoplados a proteinas G. (revisado por (Huang
and Reichardt, 2003) y (Chao, 2003)).

11
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1.5. Vias activadas por p75

Los ligandos de la familia del TNF son proteinas transmembrana o solubles
homotriméricas, en cambio las NTs son mondémeros o dimeros solubles. Se ha
visto que p75 no trimeriza, sino que dimeriza en ausencia de ligando, y forma un
monomero o heterodimero en presencia de NGF (He and Garcia, 2004). Se une a
todas las NTs pero su afinidad es baja. En cambio tiene mayor afinidad por las
pro-NTs, que por el contrario, no se unen a los receptores Trk.

Sirve tanto de co-receptor de Trk como de unidad de senalizacion por si
mismo, y puede tanto favorecer como impedir la activacion de Trk por NTs
dependiendo del contexto celular. EI mismo puede sefializar en presencia o
ausencia de NTs. Ello conlleva que el espectro de funciones que se le han
atribuido sea muy amplio: desde promover supervivencia o apoptosis, a facilitar la
migracion o inhibir el crecimiento neuritico (Barker, 2004), ello dependera del
conjunto de intermediarios u otros receptores a los que se una, de forma que los
mecanismos de accién mostrados en la figura 5 son generales, y dependeran del
tipo celular. Funciones de p75:

pro-NT Q{ Lingo
MBGls i
Sortilina _ ¥ p75 N 75
NogoR

VPS10

. CeramidaJ D

—‘ Rac-1 ‘ (NADE

JNK

Diferenciacion ) Parada del
Supervivencia Apoptosis ciclo celular

Fig 5. Vias activadas por p75.

La figura representa los mecanismos generales y las funciones que se atribuyen a
p75 por: (Izquierda) la mediacién de TrkA y NTs, (Centro) la uniéon de proNTs y
sortilina, y (Derecha) la participacién de las MBGIs y su receptor. Se representan
algunos de los intermediarios que se ha visto que pueden unirse a p75, y el nombre
de la via activada. (Modificado de (Barker, 2004)).
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¢ Induccion de apoptosis: El dominio de muerte de p75 es estructural y
funcionalmente distinto al resto de miembros de la familia del TNFR, no
une los mismos efectores que TNFR y otros receptores de muerte. La
unién de las pro-NTs conduce a la apoptosis a través de Sortilina (Nykjaer
et al., 2004), que también tiene afinidad por las proNTs, y participa en el
trafico intracelular. Se ha descrito la formacién de ceramida y la activacion
de JNK como mecanismos implicados en la induccidon de apoptosis.

e Supervivencia y diferenciacion: Media la sefalizaciéon por Trk,
facilitando la unién de las NTs a Trk cuando la concentracion es baja y le
ayuda a discriminar entre ligandos. Ademas, puede activar vias como
NF-kB de forma independiente de Trk.

¢ Inhibiciéon de la proliferacion y crecimiento axonal: Forma un
heterotrimero con NogoR (receptor de las proteinas inhibidoras del
crecimiento basadas en mielina (MGBIs)) y con Lingo-1.

2. Cinética de TrkA

2.1. Sintesis, maduracion y vida media

Trk como proteina transmembrana tipo |, presenta una senal de
exportacion membranal que comprende los aminoacidos 1-32. Es insertada en la
membrana en el reticulo endoplasmatico, con un peso molecular aparente de
80kDa. La maduracioén tendra lugar, principalmente, en el aparato de Golgi, a
través de glicosilacion. Las formas mas abundantes seran la inmadura, de
110kDa y la madura de 140kDa, que es la que se encontrara en la membrana
extracelular.

La vida media del receptor TrkA maduro (gp140) en PC12 es de 2h 20min
y disminuye a 1h 30min en presencia de NGF (Jullien et al., 2002). Para la forma
inmadura (gp110) la vida media es de 24min y pasa a 20min en presencia de
NGF. Teniendo en cuenta que la estabilidad de la fraccién de la forma madura
que se encuentra en la membrana plasmatica, pasa de 1h 45min a 35min, parece
que la regulacion no se produce sobre la maduracion sino que se reduce el
tiempo de transito entre la membrana y los lugares de degradacion.

13
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2.2. Internalizacion

Desde la membrana extracelular, el receptor podra volver a entrar a través

de la invaginacién de la membrana conteniendo el receptor. El dominio
extracelular quedara en el interior de la vesicula y el intracelular seguira en la cara
citoplasmatica.

El proceso podra ser inducido por la unién del ligando, o de forma basal,

para renovar las proteinas de membrana. En el caso de ser inducido por el
ligando, su funcién sera: continuar con la sefalizacion o como mecanismo de
inhibitorio por reduccién del nivel en membrana.

El mecanismo por el cual se produce la internalizacién tampoco es unico,

para Trk se ha descrito la existencia de (Fig. 6) (Zweifel et al., 2005):

14

Internalizacion por vesiculas recubiertas de clatrina: es uno de los
mecanismos mas estudiados para la internalizacion de receptores de
membrana. La clatrina recubre una zona de la membrana, uniéndose unas
moléculas con otras de manera que fuerzan la estructura esférica y por
consiguiente la invaginacion de la membrana. Por mediacion de dinamina
se escinde la vesicula, y a continuacién se elimina el recubrimiento de
clatrina que volvera a ser reciclada.

Mediada por Caveolina: TrkA-NGF se encuentra en “lipid rafts“ que son
zonas de la membrana ricas en colesterol y esfingolipidos. A partir de
estas regiones se pueden formar invaginaciones llamadas caveolas, ya
que contienen caveolina, por lo que estan implicadas en transporte
vesicular; y también en sefalizacion ya que son estructuras de membrana
donde se encuentran intermediarios de la seializacion como Shc y ras.

Pinocitosis y “membrane ruffling”: El dltimo mecanismo descrito de
internalizacion implica a Pincher (chaperona de pinocitosis) y se ha visto
que se origina en las ondulaciones de membrana y es necesario para la
internalizacion de Trk en PC12 (Shao et al., 2002).
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El hecho que la union de NGF incremente la internalizacion parece apuntar
a que la actividad de Trk sea necesaria este proceso, pero sin embargo se ha
visto que la inhibicion de la actividad kinasa de Trk no impide la internalizacion en
células PC12, aunque si que es capaz de variar el destino del receptor,
favoreciendo el reciclaje frente a su degradacion (Saxena et al.,, 2005). La
internalizacion es, por tanto, estimulada por el ligando, pero independiente de la
actividad kinasa del receptor.

Pincher

Pincher-mediated
endocytosis

Clathrin + adaptor
protein

Clathrin-mediated Caveolin-mediated
endocytosis endocytosis

Fig 6. Mecanismos de internalizacion en las neurotrofinas y sus receptores.
Internalizacién por vesiculas recubiertas de Clathrina, mediada por caveolina, o
endocitosis (Zweifel et al., 2005)

Una vez internalizado, se eliminara la clatrina u otras proteinas que
estuvieran recubriendo la vesicula, que mayoritariamente seran recicladas. Las
vesiculas se fusionaran unas con otras formando el endosoma temprano, que ira
migrando hacia el interior de la célula. Su estructura puede formar tubulaciones
que permitiran el reciclaje de nuevo a la membrana plasmatica. O si las proteinas
han sido marcadas con ubiquitina (Ub), seran invaginadas, es decir, formaran
vesiculas en el interior del endosoma, dando lugar a cuerpos multivesiculares, o
endosomas tardios. Estos finalmente se fusionaran con los lisosomas o vesiculas
que contengan los enzimas lisosomales, para la degradacién de las proteinas.

El receptor podra ser reciclado (Chen et al.,, 2005b), seguir el ciclo que
llevara a la degradacién, o en determinados casos, podra continuar la
sefalizacién desde el interior de la célula, y ser transportado a través del axén
hacia el cuerpo neuronal.

15
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Existen diversos motivos que median la internalizacién y transporte del
receptor. Sobre ellos se van a unir determinadas proteinas adaptadoras, que una
vez formada la vesicula regiran su destino. En la figura 7 se muestran las
secuencias presentes en Trk, su localizacién y funcién .

Motivo Posicion Tipo

o? 470-490 reciclaje

NPQY 493-496 NPxY

ECHNLL 528-533 [DE]xxxL[LI]

EQDKML 535-540 “di-Leu”

EAELLTML 560-567 “di-Leu”

EGRPLL 581-586 [DE]xxxL[LI]

DAKLL 607-611 “TGN-endosoma”
YYRV 680-683 Yxx®

YRKF 701-704 Yxx®

YAIM 757-760 Yxx®

PPVY 788-791 media la ubiquitinizacion
YLDV 791-794 “degradacion lisosomal”

Fig 7. Tabla de posibles senales de internalizacién y transporte en Trk.

Para realizar la tabla se han tenido en cuenta las caracteristicas descritas por (Bonifacino
and Traub, 2003), (Chen et al., 2005b), (Arevalo et al., 2006). Los motivos que figuran
como’di-leu” son putativos, X representa cualquier aa, ® representa un aa hidrofébico y
voluminoso. La funcién aparece entre comillas si no ha sido comprobada.

También la ubiquitinizacion actua como sefial de transporte. La Ub es un
péptido de 76aa, que puede ser unido por su C-terminal a la cadena lateral de una
Lys de la proteina diana. Ella misma posee 3 Lys sobre las que puede unirse
formando cadenas de poly-Ub. La unién de poly-Ub conduce a la degradacién en
el proteasoma, la mono-Ub es suficiente para la internalizacion de receptores TK,
y puede regular su direccionamiento al lisosoma (Haglund et al., 2003).

2.3. Transporte retrogrado

Desde el inicio se tratd el problema de como el NGF, que se va a unir a los
receptores Trk presentes en la membrana de las terminaciones nerviosas, va a
llegar hasta el soma donde desencadenara la cascada de sefializacién que dara
lugar a la respuesta global de la célula. En el hombre, la distancia a salvar, entre
la terminacion nerviosa y el soma puede ser del orden de 1m. El efecto sobre el
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crecimiento axonal puede tener lugar directamente en las terminaciones, pero
para la supervivencia (y también una parte sobre la morfologia) requieren de la
activacion de la trascripcion por CREB.

Se plantearon varias hipdtesis para explicar como tiene lugar la
transmision de la sefial desde la terminacion nerviosa hasta el soma; se pueden
clasificar en tres grupos (Howe and Mobley, 2005):

¢ Endocitosis y transporte de NGF y Trk (juntos o por separado), de forma
que recorreran la distancia en forma de vesicula. En este grupo se
encuentra la hipétesis del “Signalling endosome® denominada asi porque
la vesicula formada lleva asociadas las moléculas intermediarias activadas
por Trk.

e Ola de propagacion de fosforilaciones entre Trk o efectores contiguos. No
implica transporte fisico de Trk, solo se transmite la activacion.

e Propagacion de una sefial secundaria como podrian ser iones de Ca® o
cAMP.

Ha sido un tema controvertido, habiendo partidarios de todas las hipétesis.
Actualmente el mecanismo mas aceptado es el del “signalling endosome” que
postula que el receptor es internalizado y transportado junto con NGF y de esta
manera permanece activo durante el trayecto. Aunque también se han descrito
casos en que aparece Trk activo en el soma sin que se haya transportado junto
con NGF (Maclnnis and Campenot, 2002). Asi pues, el “signalling endosome” no
seria el unico mecanismo posible, aunque si es el mas aceptado.

El complejo NGF-TrkA se encuentra tanto en vesiculas (recubiertas o no)
como en cuerpos multivesiculares. Pero se ha visto que los que son transportados
a través del axon presentan marcadores de “early endosomes” como rab-5 y
EEA1 (Delcroix et al., 2003). Por eso es necesario que estos endosomas eviten la
degradacién en la terminal sinaptica. Ademas sirven de plataforma de
sefalizaciéon, ya que se han aislado y se ha visto que el tratamiento con NGF
incrementa su contenido en intermediarios de vias de sefalizacion: Rap-1,
MAPKs, PI3K y PLCy (Howe et al., 2001).

Sigue sin conocerse como se regula este transporte retrégrado y las
proteinas implicadas. Pero hay evidencias de que se trata de un sistema basado
en un motor de dineina sobre los microtubulos, dirigido al extremo (=), (Yano et
al., 2001) y se ha visto tanto in vivo (Hafezparast et al., 2003), como in vitro
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(Heerssen et al., 2004) que el transporte mediado por dineina es necesario para
la supervivencia neuronal.

2.4. Fragmentacion de Trk

Varios estimulos conducen al procesamiento de Trk que da lugar a la
liberacidon del dominio extracelular: inhibicion de CaM, tratamiento con PMA
(mediado por la activacién de PKC), incremento moderado y mantenido de Ca?*
intracelular, activacién de otros receptores de membrana como BK2 o EGFR
(Cabrera et al., 1996).

Se producen varios cortes: el primero elimina el dominio extracelular, y da
lugar a la parte intracelular todavia unida a membrana. Se ha detectado el
dominio extracelular en el medio, ello lleva a pensar que el corte tiene lugar en la
membrana plasmatica.

Posteriormente puede producirse un segundo corte (Diaz-Rodriguez et al.,
2000) de forma que obtenemos dos fragmentos intracelulares distintos, de peso
molecular aparente de 38 y 40/41.

No se conocen las proteasas responsables de estos cortes, pero se
postula que y-secretasa podria estar implicada. También se ha visto la implicacién
de metaloproteasas (Diaz-Rodriguez et al., 2000), ya que la formacion de los
fragmentos se bloquea por inhibidores de metaloproteasas de la familia del acido
hidroxamico, tanto en el caso de ser producidos por inhibidores de CaM como por
PMA.

Cabe destacar que es el dominio extracelular el que impide la dimerizacién
del receptor y por consiguiente, su activacién (Arevalo et al., 2000). Por eso al ser
eliminado el dominio extracelular, la parte intracelular queda de forma
constitutivamente activa y podria dar lugar a una sefializacion sostenida e
independiente de ligando.

En otros receptores como ErbB4, FGFR o EGFR, se ha descrito que la
proteolisis permite la translocacion del fragmento intracelular al nucleo (Carpenter,
2003), y una vez alli podria dar lugar a la regulacion de la trascripcion.

En p75 también se producen dos cortes, el primero por una
metalloproteasa que libera el dominio extracelular. ElI segundo corte, por y-
secretasa, libera el dominio intracelular de la membrana, y puede transportarse al
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nucleo, pero no se ha descrito actividad transcripcional, aunque se ha visto que el
procesamiento afecta a la union con Trk (Jung et al., 2003).

2.5. Extincion de la senal

La activacion sostenida frente a la activacioén transitoria dara lugar a un tipo
determinado de respuesta. Ello, en parte, sera regulado por la presencia de NGF,
pero una vez desaparece el NGF del medio, ¢Durante cuanto tiempo sigue Trk
activo? ¢Quien lo inactiva? En la muerte celular programada la sefal debe ser
transitoria para evitar la supervivencia de aquellas neuronas que no han
conseguido un aporte suficiente, porque estdn mal conectadas o porque han
llegado tarde. Ademas Trk constituye un proto-oncogén por lo que su activacion
aberrante contribuye a la transformacion de la célula.

Los mecanismos que se han postulado que pueden conducir a la
inactivacion de Trk son:

e A nivel transcripcional: El aumento en la expresion de variantes
transcripcionales de Trk no funcionales: que pueden actuar como
dominante negativas por heteromerizacién; o por estar secuestrando la NT
del medio y por tanto disminuyendo su disponibilidad para unirse a Trk.

e Activacion de proteinas inhibidoras de la actividad TK, como SAP (SLAM
associated protein) que se une a la P-Y680 (Lo et al., 2005). O de las vias
de sefalizacién como Sprouty (Mason et al., 2006).

e Activacion de fosfatasas como SHP-1 (Marsh et al., 2003) o SHP-2 (Araki
et al., 2000). SHP-1 se une por mediacion de P-Y496 y defosforila Y680,
Y681 y parcialmente Y496. Con el tratamiento de 5min con NGF aumenta
la union a Trk. Es necesaria para evitar la activacion del receptor
independiente de ligando y su sobrexpresion impide la supervivencia
mediada por NGF; indicando que es capaz de atenuar la respuesta a NGF.

e Degradacion del receptor: Después de la internalizacién del receptor, las
vesiculas de endocitosis acaban fusionandose con los lisosomas. Las
proteinas ubiquitiniladas para la degradaciéon habran sido dirigidas hacia
las membranas internas de los cuerpos multivesiculares. Se conocen
varias ligasas de ubiquitina capaces de interaccionar con TrkA como son
Cbl o Nedd4-2 (Arevalo et al., 2006).
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2.6. Relacion entre p75 y Trks

Se ha visto que se produce una interaccién entre p75 y Trk, por lo general

se ha descrito que la interaccion se produce a través de la region extracelular de
ambas proteinas (Chang et al., 2004). Sin embargo también se han descrito casos
en que la region transmembrana y la citoplasmatica son necesarias (Esposito et
al., 2001). En ningun caso, esta union es dependiente de la activacion por NTs.
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La presencia de p75 aumenta la especificidad y afinidad de cada NT por
su Trk. En ausencia de p75 la cinética de asociacion/disociacion NGF-
TrkA es lenta. En coexpresion, la asociacién aumenta 25 veces, dando
lugar a los sitios de union de alta afinidad. Por tanto, la presencia de p75
aumenta la respuesta de Trk en los casos en que la disponibilidad de NT
es baja. Para describir como tiene lugar la formacién de los lugares de alta
afinidad se han planteado varias hipétesis: Se ha debatido la necesidad de
una union de NGF a p75 para este efecto, de forma que p75 presentaria
NGF a Trk, o aumentaria la cantidad local de la NT. La hipotesis
alternativa es que p75 regula el lugar de unién de la NT a su Trk, de forma
que pasa a ser necesaria la CRD en TrkA y también el LR en TrkB
(Zaccaro et al., 2001).

p75 impide la activacion constitutiva de Trk independiente de ligando.

Efecto sobre la degradacion de Trk: La presencia de p75 ralentiza la
internalizacion y degradaciéon de Trk inducido por ligando a través de la
disminucién de la ubiquitinizacién. Asi se pueden ver diferencias entre
corticales que expresan poco p75, PC12, que expresan mucho p75, y
HEK293 transfectadas con distintas proporciones de ambos (Makkerh et
al., 2005).

Un aspecto interesante que todavia no se ha explorado en profundidad, es
el aumento de la fosforilacion en Ser en TrkA inducido por la estimulacion
de p75, lo cual tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad del receptor Trk
(MacPhee and Barker, 1997).
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3. Calcio y Calmodulina

3.1. Membranas bioldgicas y concentracion de iones

Una caracteristica fundamental de las membranas bioldgicas es su
apolaridad. Son casi impermeables a los iones. El agua puede pasar con dificultad
a través de la bicapa o a través de canales (aquaporin) para mantener el equilibrio
osmético. Ello permite la existencia de diferencias de concentracién de
determinados iones a uno y otro lado de la membrana que dan lugar a una
diferencia de potencial neta. Esta situacion se mantiene mediante canales vy
bombas que pasaran determinados iones a uno u otro lado de la membrana. En
una neurona en reposo existe una diferencia de potencial de en torno a -70mV en
el interior respecto el exterior, y podemos hablar de K* como ién intracelular y
Ca?" como i6n extracelular.

3.2. Ca** como mensajero intracelular

El incremento de la concentraciéon de Ca®" en el citosol actuard como
segundo mensajero (Berridge et al., 1999), ya que sera reconocido por motivos
especiales en determinadas proteinas, y les provocara cambios en su actividad o
conformacion. Este Ca?* provendra del exterior por la apertura de canales, o del
interior, por la salida desde reservorios intracelulares (reticulo endoplasmatico,
mitocondria), su concentracién se mantendra elevada un cierto tiempo hasta que
vuelva a los parametros normales por accion de bombas o proteinas quelantes.

Volviendo al paradigma de las neuronas en el proceso de formacion del
sistema nervioso, se ha descrito que en las neuronas la llegada de informacion
puede manifestarse como pérdida de la polarizacion de la membrana y
transmitirse en forma de potencial de acciéon a lo largo de la membrana de la
neurona y a las ceélulas postsinapticas. Esto provoca la apertura de canales de
Ca** sensibles a voltaje y el consiguiente incremento de Ca** intracelular media la
supervivencia inducida por actividad eléctrica. De esta forma, ademas de
transmitirse el impulso nervioso, se seleccionan positivamente las neuronas que
estan formando conexiones funcionales.
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In vitro se puede simular el efecto de la actividad eléctrica con el
tratamiento con K*, que también provoca la despolarizacion de la membrana,
aunque de un modo mas sostenido. Asi se ha comprobado que la despolarizacion
provoca la entrada de Ca?* a través de canales sensibles a voltaje (VGCC) tipo L;
y el incremento mantenido de la concentracion de este i6n en el citoplasma es el
responsable de promover supervivencia.

Sin embargo una concentraciéon muy elevada de Ca** resultara téxica para
la célula, como sucede por la activacion de receptores excitotdéxicos como el
NMDA. Este efecto diferencial del Ca®* seguin su concentracién se conoce como
“Calcium set point hypothesis” (Johnson et al.,, 1992), y postula que una
concentracién moderada de Ca?* puede sustituir el efecto protector de los factores
neurotréficos. A las concentraciones basales de Ca®*, los factores neurotréficos
son necesarios para la supervivencia neuronal, y si la concentracion es muy alta o
por debajo de un minimo, se producira la muerte, aun en presencia de factores
neurotroficos.

No existe una unica via para explicar la supervivencia por despolarizacion,
pero se ha descrito la Calmodulina (CaM) como intermediario en muchos casos.
Ademas estas vias dependen del tipo neuronal. Veamos varios ejemplos:

e Activacion de AKT por un mecanismo dependiente de CaMK e
independiente de PI3K en el neuroblastoma NG108 (Yano et al., 1998).

e En motoneuronas la supervivencia por despolarizaciéon pasa por la
activacion de vias dependientes de CaM. Se produce activaciéon de
ERK/MAPK, pero no es necesaria para la supervivencia. Tampoco la via
PI3K esta implicada en este efecto (Soler et al., 1998).

e Y en el caso de las neuronas del ganglio espiral (Hansen et al., 2001) se
produce la accion conjunta de: la liberacion y efecto autocrino de BDNF, el
aumento de cAMP y la activacién de CaMKs.

3.3. Calmodulina

Calmodulina (CaM) constituye un sensor de los niveles de Ca*
intracelulares. Es una proteina citosolica, soluble, acidica (pl 3'9), de 149 aa sin
actividad enzimatica. Es una proteina ubicua, imprescindible y muy conservada,
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prueba de ello es que en mamiferos esta codificada por tres genes con igual
secuencia.

Su estructura estd formada por dos regiones globulares conectadas por
una alfa hélice flexible. Tiene cuatro lugares de unién a Ca®* (EF hands), y una Kd
entre 0’5uM y 5uM. La unién de los 4 iones provoca un cambio de conformacion
(Fig.8) pasando de una conformacion cerrada (ApoCaM) a otra mas abierta (Ca?*-
CaM).

Ejerce su accion mediante la interaccion con otras proteinas, regulando su
actividad. La mayoria de las proteinas efectoras tienen mayor afinidad por la
conformacion abierta, en la cual CaM se repliega sobre una a-hélice de la

ApoCaM

Ca2*CaM

A

-

Ca2* CaM Con el sustrato
MLCK

Fig 8. Estructura 3D de CaM.

Representacion de la estructura 3D de CaM en ausencia de Ca** (ApoCaM, cadena R
de la estructura 1gx5), en presencia de ca® (estructura 10sa) y con ca”™ y unida al
dominio de union a CaM de la cadena ligera de miosina (MLCK) (estructura 2bbm). En
rosa las a-hélice, en amarillo las hojas beta, en azul los giros. Los atomos de Ca”* estan
representados en verde y en lila el fragmento de MLCK.
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proteina diana doblando su hélice central. Pero también hay proteinas capaces de
unirse a ApoCaM, como es el caso de los dominios 1Q.

Clasificacion de los dominios de union a CaM

1-14 ejemplo. smMLCK, skMLCK-Ca*

1-5-8-14: (FILVW oo FAILYW pac(FAILVW poooad (FILYW)

Basico 1-8-14: (RK)(RK)(RK)(FILVW poooood FAILVW poooodFILVW)
1-8-14: (FILVW poooood FAILVW )xooox(FILVW)

1-14: (FILVW ooooooooodaok FILVWY)

1-10 ejemplo: caMKII Cca®*

1-5-10: 3000 FILVW poood FAILVW poood FILVWWY)
Basico 1-5-10: (RK)(RK)(RK)(FAILVW ) (FILV ) xxxx (FILVW)
1-10: (FILVW )xooooosx (FILVW)

1-16 ejemplo: CaMKK (només } ca®*

1-16: (FILWVWW)X3000000a000oad FILVW)

1Q ejemplo: L-type calcium channel apoCaM/Ca**

1Q: (FILV)Quxx(RK) “G" xox(RK)xx “(FILVWY)"
1Q-like: (FILW)CHoo(RK)X0G00(KK

Otros

1-12: (FILVW pooaoaooaxax FILVW)
Motivo Basico: >50% de Ko R
Otros: los no incluidos en los grupos anteriores

Fig 9. Dominios de unién a CaM.

El cuadro representa las caracteristicas de los tipos en que se han agrupado los
motivos de unién a CaM conocidos. Los caracteres entre paréntesis se pueden
intercambiar. Las x representan cualquier aa. Los caracteres entre comillas pueden no
estar conservados. Adaptado de Calmodulin Target Database.

Los lugares de uniéon a CaM (CBD) no presentan una estructura definida,
aunque si tienen algunas caracteristicas comunes.

e Contienen aa hidrofébicos voluminosos cruciales, en determinadas
posiciones (Fig. 8). La presencia de esta combinaciéon no es suficiente
para que sea CBD, solo nos permite su clasificaciéon una vez se ha
confirmado la unién a CaM.

e Tienen la capacidad de plegarse en forma de a-hélice con los aa
hidrofdbicos a un lado de la hélice.

e La longitud de la secuencia es de unos 10-20 aa. En los que apenas hay
aa acidos, abundan los basicos y entorno el 50% son hidrofébicos. Ello se
explica por la naturaleza acida de CaM, y por los residuos hidrofébicos que
quedan expuestos al unir Ca?".
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La funcién de las proteinas reguladas por CaM es tan variada como las
caracteristicas de los motivos de interaccion. Entre ellas podemos encontrar
fosfatasas, kinasas, canales, proteinas motoras... que podran ser activadas o
inhibidas por la unién de Ca*/CaM.

3.4. Relacion entre la sefializacién por Ca?** y por
neurotrofinas

CaM esta mediando la supervivencia promovida por despolarizacion de la
membrana a través de su papel central como sensor de Ca?", y ademas es
necesaria para la activacién de las vias de sefalizacién por NTs.

Dado que la activacién de Trk provoca la liberacién de Ca?* desde los
reservorios intracelulares, este aumento de concentracién sera suficiente para
cambiar la conformacion de CaM. Mediante la utilizacion de inhibidores
farmacolodgicos de CaM se ha podido establecer que:

e La inhibicion de CaM no impide la fosforilacion del receptor, pero bloquea
las vias de sefializacion en varios puntos: en PC12 es necesaria para la
activacion de AKT, y de c-Raf (Egea et al., 2000; Egea et al., 2001).

e En fibroblastos NIH3T3, en cambio, se ha descrito que CaM impide la
activacion de ras/ERK dependiente de PKC (Bosch et al., 1998 ),
(Villalonga et al., 2002).

e CaM es necesaria para prevenir la fragmentacion de Trk (ver apartado 2.4)

e Se ha visto que esta implicada en procesos de transporte: es necesaria
para la fusiéon de endosomas (Lawe et al., 2003), tubulacion y su inhibiciéon
impide el correcto direccionamiento endosomal de EGFR (Tebar et al.,
2002).

¢ Regula la funcion de otros receptores, como el EGFR o InsR.

o0 CaM y PKC compiten en muchos aspectos de la regulacién de
EGFR. Inhibe la activacién de EGFR por el corte y liberacion de
HB-EGF; y a través de CaMKIl; pero contrariamente, impide la
fosforilacion inhibitoria en T654 por PKC por unién directa (Martin-
Nieto and Villalobo, 1998).
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0 En el caso del InsR, también se produce una unién directa (Graves
et al., 1985). CaM aumenta la estimulacién de InsR por insulina, y a
su vez, CaM es fosforilada por efecto de la insulina (Graves et al.,
1986).

Por tanto, a parte de intervenir en varios pasos de las vias de sefalizacion,
CaM tiene un efecto especifico por unién directa a receptores TK, y también
efectos indirectos sobre los receptores, por activacion de proteinas reguladoras
de su actividad o efecto en el transporte del receptor. Por eso nos planteamos que
CaM podia estar desarrollando un papel importante en la sefalizacién por NGF a
través de la modulacion de su receptor, y por tanto, decidimos estudiar que efecto
tiene CaM sobre el receptor Trk.

26



OBJETIVOS







Objetivos

OBJETIVOS

El conocimiento de la regulacion de TrkA ha avanzado mucho, pero

quedan aun cuestiones por resolver. Como objetivo general nos planteamos
describir el efecto de la unién de CaM sobre TrkA. Podemos desglosar esta
primera parte en:

Analizar si CaM se une al receptor de NGF TrkA de forma directa.

Comprobar si se trata de una union especifica de TrkA o es comun a los
demas miembros de la familia de los receptores Trk de vertebrados.

Caracterizar la interaccion: como, cuando, donde se produce y cual es su
funcion.

Estudiar que efecto tiene la inhibicion de CaM sobre TrkA.

Para estudiar la funciéon de la unién, buscamos el CBD de TrkA con el fin

de mutarlo. Asi que en la segunda parte del trabajo los objetivos fueron:

Determinar una zona candidata de interaccion que permitiera la regulacion
de Trk.

Obtener mutantes de TrkA en la zona putativa de unién a CaM en los que
se pierda o desregule la unién.

Analizar el efecto de los mutantes en la funcion de TrkA: su actividad
kinasa, translocacion a membrana, funcionalidad.

De forma colateral, también nos planteamos estudiar el estado de

fosforilacion de TrkA en Tyr/Ser/Thr en distintas situaciones por analisis de
espectrometria de masas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos

Mantenemos las células en un incubador a 37°C, humidificado y al 5% de
CO.. Los medios de cultivo son de la casa Invitrogen: DMEM con L-glutamina,
4500mg/L D-glucosa, sin piruvato sodico (#41965-039); MEM con sales de Earle,
sin glutamina (# 21090-022). Sueros: FBS suero fetal bovino (#10270-106) y HS
suero de caballo (# 16050-122), ambos inactivados por calor 30min a 56°C.
Glutamina (# 25030-024). El NGF fue obtenido por C. Espinet y C. Solé segun se
ha descrito (Mobley et al., 1976).

1.1. Recubrimiento de las placas:

Poli-DL-ornitina: (#P8638 Sigma) solucién de 30ug/ml en tampon bérico-
borato sodico (150mM tetraborato sédico, 150mM acido bérico pH 8’3 aprox.),
recubrimos la placa durante 1h a RT. Finalmente lavamos 3 veces con agua.

Poli-D-lisina: (#P7280 Sigma) solucion 0’01 mg/ml en agua. Incubar 1h a
37°C. Aspirar y guardar a 4°C.

Colageno: colageno tipo | de cola de rata (#354236 BD) 100ug/ml en
acido aceético 0'02M. Cubrir la placa con un volumen minimo y dejar evaporar en
la cabina de flujo laminar. Lavar en caso que queden restos de acido.

1.2. Mantenimiento de PC12, PC12%"°y pC12"™"®

La linea celular PC12 deriva de un feocromocitoma de rata, tiene la
particularidad de expresar TrkA y diferenciarse a un fenotipo de neurona
simpatica en presencia de NGF. El clon de PC12%'° expresa de manera estable la
forma no-neuronal de TrkA humano, (donado por D. Kaplan, Montreal, Canada).
Por el contrario las PC12™" (donadas por Y.A. Barde, Basel, Suiza) expresan
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niveles insignificantes de Trk, se obtuvieron por mutagénesis quimica y selecciéon
clonal (Green et al., 1986).

El medio utilizado para el crecimiento es DMEM high glucose
suplementado con: 6% FCS y 6% HS; 20u/ml de penicilina y 10ug/ml de
estreptomicina y 10 mM HEPES. Afadimos geneticina 250ug/ml a las PC12%"°
para mantener la expresion selectiva sobre Trk humano.

Cambiamos el medio en el momento de dividirlas y realizamos una dilucién
1/4 cada 3-4 dias. No requieren tripsinizacién, para desengancharlas damos unos
golpes a la placa y pasamos por la pipeta varias veces.

Si vamos a realizar algun tratamiento largo, o agresivo, es necesario
recubrir la placa con un sustrato que favorezca su adhesién como poli-DL-ornitina;
o poli-D-lisina/colageno en el caso de querer diferenciarlas. Para mantenerlas no
es necesario recubrir la placa.

1.3. Mantenimiento HEK 293T

Linea celular de morfologia epitelial procedente de rifibn de embrion
humano. La usamos por su capacidad de sobrexpresar las proteinas exégenas y
por su facilidad para ser transfectadas. El medio de crecimiento es DMEM
suplementado con 20u/ml penicilina, 20ug/ml estreptomicina, 10mM piruvato
sodicoy 10% FBS.

Para realizar el pase hacemos un lavado con PBS y a continuacion
afiadimos tripsina a 37°C, la dejamos actuar 1 min o hasta que veamos que las
células se desprenden de la placa. Ahadimos medio con suero para inactivar la
tripsina y centrifugamos 5 min a 800g. Resuspendemos en medio nuevo y
plantamos a una dilucién 1/7.

1.4. Cultivo primario de neuronas corticales

Obtenemos las neuronas a partir de cerebros de embrién de rata de 17
dias. Sacrificamos la madre y extraemos los embriones. Los decapitamos e
inmovilizamos la cabeza con unas pinzas. Seccionamos el craneo y con la ayuda
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de una lupa binocular extraemos el cortex, lo sumergimos en HBBS y eliminamos
las meninges.

Juntamos todos los coértex y tras un lavado con HBBS, tripsinizamos a
37°C durante 10 min (0'025% Tripsina). Eliminamos la tripsina lavando dos veces
con MEM 5%HS, 5%FCS. Para la disgregacion usamos el medio completo
suplementado con DNAasal (1:100). Disgregamos el tejido pasandolo por una
pipeta Pasteur con la abertura reducida a la llama. Dejamos sedimentar los trozos
grandes y transferimos el sobrenadante a otro tubo. Repetimos el proceso hasta
conseguir el grado de disgregacion deseado. Juntamos los disociados y los
pasamos por una malla para eliminar los grumos de células.

Contamos las células y sembramos en placas recubiertas con poli-D-
Lisina. El medio de crecimiento es: MEM suplementado con 20mM glucosa,
13’1mM Bicarbonato Sédico, 2mM glutamina, 5%FCS, 5%HS.

1.5. Transfeccion transitoria

Electroporacion de células PC12: Partimos de células que no lleguen a
la confluencia. Las lavamos con PBS, centrifugamos y resuspendemos en PBS
frio para conseguir una concentracién aproximada de 10”cels/ml. Incubamos las
células en hielo con 12ug DNA por cada 750l de suspensién celular, durante 10
min. Las transferimos a una cubeta de 4mm de distancia entre electrodos.
Utilizamos la opcidn “exponential decay” con los parametros: 325V, 975uFa/750ul
y 10° células. El tiempo del pulso resultard de entre 15-20 msec. Un elevado
porcentaje de células van a morir y aparecera el DNA en el sobrenadante.
Plantamos las células sobre placas recubiertas con poli-DL-ornitina.

Transfeccion con Lipofectamine™ 2000 (LF): para una placa de 35mm
de diametro (p35) al 50% de confluencia (aprox 500.000 células) usaremos 3pul de
LF2000 y 3ug DNA. Hacemos una predilucion de la LF y del DNA en 100 ul de
medio sin antibidtico. Juntamos las dos prediluciones y dejamos 20min de
preincubacion. Finalmente lo echamos sobre las células en una cantidad minima
de medio.

Transfeccion con PEIl: Para una p35 al 50% de confluencia utilizamos:
5ug de DNA en 200pl de 150mM NaCl, 30ul PEI en 200ul de 150mM NaCl.
Anadimos la solucion de PEI sobre la de DNA y agitamos bien (vortex)
inmediatamente. Tras 10 min de incubacion lo anadimos sobre las células. Si
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llevan mas de un dia en cultivo, cambiamos el medio previamente a la
transfeccion.

En los tres casos podemos cambiar el medio el dia siguiente a la
transfeccion, para eliminar las células muertas; o afiadir medio de crecimiento, al
cabo de un minimo de tres horas, en el caso de realizar la transfeccion en medio
reducido, o incompleto.

1.6. Transfeccion estable

Para obtener clones estables utilizamos las construcciones en el vector
pcDNAS3, que confiere resistencia a geneticina.

Transfectamos con LF2000 una p60 por condicién (aprox. 2x10° células), a
los dos dias hacemos varias diluciones (de 1/5 a 1/20), y afiadimos la geneticina a
500ug/ml. Vamos renovando el medio junto con la geneticina cada 3 dias, hasta
que se hayan muerto las PC12" que no hayan incorporado el plasmido en su
genoma, y veamos la aparicion de clones resistentes en las placas transfectadas
(aprox 10-15 dias). Esperamos a que los clones lleguen al tamafio adecuado para
aislarlos individualmente en una placa de 96 pocillos, y los vamos amplificando
hasta llegar a dos p35 confluentes. Afladiendo el 50% de medio condicionado en
los casos en que el factor de dilucion es muy elevado.

Una vez obtenidos todos los mutantes analizamos la expresion del
transgén por western blot y seleccionamos aquellos clones que presentan un nivel
de expresion adecuado. Guardamos alicuotas congeladas de los clones de
interés en N, liquido. Mantenemos aquellos clones con nivel de expresion similar
en presencia de geneticina, para usarlos en los experimentos.

2. Biologia Molecular

2.1. Materiales:

Enzimas: Endonucleasas: de Roche: Dpnl (#742988), Nhel (#885843),
Xbal (#674257), EcoRI (#703737), Sall (#567663); de New England: Ncol
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(#R0193s), Bglll (#R0144s). T4 DNA ligase (#M0202 New England). Fosfatasa
alcalina (#M0290s New England). Polimerasa: PfU ultra (#600380 Stratagene)

Plasmidos: Vectores pcDNA3 (#V790-20 Invitrogen), pEYFP-N1 (#6006-1
Clontech). Usamos el cDNA de TrkA humano neuronal (Martin-Zanca et al.,
1989), donado por el Dr. Dionisio Martin Zanca (Instituto de Microbiologia
Bioquimica, Salamanca). Los mutantes deleccionales de TrkAi en pGEX fueron
donados por el Dr. Moses V Chao (Skirball Institute of Biomolecular Medicine.
New York). El plasmido de CaM-CFP (proteina de fusién de CaM con la CFP en el
extremo C-terminal) fue una donacion del Dr. Francesc Tebar (Facultat de
Medicina. Universitat de Barcelona).

Bacterias: E. coli cepa DH5a. Transformamos las bacterias competentes
por el protocolo de shock térmico. Guardamos stocks congelados a -80°C con un
20% de glicerol.

2.2. Mutagénesis dirigida

Obtencion de los mutantes YRKF: Realizamos la mutagénesis sobre
pGEX-TrkAi, mediante PCR con oligonucleétidos que contienen la mutacion e
introducen una nueva diana de restriccion para facilitar la seleccion. Cada pareja
de oligonucledtidos se solapa completamente y tienen un minimo de 10 bases
completamente especificas, desde la ultima mutacion hasta el extremo, para
unirse a la diana. Amplificamos con PfU ultra con las concentraciones
recomendadas por el fabricante. A continuacién digerimos el DNA molde con Dpnl
y transformamos en E. coli DH5a. Identificamos las colonias correctas por el
patron de digestion y comprobamos mediante secuenciacion que no se hayan
introducido otras mutaciones.

Obtencioén de los mutantes YRK en pcDNA3: Subclonamos el fragmento
que contiene la mutaciéon desde pGEX a pBluescript-TrkA por Ncol-Bglll; y
seguidamente pasamos la mutacion a pcDNA3-TrkA, mediante las dianas Nhel-
Xbal.

Mutantes L700R y F704Y: Fueron obtenidos por mutagénesis dirigida
sobre pcDNA3-TrkA por el Dr. Niclas Lindqvist, durante su estancia en nuestro
laboratorio.
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2.3. Fusidn a la proteina fluorescente

Obtencion de la construccion Trk-YFP: mediante PCR amplificamos TrkA a
la vez que introducimos las dianas EcoRI a 5’ (fuera de la region codificante) y
Sall a 3’ (eliminando el STOP) y de forma que nos permita subclonarlo en pauta
con la secuencia de YFP.

3. Bioquimica

Los reactivos generales para bioquimica: sales, detergentes y las bolas de
sefarosa son de la casa SIGMA. EIl coctel de inhibidores de proteasas es de
Roche (#11-873-580-001), K252a (Calbiochem #420298).

Tabla de los anticuerpos usados:

nombre diluciéon casa comercial n° Catalogo

anti-CaM 1:2.000 Upstate #05-173
Biotechnology

anti-fosfo- 1:10.000 Upstate #05-321

Tyrosine(4G10) Biotechnology

anti-GST 1:5.000 Amersham #27-4577-01

anti-P-Akt P-Ser473 1:2.000 Cell Signaling #9271

anti-PLCy 1:5.000 Cell Signaling #2821

anti-P-p44/42 MAP 1:10.000 New England #9106

kinasa P-Thr202/P-

Tyr204

anti-Shc 1:1.000 BD Transduction #610081
Laboratories

anti-Trk (a-203) 1:1.000 * *

anti-Trk (RTA) 1:5.000 Upstate #06-574
Biotechnology

anti-tubulin 1:40.0000 SIGMA #175168

anti-phospho Y490 Trk | 1:1.000 Cell Signaling #9141

anti-mouse IgG-HRP 1:5.000 SIGMA #9917

anti-rabbit IgG-HRP 1:10.000 Amersham #NA9340

anti-goat IgG-HRP 1:20.000 SIGMA #A5420

* Donacién de D Martin-Zanca, o obtenido en nuestro laboratorio por R Pané.
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3.1. Western-blot (WB)

Preparacién de las muestras: Cuantificamos la concentracién de proteina
en el lisado celular segun el kit de Biorad (Dc protein assay). Preparamos las
muestras de manera que tengan el mismo volumen y cantidad de proteina
(aproximadamente 30ug). Ahadimos tampén de carga 5x (10%SDS, 250mM Tris
pH 6’8, 50% glicerol, 720 mM B-mercaptoetanol y azul de bromofenol). En las
muestras que contienen bolas de sefarosa, aspiramos el ultimo lavado dejando un
pequeio volumen y afadimos el tampdon de carga. Hervimos 5 min, vy
centrifugamos unos segundos a maximas revoluciones.

Electroforesis: Para detectar proteinas de bajo peso molecular como
pueda ser la CaM (16-20kDa) utilizaremos un porcentaje de acrilamida de 12%.
Para proteinas grandes como Trk (110-140kDa) utilizaremos un porcentaje de
acrilamida del 8%, y 10% para los casos intermedios. Como tampoén usaremos
Tris-HCI, 375uM y pH 88 en el separador y 125uM y pH 6’8 en el apilador.
Mantenemos el SDS al 0’1%, y finalmente afiadimos el persulfato aménico (PSA)
0'08% y el TEMED 1pl/ml en el separador y 0'067% PSA, 1’7ul/ml TEMED en el
apilador. Montamos la electroforesis siguiendo las instrucciones del fabricante. El
tampon de electroforesis que utilizamos contiene: 1'44% glicina, 0’1% SDS y
25mM Tris. Cargamos las muestras vigilando que todos los pocillos tengan el
mismo volumen, completando con tampén de carga 1x si es necesario. Aplicamos
un amperaje constante de unos 20mA (por cada gel de 1mm de grosor y 8cm de
ancho), hasta que el frente llegue al final del gel.

Transferencia: Utilizamos el sistema semiseco. Recortamos el papel de
transferencia y la membrana de PVDF del mismo tamano que el gel. Hidratamos
la membrana sumergiéndola en metanol 1 min y seguidamente en agua.
Sumergimos la membrana, el gel y el papel para la transferencia en tampdn:
48mM TRIS, 0°0375% SDS, 39mM glicina, 20% metanol. Colocamos dos capas
de papel sobre el anodo (+), después la membrana, el gel y otras dos capas de
papel. Debemos tener cuidado que no queden burbujas atrapadas en ninguna
capa, asi como no deformar el gel al moverlo sobre la membrana. Colocamos el
catodo (-) y corremos a un amperaje constante de 0’8mA por cm? de membrana.

Bloqueo: Una vez terminada la transferencia lavamos la membrana en
TBS-T (20mM Tris pH 7’6, 150mM NaCl, 0'1% Tween20) y seguidamente
blogueamos en 5% de leche desnatada en polvo en TBS-T, durante 1h a
temperatura ambiente. Para algunos anticuerpos como el anti-P-Tirosina (4G10),
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bloqgueamos con 5% de albumina sérica bovina (BSA) en TBS-T, ya que la leche
contiene una cantidad significativa de proteinas fosforiladas en Tyr, y nos
incrementarian el marcaje basal.

Incubacion del anticuerpo primario: Lo diluimos en TBS-T segun se
indica en la tabla. Habitualmente los incubamos a temperatura ambiente durante
una hora, pero en casos especiales es necesario dejarlo toda la noche a 4°C,
siempre en agitacion. Anadimos 0°2% de azida sodica para preservar el
anticuerpo del crecimiento bacteriano y poder reutilizarlo.

Incubacion del anticuerpo secundario: lavamos tres veces con TBS-T, e
incubamos con el anticuerpo secundario durante 1h a temperatura ambiente en
solucion de bloqueo.

Revelado: El anticuerpo secundario esta conjugado a peroxidasa, para
detectarlo usamos un reactivo comercial que asocia la catalisis del agua
oxigenada a la oxidacién del luminol, dando lugar a un incremento en la
quimioluminiscencia. Para los casos en que tenemos poca sefal revelamos con
Super Signal West Dura (Pierce), cuya sefal es mas potente y prolongada. Tiene
el inconveniente de que puede formar un precipitado en la membrana que
aparecera como una banda blanca en el film. Por eso si la sefial es buena
usamos EZ-ECL (Biological Industries), cuya reaccién es menor y no precipita
sobre la membrana. Exponemos sobre peliculas fotosensibles Fuji super RX
(#H7500329143) y usamos el revelador Kodak HC110 (#5010541) y fijador Kodak
Tmax (#5089198).

Eliminacién del anticuerpo de la membrana (stripping): Si queremos
volver a incubar la membrana y el peso molecular de la nueva proteina cae a una
altura similar a las bandas de la deteccion anterior, debemos eliminar el
anticuerpo de la primera inmunodeteccion por un proceso en inglés llamado
stripping. Para ello incubamos la membrana 30 min a 60 °C con 62’5mM Tris pH
6’8, 2% SDS y 100mM B-mercaptoetanol. A continuacion lavamos hasta eliminar
completamente el 3-mercaptoetanol y reiniciamos el proceso de inmunodeteccion
con otro anticuerpo desde el bloqueo.
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3.2. Purificacién de proteinas recombinantes

Obtenemos las proteinas recombinantes fusionadas al dominio de unién a
glutation (GSH) de la glutation S-Transferasa (GST), que nos permitira su
purificaciéon mediante bolas de GSH-Seph.

Cultivo: Partimos de la construccién de interés en el vector pGEX,
transformada en bacterias E coli DH5a. Inoculamos 200ml de medio con 10ml de
precultivo en presencia de 100ug/ml de ampicilina y lo incubamos a 37°C en
agitacién hasta que la densidad 6ptica a 600nm sea de 0’8.

Expresion: Inducimos la expresion de la proteina recombinante afiadiendo
IPTG 1mM. Incubamos toda la noche en agitacion a temperatura ambiente.
Centrifugamos a 2600g durante 20 min a 4°C. Lavamos el pellet con PBS y
volvemos a centrifugar. En este punto se puede guardar el pellet a -80°C antes de
proceder a la lisis.

Lisis: Resuspendemos en 15 ml de tampéon STE (40mM Tris pH 80,
25mM EDTA, 150mM NaCl) con 0’1 mg/ml lisozima y todos los inhibidores de
proteasas de que dispongamos (PMSF, aprotinina, leupeptina, benzamidina; ir
renovando el PMSF durante todo el proceso). Incubamos en hielo durante 20 min,
mezclando con la pipeta periédicamente. Tras anadir DTT hasta 6mM y Sarcosyl
hasta 1'2%, sonicamos durante 5 min a intervalos de 5” a maxima potencia y 5”
de descanso (mantener la muestra en hielo con agua). El aspecto al terminar
debera ser transparente-translicido, si la lisis es incompleta el aspecto sera
turbio, y perderemos una gran cantidad de proteina. A continuacion afadimos
Triton-X100 hasta el 2% en un volumen final de 30 ml en STE e incubamos 30
min RT mezclando con la pipeta periédicamente. Finalmente centrifugamos a
16000rpm durante 30 min a 4°C y nos quedamos con el sobrenadante.

Purificacion: Para recuperar la proteina incubaremos el SN durante 3h a
4°C en agitacion orbital, con 1ml de bolas de sefarosa con glutation, previamente
lavadas con STE. A continuacion lavamos 3 veces con: 2% triton X-100, 1mM
DTT, 40mM Tris pH 8 y 150mM NaCl. Para la elucion utilizamos 2 volumenes de:
10mM glutatiéon reducido, 150mM NaCl, 50mM Tris pH 80, 0°1% Tritdn X-100,
durante 10min a temperatura ambiente (RT) en agitacion orbital, y lo repetimos 3
veces. Cuantificamos los eluidos mediante electroforesis en gel de acrilamida y
tincion con Coomassie Brilliant Blue R-250, comparando con un patron de BSA.
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Concentracion: Juntamos las fracciones que contienen proteina en un
filtro de concentracién por centrifugacién con un margen de exclusién de 10kDa
(Amicon), previamente lavado con agua. Centrifugamos a 3000g 4°C hasta
obtener un volumen de 500ul, a continuacion lavamos con 20mM Tris pH 8, 50mM
NaCl, 1mM DTT. Volvemos a concentrar hasta el volumen deseado y afiadimos
5% de glicerol para su conservacion. Cuantificamos de nuevo la proteina y la
guardamos alicuotada a -80°C.

Nota: El hecho de inducir a temperatura ambiente hace que la expresion
sea mas lenta, y la proporcién de proteina bien plegada aumente. Para proteinas
solubles podemos inducir a 30-37°C y no es necesario usar Sarcosyl en la lisis. La
sonicacion es otro paso critico en el rendimiento, si la lisis no es completa
perderemos una gran cantidad de proteina en el pellet. Podemos recoger
alicuotas en cada punto del proceso: antes y después de la induccién, del pellet
de la lisis y antes de la unién a GST-Seph. Si el rendimiento es bajo, resolvemos
en un gel de acrilamida las alicuotas que hemos recogido y tefimos el gel con
Coomassie. Siempre se pierde una parte de proteina en el pellet después de la
lisis, habitualmente por estar mal plegada, si la proporcién en el sobrenadante
respecto el pellet es baja, tenemos problemas en la solubilizacién de la proteina.
Si tampoco la vemos en el pellet el problema esta en la induccién. También
debemos evitar en todo momento que la muestra se caliente, y sacarla del hielo
solo cuando el protocolo lo requiera, para evitar la degradacion.

3.3. Dansyl-CaM

La emision del grupo dansilo varia en funcion de la conformacién de la
molécula a la que se encuentra conjugado. Por ello nos va a permitir detectar la
unién de CaM a su sustrato (Kincaid et al., 1982).

Materiales: CaM 1'34mg/ml equivale a 80nmol/ml en 1"7mM HEPES pH 7
y 30 uM CacCl.. Cloruro de dansilo: (#39220 Fluka) resuspender 1mg de cloruro de
dansilo en 100 pl de acetona (37mM) dejarlo en agitacién orbital toda la noche
(o/n). Solucién de trabajo: 24 pl en 1ml.
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Fig MM1. Estructura y emision del grupo dansilo.
La emision de la dansyl-CaM varia en funcién de la presencia de Ca”, su pico
maximo de emision pasa de 520 a 490nm al afadirle ca”.

Protocolo de dansilacion: Diluimos la CaM a 1mg/ml en tampén 100mM
Tris-acetato pH 85. AAadimos el cloruro de dansilo (en agitacién continua) a
razon de 1’5 mol / mol de CaM. Incubamos 90min a 30°C o 12h a 4°C. Usamos un
filtro Amicon de 10kDa para cambiar el tampén a CB (150 mM NaCl, 50 mM Tris
pH 7’5, 50 uM EGTA).

Ensayo de interaccion: Utilizaremos un espectrofluorofotometro
Shimadzu RF-5000. Excitamos a 340nm y captamos el espectro de emision entre
400-600nm. Fijamos la temperatura de la muestra a 26°C.

Disponemos de la CaM a 1uM, las proteinas sustrato a 200uM, y una
solucion de CaCl, 5mM.

Leemos el espectro de CaM sola y sobre la misma cubeta vamos
afiadiendo CaCl, para obtener concentraciones crecientes de Ca**. Recogemos el
espectro para cada una de las condiciones. Repetimos el mismo proceso en
presencia de la proteina o péptido para el que queremos testar la unién.

Utilizamos la opcién smooth del mismo programa, que suaviza la curva de
manera que facilita su comparacion.
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3.4. Ensayo de interaccién con CaM

Tratamos las PC12 con NGF segun sea requerido. Las lavamos en PBS
frio y lisamos con: 20mM Tris pH 7’4, 150mM NaCl, 1% Triton X-100, 1mM
NaszVO,, 25mM NaF, 50mM B-glicerofosfato, e inhibidores de proteasas de Roche.

Partimos de 1 mg de proteina total de lisado celular o 0°’25-1ug de proteina
recombinante. Anadimos 20ul de CaM-Seph (previamente bloqueada con 1% de
BSA) y CaCl, o EGTA hasta la concentracion final requerida. Incubamos 1h a 4°C
en agitacion orbital. Lavamos tres veces con el mismo tampon centrifugando a
1000g 1 min. Finalmente afadimos tampodn de carga y detectamos la presencia
de la proteina de interés en la fraccion unida a bolas mediante WB.

Lisado Celular,
&~ Proteina recombinante
Unida a bolas | Afinidad por «— CaM-seph

CaM CBDs

ProtA, G lgG incubacion
GSH GST

Streptavidina® | Biotina

Proteinas no unidas a
CaM

Analisis por W.B. de las
proteinas unidas a CaM

) <
*unida a agarosa
—

Fig MM2. Precipitaciéon mediante bolas de sefarosa

La figura muestra el protocolo general para la precipitacion con bolas de sefarosa.
En la tabla se indica el recubrimiento de las bolas y la proteina por la que tienen
afinidad. Es importante tener en cuenta que el tampdén de lisis no sea
desnaturalizante, y que no contenga agentes que puedan interferir en la unién,
como agentes reductores o una elevada concentracion de detergente.

3.5. Co-InmunoPrecipitaciéon Trk—CaM

Tratamos las PC12%" o los cultivos primarios de neuronas corticales con
NGF(100ng/ml) o BDNF(50ng/ml) respectivamente. Lisamos con: 20mM Tris pH
7’4, 140mM NaCl, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40, 1mM PMSF, 10ug/ml aprotinina

44



Materiales y Métodos

20 pg/ml leupeptina, 2mM benzamidina, 1mM ortovanadato, 25mM fluoruro
sédico, 40mM B-glicerofosfato. Completamos la lisis en agitacion orbital durante
20min y clarificamos el lisado por centrifugacion (15min a 13.000rpm).

Inmunoprecipitamos (IP) a partir de 1mg de proteina total, afadiendo 1l
de a-Trk 203 y bolas de proteina A-sefarosa. Incubamos un minimo de 4h a 4° en
agitacion orbital, en presencia o no de 0°'5mM CaCl,. Lavamos tres veces con el
mismo tampén. Analizamos por WB la presencia de CaM.

Nota: Se trata de una interaccion labil y al mismo tiempo queremos evitar
un falso positivo debido a la abundancia de CaM. Por eso partimos de 1mg de
proteina, el tampdn que usamos no es muy astringente y realizamos tres lavados.
Durante el WB también usamos las condiciones mas sensibles, incubando el a-
CaM toda la noche a 4°C y revelando con Super Signal West Dura.

3.6. Nivel de fosforilacion de Trk

Existen anticuerpos especificos contra las Tyr de Trk fosforiladas, sin
embargo resulta mas sensible inmunoprecipitar Trk con el anticuerpo a-203 y
detectar la fosforilacion total en Tyr con el anticuerpo 4G10.

El tampdon de lisis para la inmunoprecipitacion de Trk que usamos es:
20mM Tris pH 7’4, 140mM NaCl, 10mM EDTA, 10% glicerol, 1% Nonidet P-40,
1mM NazVO,4, 25mM NaF, 40mM beta-glicerofosfato e inhibidores de proteasas
de Roche.

Una vez tratadas las células lavamos 2 veces con PBS frio y continuamos
el proceso en hielo. Si no vamos a lisar inmediatamente, aspiramos bien y
congelamos a -80°C. Para la lisis (todo el proceso a 4°C) afiadimos el tampdn
directamente sobre la placa, lo esparcimos con una espatula de plastico y
recogemos las células en un tubo de 1’5ml. Incubamos en agitacion orbital
durante 20min para completar la lisis, y centrifugamos 15min a 13.000rpm para
eliminar los restos celulares no solubilizados y los nucleos.

Inmunoprecipitamos a partir de 300ug-1mg de proteina total, con 1ul de a-
203 y 20ul de proteina A-sefarosa. Incubamos los lisados toda la noche a 4°C en
agitacion orbital. Lavamos tres veces con el mismo tampdn pero sin inhibidores de
proteasas, centrifugando a 1000g 1min. Finalmente se afiade tampdn de carga y
se procede a su analisis por SDS-PAGE y western blot.
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3.7. Ensayo actividad kinasa in vitro

Para el ensayo de actividad kinasa de TrkA, utilizamos como sustrato un
fragmento de FRS2 (GST-FRS2"%*°) que contiene el dominio PTB (de unién a Tyr
fosforiladas) y la Tyr fosforilada por Trk. Lo expresamos y purificamos de E. coli
como proteina de fusién a GST, segun se ha descrito para las construcciones
GST-Trk (punto 3.2).

Para testar la actividad kinasa in vitro transfectamos los mutantes de Trk
en PC12"°: 1p60 por condicién en placas recubiertas con poli-DL-ornitina.
Transfectamos con LF2000, y a las 48h de la transfeccion deprivamos de suero
o/n. Tratamos con NGF 100ng/ml 0, 5 0 30 min. Lavamos con PBS y congelamos
la placa a -80°C.

Procedemos a la lisis en 200ul de tampon NP-40: 25mM HEPES pH 74,
140mM NaCl, 1mM EDTA, 10% Glicerol, 1%NP-40, 1mM NazVO,, 25mM NaF,
40mM B-glycero-fosfato e inhibidores de proteasas.

Preparamos la IP con 1mg de proteina, 1ul de a-203, 15ul de bolas de
Proteina A-sefarosa y anadimos SDS hasta una concentraciéon final de 0°1%.
Incubamos en agitacién orbital o/n a 4°C.

Lavamos las bolas con tampon de lisis dos veces, una vez en tampon de
litio (50mM HEPES pH 7’4, 500mM LiCl) y finalmente una vez en el tampén KBW
(50mM HEPES pH 7’4, 10mM MgCl,, 5mM MnCly).

Afadimos a cada tubo: 25ul de KBW suplementado con 1mM DTT,
conteniendo 1 ug de sustrato (GST-FRS2). Afadimos 5ul de ATP-mix (tampdn
KBW con 1mM DTT, 0°'3mM ATP) conteniendo 5uCi y*?P-ATP por muestra.

Incubamos 30min a 30°C en agitacién y paramos la reaccion afadiendo
6ul de tampon de carga 5x.

Al seguir el protocolo de WB debemos tener cuidado de no contaminar el
material. Una vez transferido dejamos secar la membrana y obtenemos la imagen
de autoradiografia que requerira una exposicidon larga, generalmente o/n. A
continuacién hidratamos la membrana y procedemos a las inmunodetecciones.
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3.8. Marcaje de proteinas de membrana con biotina

Deteccion del nivel de proteina en membrana:

Utilizamos PC12"™° transfectadas con las construcciones de Trk por el
protocolo de la LF2000, 1 p35 por condicion. Sometemos las células al
tratamiento con NGF. Las sacamos del incubador y las ponemos inmediatamente
en hielo para evitar que pueda continuar la internalizacién. Biotinilamos con el
reactivo EZ-Link® Sulfo-NHS-Biotin (#21217 Pierce) que va a reaccionar con las
aminas primarias. Incubamos en hielo durante 30min. A continuacion lavamos con
TBS y pasamos a la lisis con tampén RIPA (50mM Tris pH 7’4, 150mM NacCl, 1%
NP-40, 0'1% Deoxicolato, 0’1% SDS, 5mM EDTA, 40mM NaF, 1mM NazVO, e
inhibidores de proteasas). Cuantificamos y a partir de la misma cantidad de
proteina, precipitamos mediante bolas de estreptavidina-agarosa la fraccién de
proteina biotinilada. Lavamos tres veces con tampon RIPA y analizamos por WB
la cantidad de Trk en la membrana en cada condicién.

Deteccidon de proteinas internalizadas:

Marcamos las proteinas de membrana con biotina a temperatura ambiente:
Lavamos dos veces con PBS. Incubamos con el reactivo EZ-Link® Sulfo-NHS-
SS-Biotin (#21331 Pierce), a RT durante 5min. Lavamos rapidamente con TBS
para inactivar la NHS-SS-biotina. Afiadimos el medio con o sin NGF e incubamos
a 37°C durante varios tiempos.

Eliminacion de la biotina no internalizada: A partir de aqui mantenemos las
células en hielo y usamos todos los tampones frios. Incubamos dos veces con la
solucion: 50mM GSH, 75mM NaCl, 10mM EDTA, 1%BSA, 0°'075N NaOH, que va
a reducir el enlace S-S por el que esta unida la biotina, de esta forma solo la
biotina que esta internalizada queda protegida. Hacemos dos lavados con
iodoacetamida (5mg/ml en PBS), un ultimo lavado con TBS y pasamos a la
precipitacidn como en el caso anterior.

3.9. Preparacion de muestras para MALDI-TOF

El analisis de la fosforilacion por MALDI-TOF, requiere la mayor cantidad
de proteina que sea posible obtener, por lo que utilizamos células PC12%'°. Para
incrementar la proporcion de receptor fosforilado en residuos Tyr o Ser/Thr,
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ademas de las condiciones no tratado (NE) y NGF 5min, utilizamos dos
condiciones de tratamiento con NGF en presencia ya sea de un inhibidor de
Ser/Thr fosfatasas, la caliculina A o bien un inhibidor de Tyr fosfatasas, el
ortovanadato. Para ello sembramos 2 placas de p150mm pretratadas con poly-
ornitina por condicién con células PC12%'°. Una vez alcanzado un 70-80% de
confluencia, tratamos con 100 ng/ml de NGF durante 5 min, 20nM caliculina A con
NGF durante 30 min o bien 1TmM ortovanadato sédico con NGF durante 30 min. Al
finalizar el tratamiento, lisamos y procedimos a inmunoprecipitar TrkA a partir de
la maxima cantidad de proteina disponible, con 10ul de anticuerpo a-203 segun
se ha descrito en el apartado 3.6. a excepcion del tampdn usado que en este caso
es RIPA.

Las muestras fueron cargadas en un gel del SDS-PAGE 8%. Después de
la separacion de las proteinas el gel se tind con Coomassie coloidal G-250 y se
visualizaron las bandas de TrkA correspondientes a gp140 y gp110. El gel se
envio al grupo de Ole Noerregaard Jensen en Odense, Dinamarca. Las muestras
fueron procesadas por Elisabetta Boeri Erba quien se encargé de cortar las
bandas del gel, hacer la digestién con tripsina, extraer los péptidos y hacer la
purificacion de fosfopéptidos por IMAC (Boeri Erba et al. 2005) y un posterior
enriquecimiento con TiO, (Larsen et al. 2005). Las muestras fueron analizadas por
MALDI-TOF para la deteccion de los fosfopéptidos y por MS/MS para la
secuenciacion e identificacion de los sitios de fosforilacion.

4. Biologia Celular

4.1. Inmunofluorescencia (IF)

Si vamos a utilizar microscopia confocal, o fijacion con acetona,
plantaremos las células sobre cubreobjetos (cubres) previamente autoclavados.
Pondremos un cubre en cada pocillo de la placa y procederemos al pretratamiento
con poli-D-lisina, poli-DL-ornitina o colageno.

Cultivo: Plantaremos las células a la densidad adecuada: 200.000/p35
para transfectar, 300.000/p35 si vamos a tratarlas o 25.000/M4 para diferenciar.
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Fijacion: Una vez finalizado el tratamiento lavamos con PBS y fijamos con
paraformaldehido (PFA) 4% en PBS. Si las células tienen tendencia a despegarse
por estar diferenciadas o por el tratamiento con determinadas drogas, afiadiremos
el PFA 8% directamente sobre el medio de cultivo de manera que la
concentracion final sea del 4%.

En el caso de IF contra CaM, fijamos 5min con PFA 4% y a continuacion
1min con Acetona (-20°C). Al usar acetona hay que tener cuidado porque
reacciona con el plastico, puede llegar a romper la placa, y por tanto es necesario
cambiarla a continuacion.

Lavamos 3 veces con PBS, siempre con cuidado y sin dejar secar la
preparacion.

Permeabilizacion: no debemos excedernos en el tiempo de
permeabilizacion para evitar que aumente el marcaje inespecifico del interior de la
célula. Para el marcaje de Trk con a-203 utilizamos 1min con 0'5% de Triton X-
100.

Bloqueo: Bloqueamos 30min con 0’5% BSA y 1% FCS (suero de vaca
fetal).

Anticuerpos: diluimos los anticuerpos en PBS y 1/5 de solucion de
bloqueo: 1:1500 a-203, 1:50 a-CaM (Upstate #05-173). Incubaremos el primario
1h RT o toda la noche a 4°C (recomendado para a-CaM). En caso de
incubaciones largas dejaremos las placas en una camara humeda para evitar que
se sequen. Si la cantidad de anticuerpo de que disponemos es limitante podemos
incubar con 50pl de la dilucidén poniendo una capa de parafilm directamente
encima. Lavar 3 veces con PBS, e incubar con el secundario: 1:500 Rabbit IgG-
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes #A-11008), 1:150 Mouse IgG-RRX (Jackson
#715-295-150).

Montaje: Si vamos a montar el cubre sobre un porta, es recomendable
hacer un ultimo lavado con agua miliQ, asi evitamos que queden cristales de sal.
Podemos montar con Mowiol o con Vectashield, teniendo cuidado en ambos
casos de que no queden burbujas de aire. El Vectashield tiene un mayor efecto
protector de la fluorescencia pero tiene el inconveniente de ser liquido, asi que
deberemos fijar el cubre con pegamento y sellarlo con laca de ufias si vamos a
ponerlo invertido sobre el objetivo.
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Notas:

*Si deseamos usar un marcador nuclear como el Hoechst podemos
afiadirlo junto con el anticuerpo secundario, asi evitamos su foto-degradacion
durante todo el proceso.

*Es recomendable centrifugar la dilucion de los anticuerpos o Hoechst
durante 5min a 13000rpm para eliminar los agregados que se hayan podido
formar y que ensuciarian la preparacion.

* Si hemos transfectado alguna proteina fluorescente debemos proteger
las placas de la luz en todo momento. Sino sélo después de afadir el anticuerpo
secundario.

4.2. FRET

Plantamos PC12™° sobre cubres pretratados con poly-D-lisina.
Transfectamos con LF2000 las construcciones CaM-CFP y TrkA-YFP, asi como
los controles YFP y CFP. Tratamos con NGF durante 5 o 15 min. Fijamos con
PFA 4%, lavamos y montamos con Mowiol.

Definimos los canales del microscopio: (Fig. MM-3)

)\436 )\470

e Donador: excitacion del donador, emision del donador.

e Aceptor: \°® excitacion del aceptor, A>*®> emisién del aceptor.
e FRET: A** excitacién del donador, A**® emisién del aceptor.

Empezamos tomando las imagenes de los controles de sangrado entre
canales:

e FRETa: Fluorescencia emitida por el aceptor excitado a la longitud de
onda de excitacion del donador. Es decir: canal FRET en células
transfectadas solo con el aceptor (YFP).

e FRETd: Fluorescencia emitida por el donador captada a la longitud de
onda de emisién del aceptor. Es decir canal FRET en células
transfectadas solo con el donador (CFP).

A las imagenes obtenidas se les sustrae el background y calculamos los
factores de correccion (C) para evaluar el sangrado entre canales, de la siguiente
manera:
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C.= FRETa /aceptor Cq= FRETd/ donador.

Que seran constantes a lo largo del experimento. Tomamos para cada
muestra las imagenes de los tres canales (siempre con la misma intensidad que
hemos usado para los controles), sustraemos a la imagen FRET las imagenes del
aceptor y el donador corregidas por sus respectivos factores de correccion, segun
el método de Youvan (Youvan et al., 1997).

FRETc= FRET-Cq4 x Donador-C, x Aceptor

CFP .
S }lfP excitacion .
. AR emision
cc = . \
:0:0 te—= """'.\.YFP
oo
SE CFP.
Qe CaM
uJ v
436 470 500 535nm —
: '.._ o . Distancia entre
»==Canal FRET ’ v fluoroforos 10-100A
o | = YFTP = C aceptor
9 |/
£
c
5 - N_o - _-{
o CFP / ‘-:Ejgv'\k = C donador
! " FRET CFP
Imagenes de \—YFP Nl - N—( )
lamuestra — CFP - A
" FRET " CEP
+Cd
Operaciones | - - | S
yresultado |- - |7 =
FRETe FRET %YFP % CFP

Fig MM3. Esquema de la técnica FRET:

En la figura se representa los niveles de energia entre los que se produce emision y
excitacion. La emision de CFP es proxima a la excitacion de YFP de forma que puede
producirse resonancia entre ambas y captaremos la emisién de YFP por la excitacion
de CFP. Espacialmente deben encontrarse muy préximas, entre 10-100A. La
segunda parte del esquema representa las operaciones entre imagenes que
realizamos para obtener la imagen final de FRET corregido (FRETc).
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Para observar mejor la imagen de FRET la representamos con una escala
de colores y aplicamos un filtro que reduce el fondo a través de la media entre
valores préoximos, de forma que permite observar mejor las estructuras positivas.

A continuacion realizamos medidas de la intensidad de sefial en las
regiones de membrana o del interior celular con mayor FRET, teniendo en cuenta
que se estén expresando ambos fluorocromos. Podemos normalizar el resultado
por el aceptor o por la raiz cuadrada del producto donador-aceptor.

Las imagenes mostradas fueron obtenidas por la Dra. Maria Calvo del
SCT- Servei Microscopia Confocal, Hospital Clinic-UB. En un microscopio
confocal espectral Leica TCS-SL (DMIRE2-SDK) con un objetivo de inmersién de
100X.

4.3. Ensayo de diferenciaciéon de PC12""

Pretratamos las placas con poli-D-lisina y colageno. Plantamos 25.000
células por pocillo de M24. A las 4 h aprox. transfectamos con LF2000. A las 24h
de la transfeccion iniciamos el tratamiento con 100ng/ml NGF en DMEM
suplementado con 0'5% de suero de caballo. Renovamos el NGF, cada 3 dias,
cambiando la mitad del medio.

A partir de los 5 dias de tratamiento fijamos las células con PFA al 4% e
iniciamos el protocolo de inmunofluorescencia con los parametros:
permeabilizacion 1 min con 05% Triton X-100 en PBS, a-TrkA (203) como
primario 1 hora a temperatura ambiente, diluido 1/1000 y secundario unido a un
fluorocromo verde (Alexa Fluor 488), 30 min RT.

Para el recuento utilizamos un microscopio o6ptico de fluorescencia
Olympus [X70/U-RFL-T. Descartamos las células con una fluorescencia casi
imperceptible y aquellas excesivamente verdes, ya que el nivel de expresion del
Trk transfectado estd fuera del limite fisiolégico. Contamos el porcentaje de
células diferenciadas respecto al total, considerando diferenciadas aquellas que
tienen prolongaciones mayores que dos veces la longitud del cuerpo.
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Nota: En la bibliografia encontramos muchos ejemplos en los que se
realiza este tipo de ensayo para evaluar la funcionalidad de Trk. Sin embargo el
grado de diferenciacién obtenido con las PC12™ transfectadas, aun con un Trk
wt, no llega a ser comparable al de las PC12, en que toda la poblacién puede
diferenciarse.

-

FRKF 5d NGF PC12 5d NGF

Fig MM4. Diferenciacién en PC12
Diferencias en el nivel de diferenciaciéon entre PC12wt y PC12 transfectadas con un
Trk activo. Tratadas durante 5 dias con NGF.

4.4. Deteccion por IF de Trk internalizado

Transfectamos las construcciones de los Trk mutantes en PC12"™ por el

método de la LF2000. Esperamos 48h para la expresion y tratamos con el
anticuerpo RTA (Upstate #06-574) que se ha descrito que puede activar Trk en
ausencia de NGF (Clary et al., 1994). Utilizamos una dilucién 1:10 en medio
completo, durante 15’, 30’, 2h, 4h a 37°C o 1h a 4°C.

A continuacion fijamos y seguimos el protocolo de IF general usando como
solucion de bloqueo: 5% HS, 5% FBS, 3mg/ml Glicina, 0’1% triton X-100 en PBS.

Anadimos el segundo anticuerpo primario: a-TfnR (#13-6800 Zymed) para
las muestras de 0, 15 y 30 min NGF y el marcador lisosomal LAMP (#ab13523
Abcam) para las muestras de 2 y 4h. Incubamos 1:500 en PBS 1h RT.

Lavamos e incubamos con el secundario: a-mouse Alexa Fluor 594
(#A11005 Molecular Probes) y anti-Rabbit IgG- Alexa Fluor 488 (#A11008
Molecular Probes), ambos 1:500, 1h RT.
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Montamos sobre cubre y obtenemos las imagenes en un microscopio
confocal Olympus XT FV500, con un objetivo de inmersién de 60x. Utilizamos el
programa Image J para obtener la superposicion de los dos canales. Para obtener
la imagen de colocalizacion realizamos la operacion logica AND, entre los dos
canales, de forma que solo nos ensefia los pixeles con ambos marcajes.

5. Herramientas bioinformaticas

5.1. CLUSTALW:

Realizamos los alineamientos multiples con wClustal (Thompson et al.,
1994) ClustalW WWW Service at the European Bioinformatics Institute. Rodrigo
Lopez, Services Programme and Andrew Lloyd. The ClustalWWW server at the
EBlembnet.news volume 4.2 1997.

www?2.ebi.ac.uk/embnet.news/vol4 3/clustalw1.html

5.2. Estructura 3D:

Las representaciones 3D de proteinas se han obtenido con Protein
Explorer ver.2.45 beta. Eric Martz © 2005.

El modelado por homologia se ha obtenido a través de la aplicacion:
Swiss-Model version 36.0003 (Guex and Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003).

http://swissmodel.expasy.org/

Hemos utilizado como molde las estructuras de las 4 secuencias mas similares de
entre las resueltas, segun el alineamiento con ClustalW del dominio TK o la regién
intracelular cristalizada:

e Forma activa: *IGF1RK (40'95%, 1K3A), IRK (41'5%, 1IR3), VEGFR2
(36'2%, 1VR2), c-kit (36'22%, 1PKG).

e Forma inactiva: Musk (5325%, 1LUF), IGF1RK (39'13%, 1M7N), IRK
(40'6%, 1IRK), FAK (42'7%, 1MP8).

*nomenclatura: nombre de la proteina (% identidad respecto a TrkA de la
region alineada, cédigo de 4 digitos del PDB). Los archivos PDB provienen del
Protein data bank.http://www.pdb.org
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5.3. Representacion en a-hélice

El a-hélice es un tipo de estructura secundaria en que la cadena proteica
forma una hélice dextrogira caracteristica de 3'6aa por vuelta estabilizada por
puentes de hidrogeno. La representacion de la estructura de una region si los aa
estuvieran formando una a-hélice permite determinar si siguen alguna distribucion
en funcién de su hidrofobicidad o carga y ello puede ayudar a entender la funcion
de la regién. Hemos utilizado la aplicacién:

http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.html

5.4. Prediccion de fosforilaciones:

Netphos consiste en una base de datos de Ser, Thr y Tyr que son
fosforiladas, y las secuencias de fosforilacién de las kinasas conocidas. Permite
introducir una secuencia y busca en ella la probabilidad de cada Ser, Thr o Tyr de
ser fosforilada.

Netphos 2.0: www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/ (Blom et al., 1999)

La aplicacion GPS (Group-based Phosphorylation Scoring method),
contiene una basa de datos mas amplia y determina la probabilidad para cada
kinasa conocida individualmente (Xue et al., 2005), (Zhou et al., 2004).

GPS: http://973-proteinweb.ustc.edu.cn/gps/gps web/predict.php

5.5. pDRAW:

Es un programa descargable gratuito que permite representar y manipular
las construcciones de DNA, de manera que nos ayuda a disefiar las estrategias
de clonaje. pPDRAW32 by Kjeld Olesen. Acaclone software: www.acaclone.com

5.6. MAX Chelator:

En un medio complejo como puede ser un lisado celular, no podemos
conocer la concentraciéon exacta de cada ion, por ello, si queremos obtener una
concentracién determinada de un i6n debemos afadir una concentracion superior
de la sal y también del agente quelante, para que en el equilibrio la concentraciéon
del i6n sea la deseada, minimizando el efecto de los iones y quelantes
endogenos.

La aplicacién MaxChelator permite calcular la concentracion de Ca®" libre
en una solucién en la que conocemos la concentracion de sales de calcio y
agentes quelantes: www.stanford.edu/~cpatton/maxc.html (Patton et al., 2004).
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5.7. ChemIDplus:

Permite representar las estructuras quimicas, servido por TOXNET<
TEHIP< NLM. http://chem.sis.nlm.nih.gov/chemidplus/

5.8. Calmodulin target database:

Base de datos sobre proteinas de union a CaM (incluyendo el motivo
reconocido) y herramientas para buscar lugares putativos de interacciéon y sus
caracteristicas. http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/flash.htm

5.9. ImageJ

Aplicacion que permite visualizar y tratar las imagenes obtenidas con
cualquier microscopio, sin necesidad de tenerlo conectado. Permite delimitar una
region y cuantificar la intensidad, variar los colores con que queremos presentar la
imagen y realizar operaciones con imagenes y/o escalares. Imaged ver.1.36b por
Wayne Rasband. NIH, USA. http://rsb.info.nih.govl/ij/

5.10. Scion Image

Programa gratuito que entre otras aplicaciones, permite cuantificar la
intensidad de las bandas del WB. a partir de la imagen escaneada del film en
formato Tiff. Scion Image for Windows ver.4.0.2 beta. Scion corporation © 2000.
WWW.SCioncorp.com
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1. Regulacion de TrkA por CaM

1.1. Interaccion de CaM con TrkA

Interaccion en lisados celulares

Colaboradores de nuestro grupo obtuvieron evidencias de que CaM podria
estar interaccionando con los receptores Trk. Por este motivo nos propusimos
analizar si CaM se unia a Trk y en que situaciones.

Para detectar dicha interaccion utilizamos CaM recombinante unida a bolas
de sefarosa para precipitar el TrkA presente en lisados celulares de PC12 y
PC125'%. Testamos la dependencia de Ca?* afiadiendo CaCl, o EGTA al lisado en
el momento de realizar la precipitacion, y también el efecto de la fosforilacion de
TrkA sobre la unién, tratando las células previamente con NGF 5 min.

En la Fig R1 vemos que TrkA interacciona con CaM en presencia de Ca**,
y que no se produce unién inespecifica con la sefarosa sin recubrir (carriles Seph)
o en ausencia de Ca* (EGTA). La unién se produce tanto en PC12 como en
PC125'%, por ello utilizaremos estas ultimas en los experimentos sucesivos de
interaccion, ya que el anticuerpo anti-Trk(a-203) reconoce mejor la forma humana
que la de rata.

Sabemos que el tratamiento de las PC12 con NGF durante 5 min es
suficiente para la activacion y autofosforilacién de TrkA en las Tyr del loop de
activacion, Y496 y Y791 (no mostrado) pero en cambio no vemos que ello tenga
efecto sobre la union a CaM. Dado que la proporcion de Trk fosforilado respecto
el Trk total es baja, tratamos las células 6/15 con NGF 5 min o con el inhibidor de
Trk k252a durante 30min para eliminar la activacion basal que pueda haber y
maximizar las diferencias. Lisamos y procedemos a la precipitacion con CaM-
Seph. En este caso revelamos con un anticuerpo especifico de la Y496
fosforilada. Como podemos observar en la figura R1-B tanto la forma activada por
autofosforilacion como la no fosforilada en Y496 pueden unirse a CaM, por lo que
se puede afirmar que esta union es independiente de la activacién del receptor.
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Fig R1. CaM interacciona con Trk en lisados de células PC12. (A) Los lisados de
PC12%"® (panel superior) o PC12 (inferior), tratadas, o no, con NGF 100ng/ml durante
5min, fueron sometidos a precipitacion con CaM-sefarosa (CaM) o con sefarosa sin
recubrir (Seph), en presencia de 2mM EGTA o 100uM CaCl,. (B) PC12%" tratadas con
NGF 5 min o K252a 30min, sometidas a precipitacion con CaM-Seph en presencia de
Ca* o EGTA. Trk fue inmunodetectado con el anticuerpo especifico de Y496
fosforilada (panel superior) o Trk total (panel inferior). (C) Dependencia de Ca®* en la
interaccion Trk-CaM. Las PC12%"® fueron lisadas y sometidas al experimento de
interaccion con CaM-sefarosa. En el tampdn de interaccion se afiadié EGTA 2mM o las
concentraciones de CaCl, indicadas. El primer carril (LC) corresponde a una muestra
de lisado celular.

Para profundizar en el requerimiento de Ca?' en la union, realizamos la
precipitacion con CaM-Seph sobre lisados de células PC12%"° no tratadas
afiadiendo concentraciones crecientes de Ca** en el tampdn de precipitacion (Fig.
R1-C). El resultado muestra que la unién es dependiente de la concentracion de
Ca? y que la precipitacion de Trk aumenta en el rango de concentracion de
100mM a 100uM de Ca?".

Interaccién con proteina recombinante

Una vez demostrada la existencia de uniéon entre TrkA y CaM, nos
propusimos analizar si se trata de una unién directa. Como los experimentos
anteriores han sido realizados sobre lisados celulares, cabria la posibilidad que la
union estuviera mediada por otra proteina presente en la célula. Por ello el
siguiente paso fue expresar el dominio intracelular de TrkA (aminoacidos 433-796)
de forma recombinante en E coli, y observar si se une a CaM-Seph sin otras
proteinas que puedan mediar la interaccion.
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Fig R2. La union TrkA-CaM
es directa.

(A) Esquema de la
construccion del dominio
intracelular de TrkA
fusionado a GST. (TM)
dominio transmembrana.
(TK) dominio tirosina kinasa.
(CRD) dominios ricos en
Cys. (LR) Repeticiones de
Leu. (GST) fragmento de
GST que confiere unién a
GSH. (Ig) dominio
inmunoglobulina.

(B) Ensayo de actividad
kinasa de TrkA sobre Shc.

Se incubd Shc
inmunoprecipitado de PC12
con TrkAi y ATP.

Detectamos la fosforilacion
en Tyr mediante WB.

(C) Ensayo de interaccion
entre CaM-sefarosa y TrkAi
o0 GST solo. En presencia de
Cca® (100pM) o EGTA
(2mM). Detectamos TrkAi
mediante el epitopo GST por
WB, en el panel de la
izquierda sobre la fraccion
unida a bolas de CaM-
sefarosa y en la parte
derecha sobre una alicuota
de la proteina libre usada en
el ensayo como control de
carga.

CaM es una proteina intracelular, por lo que si esta interaccion tiene una
funcion fisiolégica tendra que implicar el dominio intracelular de Trk. Ademas
podemos favorecer la expresién en E. coli con un plegamiento correcto del
receptor si eliminamos la regidén extracelular. La construccién presenta GST
fusionada en pauta en el extremo N-terminal que nos va a permitir su purificacion
por union a bolas de GSH-sefarosa (Fig R2a).

Para comprobar que el TrkAi que obtenemos es funcional, y por tanto su
plegamiento correcto, lo utilizamos en un ensayo kinasa in vitro con Shc
inmunoprecipitado a partir de PC12 como sustrato (Fig R2b). Detectamos la
fosforilacion por western blot mediante el anticuerpo especifico de Tyr fosforiladas
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(4G10). Como control positivo tenemos Shc inmunoprecipitado de células
estimuladas con NGF 5min (primer carril). Vemos que el grado de fosforilacion
basal de Shc procedente de células no tratadas es mucho menor (segundo carril).
En el tercer carril vemos como el TrkAi recombinante obtenido en E. coli es capaz
de autofosforilarse y de fosforilar a Shc.

Tras eluir TrkAi recombinante de las bolas, mediante glutation, lo
utilizamos en experimentos de precipitacion con CaM-sefarosa. Obtenemos el
mismo resultado que con el lisado de PC12 (Fig R2C): se produce unién
dependiente de Ca®* y es especifica porque no hay unién de GST solo. De esta
forma podemos concluir que la union del dominio intracelular de TrkA y CaM es
directa.

Para delimitar la zona en que se produce la unién utilizamos la region
intracelular de TrkA dividida en dos construcciones (Fig R3A): fragmento proximal
aa 433 a 674, que mantiene una parte del fragmento transmembrana, y el
fragmento C-terminal aa 675 a 796, que incluye el loop de activacion.

Procedimos a analizar la interaccion de la misma forma que en el apartado
anterior. En la figura R3B vemos que la interaccion se mantiene en el fragmento

A B Proteina GST-  GST-
libre GST Trk575796  Trk;#33-674
e & &, g
F & & & & &
1- GST-TrkA; #3379 (66 kDa). Dominio intracelular completo
LesT | | | Interaccién
' 2 N ' CaM-Seph
Y676 P
e Y680 Y681 Y791 —_ A Trk 57
2- GST-TrkA#%%74 (52 kDa)
Lestll : I |
Y496
TR Control de
3- GST-TrkA| (39 kDa) Carga - Ty
lest] | : | i — ~ Trk 7579
Y676%go0 vea1 Y791
e - GST
WB: a-GST

Fig R3. CaM se une directamente a la region 675-796 de TrkA.

(A) Esquema de las construcciones utilizadas: fragmento proximal (2) y C-terminal
(3). (B) Ensayo de interaccion con las proteinas recombinantes: GST sola, la parte C-
terminal (TrkA®°>7%) y la parte proximal (TrkA****"*). En el panel superior se detecta
por WB la presencia de GST o GST-Trk en la fraccion unida a CaM-Sefarosa. En la
parte inferior se ha analizado una alicuota de la proteina libre usada en el ensayo
como control de carga.
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C-terminal pero no en el proximal. De ello se deduce que el dominio de
interaccion esta situado en la mitad distal (aa 675-796) de la parte intracelular del

receptor TrkA.

Co-inmunoprecipitacion Trk-CaM

Para testar si esta interaccién se podria detectar en condiciones mas
fisioldgicas, realizamos experimentos de co-inmunoprecipitacion en PC129"° y en
neuronas corticales de embrion de rata de 18 dias de gestacion.

A
NGF (min) 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
WB: a-CaM e pe— S = S -« CaM
WB: o-P-Tyr ...".".--. P P b ———— | Trk
WB: 0-203 -....- . s o | 4 Tk
i i
IP: a-203 IP: 0-203
B C

IP: 0-203 BDNF (min) 0 5 10 60

?
15 30
: 0P - Trk -
WB.O:PTYI‘ - - ' WB: a-CaM »——-. — | 4 Ca

WB: 0-203 l ll . ~ Tk WB: o-P-Tyr

(4G10)

— e — — e | - Trk

Lisado celular
o e |-« P-AKT WB: o-203

-_ = 3 = - -a Trk
WB: a-P-AKT . - — s
a-P-ERK — SRS I PERK P 0203

WB: o-tubulin E“ tubulina

Fig 4. CaM se une a Trk en PC12°"° y en corticales de embrién de rata E18.

(A) Las PC12°"® fueron tratadas con NGF durante 5-25min y lisadas. Se afiadio
0'5mM CaCl, en el lisado (izquierda) o no se modifico (derecha), y Trk fue
inmunoprecipitado con el anticuerpo a-203. Por WB detectamos el grado de
fosforilacion en Tyr de Trk, la co-precipitacion de CaM y la cantidad de Trk
inmunoprecipitado. (B) Deteccion de la fosforilacion de Trk inmunoprecipitado de
corticales tratadas con NGF, BDNF o NT-3, (paneles superiores) y de la fosforilacion
de AKT y ERK; en el panel inferior vemos tubulina como control de carga. (C)
Deteccion de la coprecipitacion de CaM, de la fosforilacion de Trk y de la cantidad
total de Trk, sobre la fraccion Trk inmunoprecipitada de neuronas corticales.
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En células PC12%5:

Al inmunoprecipitar Trk de células PC12°%'° sin afadir Ca®* en el tampdn (Fig 4A

derecha), CaM coprecipita transitoriamente entre 10 y 20 min de estimulacién con
NGF. La adicién de Ca* 0’5mM a los lisados (Fig 4A izquierda) permite la
coprecipitacion a tiempo cero y a tiempo corto de tratamiento con NGF. En
cambio, a partir de los 25min, observamos que disminuye la interaccion en ambas
condiciones.

En neuronas corticales:

Para ver la interaccion en un sistema en que no estemos sobrexpresando Trk
usamos el cultivo de neuronas corticales de embrion de rata a 18 dias de
gestacién. Estas células expresan Trk B y C, aunque no TrkA (Fukumitsu et al.,
1998), como se demuestra con la fosforilacion de AKT y ERK (Fig 4B abajo)
mediada por la fosforilacion del receptor Trk en respuesta a BDNF y NT-3, pero
no a NGF (Fig 4B arriba).

En este caso, observamos que sin la necesidad de afiadir Ca** en el lisado, se
produce co-inmunoprecipitacion de CaM con Trk en situacion basal. Ademas esta
interaccion es constitutiva, se produce también en ausencia de neurotrofina y
continta observandose a los 60min de estimulacién.

Estos resultados muestran que existe union de Trk con CaM en dos
modelos celulares distintos: PC12%' y neuronas corticales. Ademas se ha
demostrado que no solo se produce la unién a TrkA, sino también a TrkB y/o
TrkC. Igual que observamos en la precipitacion con CaM-Seph, no guarda una
relacion directa con el estado de fosforilacion del receptor, ya que podemos
modificar la cantidad de CaM que coprecipita mediante la adicién de Ca®* al
lisado. Por ello, la interaccion podria estar regulada por el incremento de Ca®"
intracelular tras la estimulacion o la endocitosis y transporte del receptor.

Deteccidn de la interacciéon Trk-CaM por FRET

Una vez comprobado que CaM interacciona con los receptores Trk nos
planteamos analizar en que lugar de la célula se produce la interaccion. Para ello
utilizamos la técnica de FRET, que consiste en el analisis de la transmisién de
energia por resonancia entre dos fluorocromos suficientemente préximos. Para
ello transfectamos las PC12™° con CaM y Trk fusionados a dos fluorocromos
adecuados para este tipo de estudio: CFP y YFP respectivamente.
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En la figura R5 vemos la distribucién de CaM en azul, Trk en amarillo y en
el caso de la imagen final de FRET (Fc) utilizamos una escala cromatica que
permite resaltar mejor las diferencias de intensidad. Cuantificamos las regiones a
nivel de membrana plasmatica e intracelulares con mayor sefial FRET vy
normalizamos por la cantidad de aceptor (Trk-YFP) o por la raiz cuadrada del
producto aceptor-donador.

Vemos que el tratamiento con NGF produce un incremento significativo de
FRET a 5min. La unién se produce tanto en la membrana plasmatica como en
determinadas estructuras del interior celular, también vemos que es transitoria
puesto que deja de observarse a los 15min.

A B

Membrana

Fc Fc/Trk Fc/sqrt CamxTrk
(x10) (x10°%)

NE 268+56(6) | 816+85(6) | 601+52(6)

NGF 108’5 159 (5) | 190'8 + 23'9 (5) | 1257 £ 10°2(5)
5 min *kk *% *kk
NGF 484 £127(7) | 947 £195(7) | 693+92(7)

15 min
Intracelular
Fc Fc/Trk Fc/sqrt CaMxTrk
(x109) (x10°%)

NE 793+ 142(6) | 904+ 107 (6) | 101'9£ 81 (6)

NGF 1530 £ 335 (5) | 270’5 £ 76'9 (5) | 1529 9'8(5)
5 min * * %

NGF 69'3+12'8 (7) | 186'5+482(7) | 102'3 + 10'6 (7)
15 min

NGF 15’

Fig R5. Resultado de FRET entre CaM y TrkA

(A) Imagenes de microscopia confocal, de PC12" transfectadas con Trk-YFP y CaM-
CFP. En azul CaM, en amarillo Trk y a la derecha el resultado de FRETc segun la
escala indicada abajo. NE (no estimulado con NGF). (B) Cuantificacion de FRET en
regiones de la membrana plasmatica y del interior celular. Se expresan los valores de
FRET corregido (Fc) y normalizado por la fluorescencia del aceptor (/Trk) o la raiz
cuadrada del producto donador-aceptor (/sqrt CaMxTrk). Significatividad respecto al
NE: * p<0’05; ** p<0’01; *** p<0’001.

Estudio de la interacciéon con Dansyl-CaM

Otro método que se utiliza habitualmente para caracterizar la union de
péptidos o proteinas a CaM es la dansilacion. La emision del grupo dansilo unido
covalentemente a CaM varia en funcidon de la estructura tridimensional del
complejo, y por tanto de si CaM se une al sustrato.
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En la figura 6 se muestra como se produce un desplazamiento del pico de
Dansyl-CaM por el cambio de conformacion al afadir Ca® 0 EGTA, el espectro de
emision pasa de tener su maximo de 520 a 490nm, a la vez que incrementa la
intensidad de la emision.

CBD TrkAi wt

350 350

WO, e g 00
5 2501 o 250
5] @
2 200 Fd % T 200 K "
7 § : [z} $ =,
% 150 4 $ (s 5 150 i “-
E .'" % E .." ™ ':,‘

100 4 & /-\ \\ 100 &* ;/ -\"\‘\

- / v, S N
50 daet' 50 nuat™ ™ \\
rv._, r.___""' .‘_‘ i
400 450 500 400 450 500 550 800
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
Péptido 203 TrkAi KD

350 350

300 P 300
- 250 4 - 250
@ T
° 200 : K B 200 J
7} g 5 7] ¥ "
G 150 5 % 8 150 -
E & — ‘*-._ E o “\"-.‘

100 & Fa L 100 // i

. . N, &t N,
50 1t ~ N Bllcgt S o \\
[~ My, = |
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Fig R6. Espectros de emisiéon de dansyl-CaM. Recogidos en presencia de péptido
CBD, TrkAiwt, péptido 203 o TrkAiKD, segun descrito en materiales y métodos.

Cuando afiadimos el CBD, que es nuestro control positivo, vemos un ligero
desplazamiento del pico, y un aumento de la intensidad (Fig R6, grafico superior
izquierda). Dado que disponiamos del péptido 203 (14 ultimos aa del extremo C-
terminal de TrkA humano), lo utilizamos para comprobar si el extremo C-terminal
podia constituir el CBD de Trk. Como se puede observar en la figura, la adicién de
este péptido no modifica la curva de emision de Dansyl-CaM. En el caso de
utilizar la proteina recombinante (TrkAiwt y TrkAiKD) vemos una disminucion de la
intensidad y un desplazamiento hacia la derecha, tal vez por un efecto de
apantallamiento.

El incremento o disminucién que observamos es muy leve. Este método
parece ser mas adecuado para el estudio con péptidos en lugar de la proteina
entera, por lo que desestimamos su utilizacion para nuestros estudios.
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1.2. Efecto de la inhibicion de CaM sobre Trk

Fragmentacién de TrkA

Nuestro grupo ha descrito anteriormente que la inhibicion de CaM no
altera la autofosforilacion del receptor por NGF, ni el reclutamiento de proteinas
adaptadoras Shc, Grb2, PLCy (Egea et al., 2000). Sin embargo se ha visto que el
uso de inhibidores de CaM aumenta la formacion del fragmento p41 de TrkA, esto
se observo en células CHO transfectadas de manera estable con la forma no-
neuronal de TrkA (Diaz-Rodriguez et al., 2000).

A /_/_/—/
NOQ‘S?:/\\/\\/NII: o= |:i — MH .
H W7: N-(6-aminohexyl)-5-chloro-
Z OC monohydrochloride-1-
° W13 N-(4-Aminobutyl)-5-chloro- Naphthalenesulfonamide

2-naphthalenesulfonamide o

o\ H
W N NN
5 N,

° NS T N
) ) W5: N-(6-aminohexyl)-1-
WA12: N-(4-aminobutyl)- Naphthalenesulfonamide

Naphthalenesulfonamide

TFP

O B s5fEgegs

¢ 14QTr
W\. ! --.... : 38110Trk

&
TFP: Trifluoperazine-10-(3-(4- - me= s . p41/40
Methyl-1-piperazinyl)propyl)-2- T S S W W) -« 38

(trifluoromethyl)phenothiazine

— — — — w— we | < Tubulina

Fig R7. Induccién del procesamiento de TrkA por Inhibidores de CaM: (A) Estructura
quimica de los inhibidores usados (B) Las PC12%'° en medio de crecimiento, fueron
tratadas con los inhibidores W12 (150 pM), W13 (150uM), W5 (200uM), W7 (200pM) y TFP
(100 pM) durante 1h. A continuacion las células fueron lisadas y la presencia de fragmentos
de Trk analizada por WB mediante a-203. Detectamos tubulina como control de carga.

67



Resultados

Decidimos comprobar si sucede o mismo en condiciones semi-endogenas,
en el contexto de las células PC12°'5. En la Fig R7 se muestra el efecto de la
inhibicion de CaM con: W13, W7 y TFP. Como control de su especificidad
tenemos W12 y W5 que son analogos estructurales de W13 y W7
respectivamente, pero les falta un atomo de cloro, que los hace menos potentes.

Vemos como la inhibicion de CaM en PC12°'° lleva a un notable
incremento en la formacion del fragmento p41, y en menor proporcion el p38; solo
detectamos el fragmento p40 en condiciones en que la cantidad de p41 es muy
elevada, de forma que hablaremos de p41 ya que es el mayoritario (Fig. R7B).

A
TFP - - %+ - -
PMA - - - - + +
K-252a -+ -+ - %
“‘Tﬂ
WB: a-P-Tyr
(4610) . - - p41
WB: 0203 _—4 4 4 {fcia
IP: 0203
B C y R
& K
& &
WE: Pt -« SHC 66 kDa
. :a--yr. -« SHC 52 kDa
WB: a-P-Tyr .- - < PLCy (4G10) ~a SHC 46 kDa
(4G10) ~
- pM
WE: «-203 B~ p41
[p———— WB: 0-203 = | - p4t
WB: a-PLCy S ssss | - PLCy SHC #s s | <« SHC 66 kDa
WB: a-SH o | = S s210a
IP: 0-PLCy -4 SHC 46 kDa
IP: «-SHC

Fig R8. El fragmento p41 formado por la inhibicion de CaM es activo. (A) Las
PC12%" fueron pre-tratadas con el inhibidor K-252a (500 nM 30 min), y a continuacion
con TFP (100uM) o PMA (1uM) durante otros 30 min. Las células fueron lisadas y Trk
inmunoprecipitado con a-203 conjugado a bolas de sefarosa. El grado de fosforilacion
de Trk se detectdé mediante el anticuerpo 4G10. Comprobamos el grado de
fragmentamon de Trk con a-203. (B y C) Co-precipitacion de p41 con PLCy y Shc. Las
PC12°'° tratadas con TFP o mantenidas en medio de crecimiento (Ctl), fueron lisadas y
sometidas a inmunoprecipitacion con a-PLCy (B) o a-Shc (C). Mediante WB analizamos
el grado de fosforilacion en Tyr, la co-precipitacion de fragmentos de Trk y la cantidad
de PLCy y Shc total inmunoprecipitado.
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Este resultado apunta a que CaM esta implicada en mantener la integridad
de TrkA en células que lo expresan de forma enddgena.

El dominio extracelular se encarga de mantener inactivo el receptor en
ausencia de ligando, la eliminacién del dominio extracelular TrkA conlleva su
activacion. Se ha descrito en células CHO que el fragmento p41 esta
autofosforilado y es capaz de unir PLCy (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Nos
planteamos ver si en células PC12%" se produce el mismo efecto, para descartar
que esta observacidn pueda deberse a un artefacto de la sobrexpresion en
células CHO.

Observamos que en PC12°'5, el tratamiento con TFP y PMA lleva a la
formacion del fragmento p41, el cual esta fosforilado en Tyr (Fig R8A). Esta
fosforilacion es mucho mayor en la condicion de TFP. Se trata ademas de
autofosforilacion ya que es inhibible por K252a, sin que se altere la cantidad total
de fragmento.

Miramos también si este fragmento tiene la capacidad de reclutar los
adaptadores Shc y PLCy. Para ello inmunoprecipitamos PLCy y Shc (Fig 8 B-C) y
vemos co-precipitacion de p41. Ademas la fosforilacion de Shc incrementa con el
tratamiento con TFP y aunque en menor medida también la de PLCy indicando su
activacion.

Por tanto el fragmento p41 formado por inhibicion de CaM es capaz de
autofosforilarse y de reclutar a los efectores Shc y PLCy.

Distribucion celular de TrkA en presencia de inhibidores de CaM

Se ha descrito para otros receptores con actividad kinasa que la inhibicién
de CaM altera la distribucién celular del receptor, causando su acumulo en
endosomas de mayor tamano. Esto se ha visto que es debido a la inhibicién del
reciclaje y de la degradacién (Llado et al., 2004).

Para comprobar que sucede en el caso de TrkA lo detectamos por
inmunofluorescencia con a-203 en células PC12%" tratadas con NGF, W12 o W13
(Fig R9).

En las células control TrkA se encuentra principalmente en una region
yuxtanuclear. También es detectable en la membrana plasmatica y en algunas
vesiculas entre ambos compartimientos. El tratamiento con NGF 15min induce la
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internalizacion de TrkA, de forma que aumenta el numero de vesiculas y
disminuye el marcaje de Trk en la membrana.

El tratamiento con W13 también conduce a la redistribucién de Trk:
disminuye la cantidad de Trk en la membrana, y aumenta el marcaje en vesiculas
internas, éstas, a diferencia de lo observado con el tratamiento con NGF, son de
un tamano mayor. En cambio el tratamiento con W12, el analogo estructural
menos potente, no produce ningun efecto.

Ello nos lleva a pensar que CaM participa en la regulacion del transporte
intracelular de TrkA, como se ha demostrado que sucede en el caso del EGFR.

Fig R9. Efecto de la inhibicion de CaM sobre la localizacion subcelular de
TrkA. Las PC12%" fueron tratadas con NGF(100ng/ml), W12 o W13 (10ug/ml)
durante 15min. A continuacion fueron fijadas y se inmunodetecté Trk con a-203. Las
puntas de flecha indican las regiones de la mebrana o vesiculas en que se
encuentra Trk. n: nucleo y * Trk en fase de sintesis. La barra indica una distancia de
Sum.
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2. Obtencion de mutantes de TrkA

Dada la ubicuidad de CaM y el amplio espectro de proteinas que regula,
nos propusimos mutar el lugar de union a CaM de TrkA para no alterar otros
procesos regulados por CaM. De forma que en la segunda parte del trabajo se
presenta la obtencion de mutantes de TrkA en el lugar putativo de unién a CaM.
De esta manera los podremos transfectar en PC12"™* y determinar la funcién de
esta interaccion sin provocar alteraciones generales en otros procesos en los que
la participacion de CaM es crucial.

2.1. Homologia a lugares de unién a CaM

En primer lugar buscamos la presencia de dominios de uniéon a CaM (CBD)
a través de herramientas bioinformaticas. Introducimos la regién intracelular de
TrkA en el programa Calmodulin Target Database que analiza la secuencia en
busca de posibles CBD segun: la tendencia a formar a-helice, el peso, carga y
hidrofobicidad de cada aa. Evalia una ventana de 20aa a partir de cada posicion,
y lo normaliza por el resultado de la secuencia entera (Fig R10).

Asi vemos que la regién a la que concede una mayor puntuacién se
encuentra en el dominio yuxtamembrana. Esta regidon presentaria el patron
coincidente con los grupos 1-14, 1-10 o 1-16 (ver Fig.9. en la introduccién). Pero
sin embargo no predice ningun CBD putativo en la mitad c-terminal (aa 675-796)
que es la que por los experimentos explicados en el apartado 1.1 (Fig R3)
contendria el lugar de unién.

2.2. Caracteristicas de la regién candidata

Elegimos una region comprendida entre los aa 675-796 y realizamos
mutagénesis dirigida sobre ella. Nos basamos en la posibilidad de que sea
compatible con la unién a CaM y que pueda ser importante para la funcion de Trk.
En los siguientes apartados se explican las caracteristicas de la region
mutagenizada, que consiste en:

71



Resultados

699-ILYRKFTTESDVWSFG-714

En negrita se marcan los aa hidrofobicos que definen el CBD putativo y
subrayados los aa que hemos mutado.
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.24l GERTMLF IEW MPPESILYEE FITESDUNWEF GUVLUWEIFTY GEQPWYQLIH

--201 TEAIDCITQE FELERPRACF PEUYAIMEGC WQREFQORHI I[EDVHARLOQA

--251 LAQAPPVYLD VLG

Fig R10: Resultado de la busqueda de CBD en TrkA.
Se introdujo la secuencia de la regidn intracelular de Trk en la aplicacion
Calmodulin Target Database (ver materiales y métodos).

Busqueda bibliografica:

Buscamos articulos en los que se describieran aa criticos para la funcién
de Trk pero de los que se desconociera el mecanismo de accion, y asi evaluar si
el efecto podia explicarse por la pérdida o incremento de la interaccién con CaM.
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a) TrkA tyrosine residues involved in NGF-induced neurite outgrowth of
PC12 cells. (Inagaki et al., 1995)

Analizan las Tyr del dominio intracelular de Trk a través de mutagénesis
dirigida, para ver de todas las Tyr presentes, exceptuando las del loop de
activacion, cuales son importantes para la actividad. Un Trk mutante con tan solo
las tres Tyr del loop de activacién (Trk-F8) es inactivo, pero se recupera la
capacidad de inducir diferenciacion al regenerar una de las Tyr 496, 640, 701,
757, 791 individualmente sobre Trk-F8. Las dos primeras estan fuera de la region
de union de CaM y 785 es el lugar de unién de PLCy. Solo quedarian la 701 y la
757 por conocer su mecanismo de accion. Se postulé que Y757 era el lugar de
unién a PI3K (Obermeier et al., 1993a), que a su vez puede unirse a CaM (Joyal
et al., 1997), por lo que este residuo nos podria llevar a la obtencién de falsos
positivos en determinadas condiciones.

b) A function-structure model for NGF-activated TRK. (Cunningham and
Greene, 1998)

Estudian la estructura de Trk buscando los aa con carga basica que se van
a encargar de estabilizar las cargas negativas que suponen las fosforilaciones en
Tyr del loop de activacion. Estas interacciones seran necesarias para estabilizar la
conformacion activa. Entre otros, mutan los residuos R702 y K703 y observan que
son necesarios para la funcién del receptor: su mutacion a Ala impide la
fosforilacion de la Y791 pero no afecta la fosforilacion en Y496. Nos interesa este
hecho porque la abundancia de aa basicos es una caracteristica de los CBD.

¢) Trafficking of TrkA-green fluorescent protein chimerae during nerve
growth factor-induced differentiation. (Jullien et al., 2003)

Estudian las secuencias de internalizacion de Trk mediante mutantes
deleccionales fusionados a YFP. Observan que el mutante al que se ha eliminado
la regién C-terminal a partir de la Met671 aumenta la internalizacién. En el se han
perdido las secuencias de regulacion de transporte (tedricas): YYRV (680-683),
YRKF(701-704) y YAIM(757-760) (también YLDV (791-794) pero su pérdida
exclusiva en un mutante deleccional no afecta la internalizacion de TrkA). De
forma que el motivo YRKF podria estar regulando negativamente la
internalizacion.
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Criterios estructurales

Basandonos en el grado de conservacion entre los distintos dominios Tyr
kinasa, vemos que la Y701 esta en el loop aEF/aF (Nolen et al., 2004). Constituye
una regién variable entre las distintas familias de receptores TK y esta
comprendida entre las a-hélices EF y F. Alineando varios dominios Tyr kinasa
vemos que la Y701 no esta conservada en la mayoria de casos, aunque si lo esta
en todos los miembros de la familia Trk, junto con MuSK. Es remarcable que en
muchas ocasiones esta sustituida por un aa acido, por tanto su mutacién a Asp no

deberia ser deletérea para la actividad kinasa. (Fig R11)

loop de unién  |oop de activacion loop  loop aEF/aF
deMg?  ———— P+l
hTrkA | . .VKIGDFGMSRDIYSTDYYRVGGRT--MLUP IRWMPPESI|LYRKFTTESDVWSFGVVLWE IIFTYGKQPWY.. 729
hTrkB | . .VKIGDFGMSRDVYSTDYYRVGGHT--MLP IRWMPPES IMYRKFTTESDVWSLGVVLWE IIFTYGKQPWY.. 755
hTrkC | . .VKIGDFGMSRDVYSTDYYRVGGHT--MLP IRWMPPESIMYRKFTTESDVWSFGV ILWEIIFTYGKQPWF.. 758
Amphi | . .VKIGDFGMSRDIYSTDYYRVGGHT--MUPVRWMPPESVILYRKFTRESD IWSFGVVLWE IIFTFGKQPWY .. 729
hMuSK | . .VKIADFGLSRN I[YSADYYKANEND--AIP IRWMPPESIFYNRYTTESDVWAYGVVLWE IIFSYGLQPYY.. 804
hinsR | . .VKIGDFGMTRD I[YETDYYRKGGKG--LLPVRWMAPESLKDGVFTTSSDMWSFGVVLWE IITSLAEQPYQ.. 1238
hIGF1R| . .VKIGDFGMTRDI)YETDYYRKGGKG--LLPVRWMSPESLKDGVFTTYSDVWSFGVVLWE IATLAEQPYQ.. 1214
hROS . -VKIGDFGLARD IlYKNDYYRKRGEG--LLPVRWMAPESLMDG I FTTQSDVWSFGIL IWEILTLGHQPYP.. 2163
hRET - -MK1SDFGLSRDVYEEDSYVKRSQG--RIIPVKWMAIESLFPHIYTTQSDVWSFGVLLWE IVTLGGNPYP.. 953
hCSF1R| . .AKIGDFGLARD IMNDSNY IVKGNA--RLPVKWMAPES IFDCVYTVYQSDVWSYGILLWE IIFSLGLNPYP.. 857
hPDGFR| . .VKICDFGLARD IMHDSNYVSKGST--FLPVKWMAPES IFDNLYTTLSDVWSYGILLWE IIFSLGGTPYP.. 897
hMet - -VKVADFGLARDMYDKEYYSVHNKTGAKLPVKWMALESLQTQKFTTKSDVWSFGVVLWELMTRGAPPYP. . 1285
hKIT - . TKICDFGLARD IKNDSNYVVKGNA--RLPVKWMAPES I[FNCVYTRESDVWSYG I FLWELJFSLGSSPYP. . 871
hEphAl| . .CKVSDFGLTRLLDDFDGTYETQGG--KIP IRWTAPEAIAHRIFTTASDVWSFGIVMWEVLSFGDKPYG.. 828
hEGFR | . .VKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGG--KVP IKWMALESI[LHRIYTHQSDVWSYGVTVWELMTFGSKPYD.. 916
hErbB2| . .VKITDFGLARLLD IDETEYHADGG--KVP IKWMALESI|LRRRFTHQSDVWSYGVTVWELMTFGAKPYD.. 924
B8 B9 aEF aoF

Fig R11. Alineamiento ClustalW de dominios TK.

Alineamiento correspondiente a una parte del dominio TK de varios receptores. Los
recuadros marcan las regiones conservadas segun Nolen y colaboradores (Nolen et al.,
2004). En azul, las Tyr del loop de activacion, en amarillo la Y701, y en rojo aquellos
casos en que encontramos un Asp en lugar de la Y701.

La estructura 3D de Trk solo se ha resuelto del dominio extracelular unido
a NGF y una pequefia region de 11aa del dominio yuxtamembrana donde se une
a Shc. Sin embargo, el modelado tridimensional por homologia a proteinas que
han podido ser cristalizadas nos permite obtener un modelo tedrico. La mayoria
de estructuras corresponden a la conformacion del dominio TK inactivo, aunque
también hay algunas que corresponden a la forma activa, de manera que
podemos obtener un modelo por homologia para cada situacion.

74



Resultados

Para ello, realizamos primero un alineamiento (ClustalW) con las
secuencias proteicas de las kinasas cuya estructura se conoce. La aplicacion
Swiss-model nos permite obtener el modelo tedrico por homologia a 4 estructuras

Activa Inactiva

o

Superposicién

Loop
catalitico
 Contactos i
| 1: Y676, H645 |
| 2: Y680, R682 ;

1 3: Y681, R649-R673

Y701

MDL

Fig R12. Prediccion de la estructura 3D del dominio TK de TrkA

En la parte superior modelos por homologia de la forma activa e inactiva coloreadas en
funcién de la estructura secundaria: laminas B(amarillo), a-hélices (fucsia), giros (azul).
En la parte inferior se representa la superposicion de ambas estructuras, en color claro
la forma activa y en oscuro la forma inactiva. En fucsia las Y del loop de activacion, en
verde los aa basicos que estabilizan las cargas del fosfato y en marrén la Y701.
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molde que podemos determinar en funcion del resultado obtenido en el
alineamiento ClustalW. Nos genera un archivo “pdb” que nos permite visualizar la
estructura con el programa protein explorer (Fig R12).

La superposicion de ambos modelos nos permite observar como el loop de
activacion cambia su conformacion dejando libre el centro catalitico (R649-N655)
para que sea accesible al sustrato. Comprobamos también, que en el modelo de
la forma activa las Tyr del loop de activacion estan préximas a los residuos
basicos que se ha descrito que estabilizan la carga incorporada por el fosfato.

El sistema que hemos usado para validar el modelo es la comprobaciéon de
la distancia entre las Tyr fosforilables del loop de activacion y los aa con carga
positiva encargados de estabilizar la conformacion activa (Cunningham and
Greene, 1998) (Fig R12 superposicion). Observamos que a diferencia de la forma
inactiva, en la forma activa las Tyr del loop de activaciéon estan préximas a los
residuos basicos que se ha descrito que estabilizaran la carga del fosfato.

Vemos que la regidon escogida esta expuesta y su conformacién poco
replegada, caracteristicas compatibles con un lugar de union a CaM. Otro hecho
remarcable es que en la conformacion activa se encuentra justo debajo del loop
de activacion, por lo que la interaccién de alguna proteina sobre esta region
podria afectar a la activacion de Trk.

Estructura en a-hélice:

La proyeccién de nuestra regién de interés en forma de a-hélice (Fig R13),
muestra que los residuos hidrofébicos quedarian en un mismo lado, y su
distribucion seria compatible con un motivo 1-14. La presencia de aa acidos en la
zona hidrofébica del CBD no es usual, aunque en el caso de otras proteinas con
motivo 1-14 como son: Simian/chimpansee immunodeficiency virus (SIV/CIV)
glicoprotein o unc-13; también hay un aa acido en el motivo 1-14 (Fig R13 parte
inferior). Por tanto la regién elegida cumple con las caracteristicas de los CBD.

Capacidad de regulacion por fosforilacion

El receptor activo se autofosforila en diversas Tyr en su dominio
intracelular. Hasta el momento se ha demostrado que tiene lugar la fosforilacién
de las Tyr del loop de activacion, y las de union de Shc y PLCy. Pero pueden
existir mas fosforilaciones, ya sean autofosforilaciones o no. El hecho de que la
unién se produjera en una zona con residuos fosforilables, permitiria explicar el
papel de la interaccién de CaM con Trk, evitando o promoviendo la fosforilacién
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Fig R13. Representacion en a-hélice del posible CBD de Trk.

En la parte superior se representa la posicion de los aa de nuestro CBD teorico
en una a-hélice. En la parte inferior dos ejemplos de otros CBD con estructura
1-14. La linea discontinua marca los aa hidrofébicos.

de este residuo; o al contrario, que la fosforilaciéon evite o sea necesaria para la
union de CaM.

La primera aproximacion fue bioinformatica. El programa Netphos contiene
una base de datos con las secuencias de fosforilacién conocidas. De manera que
podemos introducir una secuencia y nos da una puntuacién sobre la probabilidad
de que una determinada Tyr, Ser o Thr sea fosforilada. En la figura 14A se
muestra el resultado obtenido en la prediccidon de fosforilacion sobre el dominio
intracelular de TrkA.

Por lo que respecta a las Tyr, vemos que predice la fosforilacion en 6 de
ellas, Y496 (lugar de unién de Shc), 676, 680, 681 (Tyr del loop de activacion),
Y791 (lugar de union de PLCy) y una sexta Y757, que se habia relacionado con la
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unién de PI3-K. La que hemos mutado (Y701) aunque tiene una puntuacién
relativamente baja en el analisis general de netphos; es detectada como lugar de
fosforilacion por TIE2 mediante la aplicacion bioinformatica GPS.

Es remarcable que las dos Thr adyacentes tienen una puntuacion elevada,
indicando que podrian ser fosforiladas por: AMPK, CaM-II, DAPK, GRK, PHK,
PKA, PKB, PKC, ROCKy SGK la T705; y CK2 y GRK en el caso de la T706.

Hemos establecido una colaboracién con el Dr. Ole N. Jensen del Dept. de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad del Sur de Dinamarca, para
detectar mediante espectrometria de masas si estas fosforilaciones tienen lugar
fisiologicamente. En la figura 14b se muestran los resultados obtenidos hasta el
momento en muestras provinientes de PC12%° tratadas con NGF e inhibidores de
fosfatasas.

En el péptido que contiene el loop de activacién se detecta la fosforilacion

Tyrosine predictions

NetPhos 2.0 Server - prediction results Pos Context  Score Pred
Technical University of Denmark .

ENPQYFSDA 0.855 *

L 0.010 -
e7¢@ SEDIYSTDY 0.852 *
ea0 YSTDYYRVG 0.961 *
681 STDYYRVGG 0.820 *
FPhosphorylation sites 701 ESILYRKFT 0.123 -

predicted: 3 P C

Ser: 5 Thr: 2 Tyr: 6 = eoe B
757 PPEVYATME O.2&3 -
791 APEVYLDVL 0.8204
Serine predictions Threonine predictions
Fos Context Score Pred Pos Context Score Pred

IS Y
[ R
[ )

50 EASESRERQD 0.018
REFL =38 0.771 -
I 0.867 -

Ty oo o on O L ks

773  QQRHSIKDV 0.9%98 -
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de hasta 3 de los 4 residuos fosforilables. La comprobacion por secuenciacion por
MS/MS (no mostrado) indica que las fosforilaciones recaen sobre S677, Y680 y
Y681. También se detecta el fosfopéptido que corresponde a la Y791, que
constituye el lugar de unién de PLCy. Estos dos péptidos se han detectado
fosforilados en todas las condiciones de tratamiento con NGF.

Se detectan también dos fosfopéptidos que contienen residuos cuya
fosforilacion no habia sido descrita: el que contiene la T687, y el de la Y701. El
fosfopéptido que contiene la Y701 engloba ademas otro aa fosforilable, la S698,
pero la probabilidad de que sea fosforilada, segun Netphos es muy baja (Fig 14a),
por tanto probablemente recae sobre la Y701.

2.3. Mutantes obtenidos

En virtud de la informacion disponible sobre esta region, los mutantes que
hemos disefiado son:

e L700R; F704Y y el doble mutante L700R, F704Y -> mutacion de los aa
clave hidrofébicos del dominio putativo de uniéon a CaM.

e Y701-> mutacion a Asp (Y701D) -> mutante con el que se pretende imitar
una fosforilacion mediante la incorporacién de una carga negativa.
mutacion a Phe (Y701F)-> Mutante con el que se pretende evitar la
posible fosforilacion de la Tyr, substituyéndola por el aa estructuralmente

Condiciones de tr

Ortovan. 30 min
NGF 30 min

Calyculin 30 min

NGF 5 min NGF 30 min

Péptido aa fosforilables NE

674-682 DIYSTDYYR

Y676/S677/Y680/Y681

1PO,

2P0,

1PO,/2PO,

1P0O,/2PO,/3PO,

683-692 VGGRTMLPIR

T687

1PO4

693-702 WMPPESILYR

S698/Y701

1PO4

781-796

LQALAQAPPVYLDVLG Y791 - 1PO, 1PO, 1PO,

Fig R14. Sitios de fosforilacion en TrkA

(Izquierda) Analisis tedrico por homologia a lugares fosforilados y motivos de
fosforilacion conocidos mediante la aplicacion Netphos 2.0. Se muestran los
resultados obtenidos para la region intracelular de TrkA. Considera que el residuo
estara fosforilado (negrita) a partir de una puntuacion de 0.5. El * indica los residuos
cuya fosforilacion real ha sido comprobada.

(Arriba) Resultado de la deteccion por MALDI de la fosforilacion en TrkA
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mas parecido no fosforilable. En ambos mutantes desaparece el lugar
putativo de transporte.

¢ RK702DE-> mutante descrito como inactivo. Se mantiene el motivo Yxxd,
pero puede haber cambiado su especificidad.

e Mutante K544N -> mutante defectivo en actividad kinasa por pérdida del
lugar de unién del ATP.

3. Caracterizacion de los mutantes

3.1. Efecto sobre la union a CaM

Una vez obtenidos los mutantes, en primer lugar, comprobamos si hemos
eliminado el lugar de unién a CaM. Para ello realizamos el ensayo de interaccion
con CaM-Seph, ya que es el método mas robusto de los que hemos usado.
Obtenemos Trk de dos formas distintas: por transfecciéon en PC12"°, células
deficientes en la expresion de TrkA enddgeno, y por expresién y purificacion de
proteina recombinante en E.coli.

Las mutaciones disminuyen la unién Trk-CaM en PC12""°

Para observar el efecto de las mutaciones sobre el CBD putativo,
transfectamos las construcciones en PC12"", y a los dos dias de expresion las
lisamos y evaluamos la interaccion con CaM-Seph en presencia de 100uM Ca?* o
2mM EGTA (Fig R15). Observamos que la mayor interaccion se produce en la
forma wt, el resto de mutantes también se unen a CaM-Seph pero la fraccion que
precipita con CaM es menor.

La interaccion sigue siendo dependiente de Ca®', ya que en presencia del
quelante de Ca** (EGTA) la interaccién desaparece casi por completo. Otro hecho
a destacar es que la mutacion L700R, que corresponde al aa 1 del motivo 1-14,
es la que tiene mayor efecto y la mutacién simultanea de los dos aa hidrofébicos
no tiene efectos aditivos.

Ninguna de las mutaciones elimina completamente la unién a CaM, pero
todas ellas la disminuyen, indicando que los aa mutados pueden formar el lugar
de union o estar implicados en su regulacion.
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A

L,F->R)Y
F704Y

I
I
"
B | yroiF

L700R
Y701D

wt

100

CaM-Seph
+CaCl,

75 1

CaM-Seph 50

+EGTA | ™
25

Control de 0
carga wt  L700R L700R F704Y Y701D Y701F
F704Y

Union a CaM-Seph

WB: a-203

Fig R15. Unién de los Trk mutantes a CaM-Seph en PC12™"".

(A) Interaccién con CaM-Seph sobre lisados de PC12"™° transfectadas con los
mutantes de Trk indicados. (B) Cuantificacion de la unién en presencia de Ca”": media
de 2 experimentos independientes, corregidos por el control de carga y expresados
como porcentaje respecto al wt.

Las mutaciones disminuyen la unién de la proteina recombinante

Puesto que habiamos observado que la proteina purificada de E. coli esta
autofosforilada, miramos el efecto de la fosforilacion total y en especial de la Y701
en la union a CaM. Para ello utilizamos las siguientes construcciones de TrkA
intracelular en pGEX que forman un gradiente de fosforilacion:

e KD: ninguna fosforilacion en Tyr.

e KD-Y701D: ninguna fosforilacion en Tyr, pero con una carga negativa
simulando un hipotético fosfato sobre la Y701.

e Y701F: todas las fosforilaciones del wt excepto la Y701

e WT: todas las fosforilaciones que se puedan producir durante su expresion
en E.coli por su propia actividad kinasa.

Con ellas, analizamos la unién a CaM-Seph en 4 condiciones de Ca*": 0,
10nM, 1uM y 100uM, (Fig R16).

Vemos que existe correlacién con el nivel de Ca** en todos los casos
excepto en el KD, donde el nivel de uniéon es muy elevado independientemente de
la concentracién de Ca?. No existe una correlacion directa entre el nivel de
fosforilacion total de Trk y la uniéon a CaM, ya que tras el KD, el siguiente con
mayor unién no es el KD-Y701D sino el wt, que es el mutante con mayor grado de
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fosforilacion. En el centro vemos que los mutantes de la Tyr701, ya sea a Phe
como a Asp, son los que presentan menor union, independientemente de que el
resto de Tyr estén fosforiladas o no.

A
KD KD-Y701D Y701F wt

Ca® (M) 100 1 001 0 100 1 001 0 100 1 001 0 100 1 0010

WB: a-203
B 4,00
[Ca2IuM
é. 3,00 4 =100
3 o1
< 00,01
8 2,00 4 oo
@
:g 1YOO 7 E-L‘_L‘
=
=} E;’L‘ -—7—‘
0,00 A : : :
KD KD-Y701D Y701F wt

Fig R16. Union de los TrkAi recombinantes a CaM-Seph.

(A) Ensayo de interaccion de los mutantes de TrkA; con CaM-Seph. (B) Cuantificacion
de 5 experimentos independientes, corregidos por el control de carga y expresados en
relacion a Y701F 100uM.

3.2. Efecto sobre la actividad del receptor

Las mutaciones no inhiben la actividad kinasa del receptor

Con el analisis de estos mutantes nos proponemos ver un efecto sobre la
regulacion del receptor, por lo tanto no nos interesa que pierda la actividad de
forma irreversible por una conformacién aberrante. Por ello es importante
comprobar que la mutaciéon no esté alterando la actividad kinasa intrinseca del
receptor.

Aprovechamos la proteina recombinante correspondiente a la region
intracelular, que hemos usado para testar la interaccion con CaM y analizamos su
grado de fosforilacién (Fig. R17A). Vemos que las mutaciones en Y701 no
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Fig R17. Las mutaciones de la Y701 no afectan a la actividad TK de Trk in vitro.

(A) Deteccion por WB del grado de fosforilacion de la proteina recombinante purificada de
E. coli. (B) Ensayo in vitro de la actividad kinasa de TrkA. Los Trk mutantes fueron
inmunoprecipitados de PC12"™" transfectadas con las construcciones y tratadas durante
5-30min con NGF. Su actividad se determiné en ensayo kinasa in vitro con y- P32.ATP* y
GST-FRS2"* como sustrato. Autoradiografia (panel superior), nivel total de Trk o FRS2
detectados por WB (paneles inferiores). Los graficos muestran la cuantificacion de la
fosforilacién de Trk (C) y FRS2 (D), corregidos por el nivel de carga y expresados en
relacion a wt t,.

eliminan la autofosforilacion que observamos en el wt, mientras que el mutante
KD no se autofosforila.

Para comprobar la funcion de la proteina entera, expresamos los mutantes
en PC12"°, los inmunoprecipitamos y realizamos un ensayo de actividad kinasa
in vitro con ATP* y GST-FRS2 como sustrato (Fig. R17b). La autoradiografia
muestra que: Trkwt, Y701F y Y701D son capaces de autofosforilarse y de
fosforilar al sustrato, la fosforilacién es mayor en el caso del mutante Y701F. El
pretratamiento de las células con NGF conduce a una mayor actividad kinasa in
vitro. Por tanto la mutacion de la Y701 no esta impidiendo la actividad kinasa del
receptor.
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Los mutantes Y701D y RK702DE han perdido la capacidad de
diferenciar PC12""",

Una vez comprobada la actividad kinasa, pasamos a evaluar la
funcionalidad de los receptores mutantes, para ello analizamos su capacidad de
inducir diferenciacién en PC12™° . Transfectamos transitoriamente y tratamos con
NGF durante 5 dias. Transcurrido el tratamiento fijamos e inmunodetectamos Trk
con el anticuerpo a-203.

El recuento del porcentaje de diferenciacion entre las células que expresan
el transgén muestra que wt y Y701F promueven el crecimiento neuritico en
presencia de NGF, fendmeno ya observable a los 5 dias de tratamiento. En los
mutantes Y701D y RK702DE no se observa crecimiento neuritico significativo
inducido por NGF (Fig. R18). A tiempos mas largos de tratamiento, tampoco se
observa diferenciacion en estos dos mutantes (no mostrado).

Este resultado indica que la mutacién Y701D impide la funcion
diferenciadora de Trk en PC12"",

50

40

ONE
B NGF

30

20

% diferenciacion

*%
*%

wt Y701D Y701F RK702DE

RK702DE

Fig R18. Diferenciacion de PC12""" transfectadas con los mutantes de Trk.
Transfectamos los mutantes en PC12"" y las tratamos con NGF durante 5 dias para
inducir la diferenciacién. El grafico muestra el porcentaje de células diferenciadas
respecto al total para cada condicién, promedio de 5 experimentos. Probabilidad
respecto a WT * p<0’05, **p<0’01. En las imagenes vemos los nucleos con Hoescht
y en verde Trk total
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La via MAPK no esta activa en el mutante Y701D

Dado que la activacion sostenida de las MAPKs se ha relacionado con la
diferenciacién de PC12, comprobamos la activacion de MAPKs y también AKT a
tiempos largos de tratamiento con NGF en células PC12"™ transfectadas de
forma estable con los mutantes: PC12"7°"°, PC12""°F (Fig. R19).

Se puede observar que el tratamiento con NGF induce la fosforilacion de
ERK y AKT en PC12%"® y PC12Y"°"F mientras que no es capaz de activar estas
vias en el clon PC12"°"°. Este hecho correlaciona con los resultados previos de
diferenciacion, en que el mutante Y701D es incapaz de diferenciar las PC12™" en
presencia de NGF. Otro aspecto a remarcar es que las PC12Y"°'F presentan una
activacion de ERK mas mantenida que las PC12%°.

También observamos que la cantidad total de TrkA en las formas activas
se mantiene estable (PC12%"), o incluso aumenta (PC12Y"°'F), en cambio en el
mutante que ha perdido la funcionalidad (PC12"7°'") se observa una disminucién
progresiva de la cantidad total de Trk.

PC12Y701F(a5) PC12Y7010(b3) PC126/15 Flg R19. Las vias ERK y
AKT no son activadas

b c&8 bc&E ©c&8 NG por el mutante Y701D.
S Los clones expresores
estables de los mutantes
B ~  wm=—  P-AKT | Y701F (a5)y Y701D (b3),
o - asi como las PC12%"
fueron tratadas con NGF
B - = === PERK | durante varios tiempos

15min-16h. Se analizé la

: la fosforilaciéon de AKT vy
e eagee---a0@S= Trk de ERK, asi como la
cantidad de Trk total y
nivel de tubulina, como
control de carga sobre
lisados celulares.

~ == Tubulina

3.3. Efecto de las mutaciones sobre la cinética del receptor

Dado que la internalizacion es necesaria para la activacion sostenida de
las ERK, y que estamos mutando un posible motivo de transporte, nos
propusimos ver si la internalizacion y transporte en el mutante Y701D estan
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alterados y por tanto son la causa del efecto que observamos sobre la activacion
de las vias.

La mutacién no afecta al direccionamiento a membrana plasmatica

Mediante la biotinilizacion de las proteinas de membrana y la precipitacion
de las proteinas biotiniladas con estreptavidina-agarosa, podemos detectar la
fraccion de Trk presente en la membrana plasmatica en un momento concreto.
Para analizar si las mutaciones que hemos introducido afectan a la exportacién de
TrkA a la membrana plasmatica transfectamos las construcciones de los Trk
mutantes en PC12"°, tratamos con NGF 0, 30min o 2h y a continuacion
biotinilamos.

El resultado muestra que todos los Trk mutantes estan presentes en la
membrana. El tratamiento con NGF, previo a la biotinilizaciéon, induce la
disminuciéon de Trk en la membrana a las 2h (cuantificaciéon: Fig. R20B). Esta
disminucion es mayor en Trkwt y el mutante Y701F, mientras que la disminucion

A C
wt Y701D  Y701F  RK702DE Triwt Y701D
NGF 0 30 2h 0 30° 2h 0 30' 2h 0 30 2h 0 2h 4h 6h 8 0 2h 4h 6h 8h
membrana
plasmatica -!.,‘.--n -- - - ..--—'(%4.
“ o g
s B i @ g
- > ne R
Lisado :
celular ==:-.-?E!.-! 0 2h 4h 6h 81 O 2h 4h 6h 8h
i B Sl ]
WB. 0203 Y701F RK702DE
B 100 D 100
&
c 80 g m TrkAwt
‘g’ 60 % €0 = Y701D
g 4 < 4 mY701F
E £ I & RK702DE
= 20 R 2 I
° 0 : T 0 |_| "
wt Y701D  Y701F  RK702DE 4h 8h
Fig R20. Marcaje de Trk en la membrana plasmatica con biotina.
(A) Disminucion de Trk de membrana por efecto del NGF. Transfectamos PC12" con

los mutantes de Trk. Tratamos con NGF 0, 30’ o 2h, marcamos las proteinas de
membrana con biotina, precipitamos la fraccidon unida a biotina con streptavidina-
agarosa (biotina +) y detectamos la presencia de Trk por W.B. con a-203. (B)
Cuantificacion del WB-A. Se representa el % de Trk presente en la membrana
plasmatica a las 2h de tratamiento con NGF respecto a tiempo 0. (C) Desaparicion del
marcaje con biotina de TrkA como medida de la degradacion del receptor. Detectamos
Trk en precipitados con streptavidina-agarosa de PC12™ biotiniladas a tiempo 0. (D)
Porcentaje del receptor de membrana degradado a 4 y 8h de incubacion a 37°C.
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de Y701D es menor y casi inapreciable en el caso de RK702DE.

Para comprobar la estabilidad de los distintos mutantes, marcamos con
biotina las proteinas de membrana a tiempo 0 y vamos congelando las muestras
tras los tiempos indicados de incubacién a 37°C. Lisamos y precipitamos las
proteinas que conservan el marcaje con biotina, es decir, aquellas que a tiempo 0
se encontraban en la membrana y que en el momento en que paramos el
experimento todavia no se han degradado.

En la figura R20C y en la cuantificacion de ésta (Fig R20D), vemos que
tanto Trkwt como el mutante Y701F son degradados mas rapidamente que Y701D
y RK702DE.

Efecto sobre la internalizacién y transporte

Para detectar especificamente la fraccién de Trk que ha sido internalizado,
utilizamos un reactivo de biotina que es eliminable mediante reduccién de un
enlace disulfuro. De esta forma marcamos el receptor de la membrana plasmatica
(tiempo 0) y después incubamos a 37°C con o sin NGF para inducir la
internalizacion durante 30min o 2h. Una vez transcurrido este tiempo eliminamos
la biotina de las proteinas que todavia estan en la membrana, de forma que la
biotina de aquel Trk que ya ha sido internalizado queda protegida de la reduccion.

En primer lugar observamos que la internalizacién independiente de
ligando es elevada, por lo que realizamos un control no tratado para cada tiempo
de incubacién con NGF (Fig R21).

Trkwt Y701D Y701F RK702DE o
, , , , N A w
o 30 2h o 30 2h o 30 2h o 30 2h S5 = =
= = = = X <<
NGF B -+ - + 8 -+ - + -+ - +F -+ -+ s =F

R DR DEREL LL L

Ve V. Yt
* * * *

4
1
’0
!

Fig R21. Estudio de la internalizacién del receptor Trk

Las células PC12™" fueron transfectadas con Trk wt o los mutantes indicados. Tras 15h,
de deprivacion fueron biotiniladas 5’ RT (tiempo 0), e incubadas 30min o 2h con medio
con (+) o sin (-) NGF. A la izquierda vemos el WB de la fracciéon precipitada con
streptavidina y por tanto representa el Trk internalizado. Los * indican las condiciones
entre las que se aprecia el efecto del NGF. A la derecha una aliquota del lisado celular,
como control del nivel de expresion equivalente entre los mutantes. Ambas membranas
han sido inmunodetectadas con Trk total a-203.
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La cinética de internalizacion es distinta en los cuatro casos. En el mutante
RK702DE el tratamiento con NGF no induce una mayor internalizacién que en
condiciones basales, como ya habiamos visto mediante la deteccion de Trk de
membrana después del tratamiento con NGF (Fig R20A). En el resto de
construcciones si vemos mayor internalizacion en respuesta a NGF. Este efecto
es muy evidente en el mutante Y701D tanto a 30min como a 2h. En el caso de
Trkwt es detectable a 30min pero no a 2h, hecho que concuerda con la mayor
degradacién que se observa ya a partir de 2h (Fig R20C), que por tanto evitaria
que detectemos el incremento porque a este tiempo se ha degradado una elevada
proporcion. En el caso de Y701F observamos la internalizacion inducida por NGF
a las 2h, probablemente porque a 30min la internalizacion basal es muy elevada
para detectar diferencias.

Para corroborar el resultado obtenido por biotinilizacién, detectamos la
internalizacion mediante inmunofluorescencia (IF) utilizando el anticuerpo RTA,
que es capaz de activar a Trk a través de la uniéon a su region extracelular. Asi
podemos ademas colocalizarlo con otros marcadores para ver a que estructuras
se dirige una vez internalizado.

Transfectamos PC12"™" con los mutantes de Trk. Incubamos con RTA a
37°C durante distintos tiempos: 0, 15, 30°, 2h y 4h y detectamos la localizacion de
RTA por IF. Como se puede observar en la figura R22, a tiempo corto el marcaje
es membranal en todos los mutantes. El porcentaje de células marcadas es de
entorno el 20%, valor que coincide con la eficiencia de transfeccion, indicando,
por tanto, que el marcaje es especifico de Trk.

A partir de los 15min de incubacion ya se ha producido internalizacién del
receptor, aparecen vesiculas intracelulares dirigiéndose al interior desde la
membrana, algunas de ellas colocalizan con TfnR (Fig R22D). A 15min la
cantidad de vesiculas de Y701D es significativamente mayor, asi como la
colocalizacion con TfnR .

A 30 min la internalizacion de Y701D se ha estabilizado y la de Y701F es
significativamente mayor. A 2h vemos que algunas de las vesiculas co-localizan
con el marcador lisosomal LAMP-1, la forma wt presenta mayor colocalizacién con
Lamp-1.

En el mutante RK702DE vemos menor numero de vesiculas en todos los
tiempos de tratamiento y las que observamos son, ademas, de menor tamafo.
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A wit Y701D Y701F RK702DE

RTAO

RTA

Colocalizacion

RTA
TfnR

Colocalizacion

Fig R22. Deteccion de TrkA internalizado con RTA.

En verde vemos Trk marcado con RTA incubado a 37°C sobre las células vivas
segun el tiempo que se indica a la izquierda. A continuacion vemos la
superposicion de la imagen de RTA y TfnR (tiempos 15’ y 30’)(A) o Lamp (2h y
4h)(B) en rojo. La fila inferior corresponde a la imagen de los pixeles en que se
produce colocalizaciéon. (C) Cuantificacion del nimero de vesiculas media de 6
células. Significatividad: *<0’05, **<0’01, ***<0’001. (D) Porcentaje de pixeles que
colocalizan con los marcadores TnfR o Lamp-1 dividido por pixeles de Trk total.
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3.4. Los mutantes Y701D y RK702DE no se autofosforilan
en PC12"™ ni en HEK293

Puesto que hemos comprobado que la actividad kinasa del mutante Y701D
se mantiene in vitro; que éste se encuentra en la membrana extracelular y que
NGF induce su internalizacién, pero no la activacion sostenida de las ERK;
comprobamos si se produce la activacion de Trk en el contexto celular.

Para ello analizamos el grado de fosforilacion del receptor en respuesta a
un estimulo corto de NGF en los clones de PC12" transfectadas de forma
estable con los mutantes de Trk: PC12", PC12Y79"F, pC12"7%'P, pC12RK"02PE Tras
el tratamiento con NGF, inmunoprecipitamos Trk y por WB detectamos su
fosforilacion en Tyr.

&
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Fig R23. Los mutantes Y701D y RK702DE no presentan autofosforilacion.
(A) Nivel de fosforilacion en Tyr de Trk inmunoprecipitado de PC12
transfectadas de manera estable con los mutantes de Trk, tratadas o no con NGF
100ng/ml durante 5min. Los dos paneles superiores corresponden a la fraccion
inmunoprecipitada con 203, el panel inferior al lisado celular. (B) Sobreexpresion de
los Trk mutantes en células HEK293. Panel superior fraccién inmunoprecipitada
con 203 (8% acrilamida), panel inferior lisado celular (10% acrilamida).

nnr5

En el caso de Trk wt y del mutante Y701F se mantiene la capacidad de
autofosforilacion: en presencia de NGF detectamos la banda correspondiente a
Trk inmunoprecipitado con el anticuerpo especifico de tirosina fosforilada (4G10).
Por el otro lado los mutantes Y701D y RK702DE no se autofosforilan (Fig R23a
panel superior).

Asi mismo vemos que la fosforilacion de Trk correlaciona con la activacion
de ERK o AKT a tiempo corto (Fig R23a panel inferior) en el caso de PC12" y
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PC12Y"°"F mientras que como era de esperar, no se produce activacion de las
vias de sefializacién por debajo del receptor en el caso de PC12"7%'° vy
Pc12RK702DE

Repetimos el experimento pero transfectando los mutantes en HEK293
(Fig R23b), en esta linea celular, el grado de sobrexpresion es mayor, hecho que
provoca la activacion constitutiva del receptor. De forma que vemos fosforilaciéon
en Tyr independientemente del estimulo con NGF en el wt y el mutante Y701F,
pero seguimos sin observar fosforilacion de los mutantes Y701D y RK702DE.

Otro hecho que observamos claramente en las HEK293 y que también se
produce de forma significativa en las transfecciones transitorias en PC12™, es la
mayor cantidad de la forma madura (140kDa) en los Trk que son inactivos.

De esta forma vemos que la mutacion Y701D conduce a la inactivacién de
Trk en el contexto celular, sin afectar a la actividad kinasa intrinseca del receptor,
mientras que el cambio por un aa no fosforilable no interfiere con sus efectos
bioldgicos. Por tanto la posible fosforilacion de la Y701 tendria un efecto deletereo
sobre la funcionalidad de TrkA.
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DISCUSION

1. Unidn de Trk a CaM

Los resultados obtenidos con proteina recombinante muestran que existe
una union directa entre CaM y Trk. Esta interacciéon es dependiente de la
concentracion de Ca?" e independiente del tratamiento corto con NGF, como
muestra la precipitacion con CaM-seph de Trk a partir de células PC12%"°. Por el
resultado del experimento de interaccion con la proteina recombinante sabemos
que el lugar de union se situa en la mitad distal de la region intracelular.

Trk no es el primer RTK que se ha visto que se une a CaM, en 1985 se
descubrié que el receptor de la Insulina interacciona con CaM (Graves et al.,
1985), y después siguieron el receptor del EGF (Martin-Nieto and Villalobo, 1998),
y ErbB2 (Li et al., 2004).

En el caso del EGFR la interaccion con CaM tiene lugar en la region
yuxtamembrana del receptor y compite con la fosforilacion en T654 por PKC
(Martin-Nieto and Villalobo, 1998): la fosforilacién de dicha Thr impide la unién de
CaM y paralelamente, la uniéon de CaM impide la fosforilaciéon por PKC en T654.
La interaccion de CaM con EGFR juega un papel inhibitorio de la actividad TK.

En el receptor ErbB2, en cambio, CaM es necesaria para su
autofosforilacion, ya que su inhibicion con W7 impide la fosforilacién del receptor
(Li et al., 2004).

En el caso del InsR, el tratamiento con insulina induce la fosforilacion de
CaM, y a su vez CaM aumenta la activacién de InsR por insulina (Graves et al.,
1986).

Por tanto la interaccién de CaM con proteinas de membrana y en concreto
receptores TK puede desarrollar funciones muy diversas, por ello resulta
interesante conocer cual es el papel concreto de la interaccién con Trk.

1.1. Efecto de la activacion de Trk sobre la union a CaM

A diferencia de lo observado con otros receptores, en el caso de Trk la
interaccion es independiente del estado de activacién del receptor. En los
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experimentos de precipitacion con CaM-Seph, no vemos efecto del tratamiento
previo con NGF sobre la unién Trk-CaM; y ademas vemos uniéon a CaM-Seph
tanto de Trk fosforilado, como no fosforilado. Solo hemos comprobado la
fosforilacion de Y496, pero en principio debemos pensar que si esta esta
fosforilada es porque Trk esta activo.

Por el otro lado, el resultado obtenido con la proteina recombinante, en que
se produce una unién mas alta en el mutante TrkA;KD, podria indicar que la unién
es mucho mayor en la forma inactiva, por tanto no fosforilada (Fig R16). En los
otros mutantes de TrkA, se produce una autoactivacion del dominio TK al
facilitarse la dimerizacion por su elevada expresion en bacterias y por carecer del
dominio extracelular. En el caso de TrkAKD, en cambio, se producira la
dimerizacion pero no la activacion, y tal vez quede en una conformacion inestable
favoreciendo la agregacion y precipitacion. Ademas la union pasa a ser no
regulada por Ca®*, cuando en el resto de situaciones, tanto con proteina
recombinante como con el Trk endégeno de PC12, observamos dependencia de
Ca?*. En el caso de TrkAiKD-Y701D la unién a CaM se comporta de forma similar
al wt, por lo tanto este resultado indica que la union Trk-CaM es independiente del
estado de activacion de TrkA.

En el experimento de ColP (Fig R4) en que observamos la unién de Trk
con CaM sobre lisados de PC12°"°, vemos, en cambio, que la unién entre
proteina enddgena si esta regulada por NGF. Se une de forma transitoria, con el
maximo entre 10-20 min de tratamiento con NGF. Al realizar la precipitacion con
CaM-Seph (Fig R1), estamos afadiendo CaM en elevada cantidad en
comparacion a la CaM enddgena, sin embargo, es una proteina muy abundante
en la célula, por lo que la diferencia observada no parece que pueda atribuirse a
la concentracion de CaM, ya que esta en exceso en ambos casos. Otra diferencia
es que junto con la CaM-Seph, afiadimos Ca?* al tampdén del ensayo de
precipitacion, y en cambio en la co-IP no afadimos Ca?* exdgeno, porque
queremos detectar la interaccidon que esta previamente formada en la célula. Para
comprobar si ese es el motivo de la diferencia observada entre las dos
aproximaciones, suplementamos también el tampén de la ColP con Ca?* y vemos
que se produce el mismo resultado que en el caso de la precipitacion con CaM-
Seph: la adicion de Ca?* permite la unién en condiciones basales o de tratamiento
corto con NGF, unién que no se produce de forma fisiolégica en la célula.
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De esta forma vemos que el NGF si que ejerce algun tipo de regulacién
sobre la unién a CaM, siendo necesario el tratamiento de 10-20 min con NGF
para observar la unidon. Aunque, en principio, parezca independiente del estado de
activacion del receptor, entendiendo como tal la fosforilacion en Y496. Podemos
pensar en varias teorias que expliquen este hecho, siguiendo los acontecimientos
que conlleva la unién del receptor a NGF:

e que el efecto del NGF esté mediado por el incremento de Ca* intracelular
inducido por la activacién del receptor;

e 0 por el cambio de localizacion intracelular del receptor: la uniéon se
produciria en un compartimiento especifico tras la internalizacion;

e 0 por la uniéon a unas u otras proteinas adaptadoras que facilitarian o
competirian por la unién. La unién es labil y por tanto CaM podria ser
desplazada facilmente de su lugar de union, la accesibilidad a éstas
también podria depender de la localizacion de Trk.

Para resolver esta cuestidon, nos planteamos ver la interaccién en
condiciones mas fisiolégicas: en la célula intacta; y poder identificar los lugares en
que se produce la interaccién, ver si tiene lugar en vesiculas, o en la membrana.
Para ello usamos técnicas de microscopia detectando la interaccion mediante
FRET.

En esta técnica, para que se produzca la transferencia de energia las dos
proteinas deben tener los fluorocromos bien orientados y que queden lo bastante
proximos como para que se produzca la resonancia. Por ello, la puesta a punto de
este método es totalmente empirica. En nuestro caso la sefial obtenida con Trk-
YFP y CaM-CFP es significativamente mayor que la obtenida en el control
negativo constituido por células transfectadas con Trk-YFP y CFP (no mostrado).

En el anadlisis de la imagen de FRET después de la aplicacion de las
correcciones, cuantificamos las zonas de mayor sefal a nivel de la membrana
plasmatica y del interior celular separadamente y vemos un incremento
significativo de FRET en membrana plasmatica asi como en determinadas
estructuras del interior celular a los 5min de tratamiento con NGF, que
desaparece a los 15min. El resultado de FRET indica que se produce la union
tanto con el Trk de membrana plasmatica como con el que se encuentra en
determinadas estructuras del interior celular a los 5min de tratamiento con NGF.
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Transcurridos 15min la senal vuelve a niveles basales tanto en la membrana
como en estructuras intracelulares.

1.2. ¢ Cuando se produce la interaccion?

Juntando el resultado de FRET, el de la Co-IP en PC129% y Ia
precipitacion con CaM-Seph, vemos que el tiempo de tratamiento en que se
produce la unién varia en los tres casos: FRET: t=5 min (membrana y vesiculas),
Co-IP(PC12") t=10-20min, CaM-Seph independiente de NGF.

Podemos pensar en varias teorias que expliquen la diferencia en el tiempo
en que observamos la union:

1: “una proteina compite por la unién al mismo lugar que CaM". El
tratamiento con NGF podria provocar modificaciones postraduccionales o un
cambio de localizacion membranal de TrkA o la proteina competidora que
permitirian la union Trk-CaM. En los experimentos en que lisamos la célula, se
perderian las concentraciones locales relativas de la proteina X y Trk, de forma
que dejariamos de ver parte de la regulacion.

2: “la unién se produce en el Trk que se encuentra en vesiculas de
endocitosis”, fendmeno que coincide con el tiempo en que observamos unién en
la Co-IP. El FRET observado en la membrana a 5min podria corresponder a
vesiculas que empiezan a internalizarse, pero la cantidad es aun muy pequefia y
por eso en la Co-IP no lo detectamos.

3: “La union se produce a tiempo corto de tratamiento con NGF debido al
incremento en los niveles de Ca?" intracelular”. El incremento de Ca** en la célula
tras la estimulacion del receptor, es rapido, pero moderado, no aumenta el nivel
de toda la célula, sino que se producen regiones de mayor concentracion que
otras segun se va liberando Ca** de los reservorios intracelulares. A 5min el Ca**
estara volviendo a los niveles normales, pero podria ser suficiente para permitir la
activacion y union de CaM a Trk en determinadas regiones de la membrana,
como se observa con los resultados de FRET.

4: “Alguna de las interacciones que observamos es indirecta”: CaM es muy
abundante y puede unirse a muchas proteinas, alguna de ellas podra unirse
también a Trk y podria ocasionar un falso positivo. Esto podria suceder en las Co-
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IP y precipitacion con CaM-seph, en base a que la interaccién directa quedase
enmascarada por la indirecta.

Basandonos en las evidencias experimentales, la teoria mas plausible
seria que en estado basal CaM no se encuentra unida a Trk. La activacién del
receptor por NGF induce el incremento transitorio de Ca?* intracelular que permite
que todavia observemos la interaccién a 5min pero no a 15min. Probablemente
estamos lejos de detectar el maximo en la unién, ya que el incremento de Ca®* se
produce en cuestion de segundos, y tal vez a 5min la unién ya esta
desapareciendo. La utilizacién de tiempos mas cortos de tratamiento con NGF, o
drogas que modifiquen la concentracién de Ca?* intracelular, o el andlisis de
FRET en células vivas, pueden ayudar a resolver esta cuestion.

1.3. Uniébna Trk By/o C

El grado de homologia entre los dominios intracelulares de los distintos Trk
es elevado, por ello es légico pensar que la interaccion se produzca también en
Trk B y C si el dominio de interaccion esta conservado. Testamos la unién en
corticales de embrion de rata, que no expresan TrkA pero si Trk B 'y C, y nos
permite obtener una cantidad de proteina suficiente para los experimentos de
precipitacion con CaM-Seph, a partir de un cultivo primario. Efectivamente
observamos interaccién, pero esta se produce ya en condiciones basales, sin
requerir de la adicion de Ca?* o estimulacién con BDNF. Esta diferencia en
condiciones basales con las células PC12%'® podria deberse a:

e Pequenas diferencias en la region de interaccion entre TrkA y B-C.

e Proteinas que compitan por el lugar de unién del receptor, presentes en
PC12 y no en corticales, o que solo se unan a TrkA.

e Diferencias en la concentracion basal de Ca®* en el entorno de Trk, o en el
lisado celular.

Existen diferencias significativas entre los dos modelos celulares utilizados:
las PC12 y las neuronas corticales. De entrada, aunque utilicemos las PC12 como
modelo pseudoneuronal, debemos recordar que no son neuronas, que son una
linea celular y en la mayoria de los experimentos sin diferenciar. Por eso, aunque
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estén expresando TrkA y p75 y respondan a NGF, hay otras muchas proteinas
que solo se expresan en neuronas diferenciadas o en células ciclantes.

Una vez conozcamos el lugar de unién podremos determinar si existen
diferencias estructurales suficientes, o paralelamente, podremos buscar el posible
competidor entre las proteinas con expresion diferencial en PC12 y neuronas
corticales.

2. Inhibicion de CaM

Una forma de caracterizar la funcion de la union de CaM a Trk, es la
utilizacién de inhibidores especificos de CaM, que nos permitiran estudiar que
sucede con el receptor cuando CaM esta bloqueada.

Resultados previos del grupo indican que la inhibicion de CaM no impide la
fosforilacion del receptor (Egea et al., 2000), pero si que estan bloqueadas las
vias de senalizacion de Raf/MAPKs y PI3-K/AKT a nivel de Raf-1 y de PI3-k.
También se ha visto que se produce el procesamiento de proteinas de membrana
entre las cuales esta TrkA (Cabrera et al., 1996).

2.1. Formacion de fragmentos activos de TrkA

Se ha descrito la formacion de fragmentos activos de TrkA en células CHO
transfectadas de forma estable con TrkA, después del tratamiento con PMA e
inhibidores de CaM (Diaz-Rodriguez et al., 2000). Estos autores, no detectan la
co-inmunoprecipitacion de Trk con CaM y por ello no creen que la fragmentacion
sea debida a la union directa de CaM.

En nuestro modelo, PC12%'5, también observamos el procesamiento de
TrkA dando lugar a fragmentos activos por inhibicion de CaM y en menor grado
por el tratamiento con PMA (Apartado 1.2 de los resultados). A pesar de que si
observemos interaccion Trk-CaM, debemos plantearnos si la fragmentacion se
debe a un efecto directo de la union Trk-CaM o indirecto debido a la inhibicién de
CaM:
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e Diaz Rodriguez y colaboradores (2000) eliminan gran parte de la region
intracelular o mutan el lugar que predicen como posible CBD, por tanto,
evitando cualquier interaccion, y ven que se sigue induciendo el corte con
los inhibidores de CaM de la misma manera.

e La inhibicion provoca el procesamiento no solo de Trk sino de otras
proteinas como: proTGFa, proNRGa2c, BAPP (Diaz-Rodriguez et al.,
2000) y L-Selectin. De todas ellas solo L-Selectin se ha descrito que se
une a CaM, indicando que podria deberse a un efecto general sobre
proteinas de membrana, independientemente de la uniéon a CaM, quizas
mediante la activacion de las enzimas responsables del corte o induciendo
cambios a nivel de membrana plasmatica.

e El corte es yuxtamembrana y la unidon es mas distal, por tanto no parece
compatible con una proteccién directa del sitio de corte por uniéon de CaM.

e Temporalidad: en estado basal en PC12 no vemos unién y sin embargo la
formacion de fragmentos es baja. Si el efecto del W13 fuese debido
simplemente a la pérdida de la proteccion por parte de CaM, deberiamos
ver la misma fragmentacién en las dos situaciones: W13 y no estimulacion.

Por tanto, las evidencias apuntan a que la inhibicion de CaM es necesaria
para la activacion de la proteasa responsable del corte o a para la redistribucién
de Trk, u otras proteinas de membrana, que facilite su disponibilidad a la
proteasa.

Se ha visto para otros receptores como es el ErbB4, que tras el segundo
corte, por actividad y-secretasa, se produce un fragmento soluble que puede
translocarse a nucleo (Carpenter, 2003). Una vez en el nucleo puede regular la
expresion génica actuando como una chaperona de STAT5A (Williams et al.,
2004).

También p75 sufre el corte del dominio extracelular promovido por PMA
(Kanning et al.,, 2003). Se debe a la actividad a- y y-secretasa de forma
dependiente de PKC. El fragmento formado puede activar Rho e inhibir el
crecimiento axonal (Domeniconi et al., 2005).

En el caso de Trk, no se ha descrito el destino de estos fragmentos, ni las
proteasas que los forman, pero resulta interesante que sean constitutivamente
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activos, ya que podrian dar lugar a la activacién sostenida de la sefalizacion en
ausencia de ligando.

2.2. Otros efectos del W13

Se ha descrito que CaM es necesaria para la fusion de los endosomas
tempranos (Lawe et al., 2003), para la tubulacién durante el reciclaje (de
Figueiredo and Brown, 1995) y ademas puede unirse a clatrina (Pley et al., 1995).
Por tanto estos procesos pueden verse alterados por la inhibicién de CaM.

En el caso del receptor EGFR la inhibicién de CaM impide el reciclaje y
degradaciéon, provocando la acumulacién de éste en endosomas de mayor
tamano (Tebar et al., 2002), dicha inhibicion del reciclaje requiere la funcién de
PKC5b (Llado et al., 2004).

En el resultado de la inmunofluorescencia de TrkA en PC12°" tratadas
con NGF o el inhibidor de CaM (Fig R9), vemos que paralelamente a lo descrito
en el caso de EGFR, la adicion de W13 hace variar la distribucion celular de TrkA,
provocando la disminucion de la cantidad de Trk en la membrana, e
incrementando el numero y tamafo de las vesiculas.

Dado que CaM estd actuando en varios procesos celulares decidimos
buscar y mutar el lugar de unién a CaM de TrkA, para determinar cual puede ser
la funcién de la union.

3. Seleccion de la region a mutar

En el momento en que nos planteamos mutar el posible lugar de union a
CaM de Trk, analizamos las caracteristicas de la region intracelular en busca de
un buen lugar candidato. Al no existir un CBD homdlogo a los descritos, nos
encontramos ante dos vias a seguir: mutagénesis masiva aleatoria e identificacion
de los mutantes defectivos en union a CaM; o mutagénesis dirigida de una region
importante funcionalmente para Trk, pero para la que no se hubiera descrito su
mecanismo de accién; de manera que pudiésemos descifrar si su efecto se debe
0 no a la unién de CaM en ese punto. Esta segunda aproximacion nos pareci6
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técnicamente mas atractiva, y nos garantizaba que la mutacion tendria algun
efecto.

3.1 Cuestiones estructurales

El modelado tridimensional por homologia a proteinas cuya estructura se
ha resuelto, nos permite obtener un modelo teérico de Trk. La exactitud de estas
predicciones depende fundamentalmente de la similitud a las proteinas que
usamos como molde. Los dominios Tyr Kinasa presentan un elevado grado de
conservacion, que nos da cierta confianza en el modelo tedrico.

Otra garantia de la validez del modelo obtenido es la situacion de los aa
basicos importantes para la estabilizacion del loop de activaciéon (Cunningham
and Greene, 1998) relativa a las Tyr fosforiladas, de forma que en el modelo de la
forma activa quedan mas préximos que en el modelo de la forma inactiva. Este
meétodo de validacion esta basado en criterios experimentales y ello supone una
ventaja frente a los métodos tedricos de refinar la estructura.

No es nuestro objetivo conseguir una estructura 3D de un elevado grado
de exactitud, nos vale una idea general de la estructura, que nos permita ver la
posicion relativa del dominio kinasa respecto a los aa que estamos mutando.

Basandonos en la estructura predicha, vemos que el dominio mutado esta
en una zona expuesta formando un loop entre dos hélices alfa (Fig R12). De
forma que es compatible con una region de unién a CaM, es accesible y puede
replegarse formando una a-hélice en la que los aa hidrofébicos quedan orientados
hacia el mismo lado (Fig R13).

Otro hecho remarcable es que en la conformacién activa se encuentra
justo debajo del loop de activacién, por lo que podria estar regulando la
estabilidad de la conformacién activa, directamente o a través de reclutar a otra
proteina.
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3.2. Otras caracteristicas

Como se ha descrito en el apartado de resultados, las caracteristicas
funcionales de esta regién, al margen de la posible implicacion en la estabilizacién
del loop de activacion; son que constituye un motivo de transporte basado en Tyr
(Yxx@) y que ademas podria ser susceptible de regulacion por fosforilacion. Por
ello la Y701 es una diana interesante para estudiar su implicacion en la actividad,
transporte y destino intracelular de Trk activado por NGF, y como ello podria estar
regulado por CaM.

Los motivos basados en Tyr se han descrito como lugares de union de
proteinas adaptadoras para la internalizacion y transporte (Bonifacino and Traub,
2003), y concretamente se ha descrito que el YRKF de TrkA podria ser un
regulador negativo de la internalizacion (Jullien et al., 2003).

La mutacién de la Y701 a Phe supone una diferencia en la hidrofobicidad,
siendo Tyr un aa polar en contraposicion a la hidrofobicidad de Phe, aunque
estructuralmente sean equivalentes, por ello tanto la mutacion Y701D como la
Y701F estan eliminando el motivo Yxxd.

La sustitucidon de un residuo fosforilable por un residuo con carga negativa
se ha utilizado de forma habitual para mimetizar el cambio conformacional que
provoca la fosforilacion (MacDonald et al., 2000), por tanto, esperamos que en
nuestro caso la mutacion Y701D reproducira el efecto fisiolégico de un fosfato.
Asimismo la mutacién a Phe es mas conservativa, pero elimina la capacidad de
fosforilacion del aa.

Tenemos evidencias experimentales de que esta Tyr puede encontrarse
fosforilada a los 30min de tratamiento con NGF (Fig. R14). Mediante el analisis
por MALDI se ha detectado un fosfopéptido correspondiente a la regién que
contiene la Y701. Aunque dicho péptido contiene ademas la S698, la probabilidad
de fosforilacion segun Netphos sobre la Ser es bajisima, por tanto podemos
considerar que el aa fosforilado sera probablemente la Tyr.

El resultado de la predicciéon con GPS indica que esta Tyr puede ser
sustrato de Tie2, receptor Tyr kinasa que se expresa principalmente en el
endotelio vascular y participa en la angiogénesis. El hecho que sea reconocido
como diana de fosforilacion de otro receptor de membrana, puede ademas
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significar que se trate de un lugar de autofosforilacion, o bien un sitio de
regulacion por otras TK.

Paralelamente, MuSK, un receptor TK muy préximo a Trk, localizado en la
membrana postsinaptica de las uniones neuromusculares, contiene una Tyr
(Y775) en la posicién equivalente a la Y701 de Trk. Watty y colaboradores han
detectado la autofosforilacion en esta Tyr por MALDI en MuSK de ratén
sobrexpresado en células de insecto (Watty et al., 2000). El nivel de fosforilacion
que detectan es bajo, y el residuo no esta conservado en MuSK de Torpedo sp.,
por tanto deducen que no es necesario para la activacion. Sin embargo el efecto
inhibitorio de la fosforilacién, que observamos en nuestro caso, explicaria el bajo
nivel de fosforilaciéon que detectan, ya que han realizado el experimento con
MuSK activado “in vitro”, situacion en la que no seria de esperar la presencia de
una fosforilacion inhibitoria.

Parece por tanto que es probable encontrar este residuo fosforilado, y que
en condiciones mas favorables podremos observar un mayor grado de
fosforilacion.

4. Fosforilacion en otros residuos

Puesto que estabamos analizando la fosforilacién de la Y701, decidimos
ampliar el estudio a las Ser y Thr. Estos experimentos se estan llevando a cabo
en colaboracion con el Dr. Ole N. Jensen (Dinamarca). Con el andlisis realizado
hasta el momento hemos detectado dos nuevas fosforilaciones, que recaen sobre
la S677 y la T687.

Se ha descrito que TrkB es fosforilado en Ser por la activacion con BDNF
(Guiton et al.,, 1994), y que la estimulacion de p75 con BDNF induce la
fosforilacion inhibitoria en Ser de TrkA (MacPhee and Barker, 1997). Por tanto
parece que puede producirse una regulacion de Trk por Ser/Thr kinasas. Hasta el
momento no se habia descrito sobre que aa recaen estas fosforilaciones, asi que
es un resultado interesante, que va a abrir la puerta al estudio en profundidad de
la regulacion de Trk por fosforilacion en Ser/Thr.
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Detectamos la fosforilacion en T687 a los 5min de tratamiento con NGF, y
la fosforilacion en S677 tanto a 5 como 30 min de tratamiento. Por tanto parece
que estas fosforilaciones tengan un papel positivo en la activacion de Trk.

No hemos visto la fosforilaciéon de la primera Tyr del loop de activacion,
pero sin embargo si que se detecta la fosforilacién de la Ser adyacente (S677). En
Trk la mutaciéon de la primera Tyr no tiene efecto deletéreo sobre la actividad del
receptor (Guiton et al., 1994), en el InsR, en cambio, la sustitucién de la Tyr
homodloga si que impide la activacion del receptor, y cabe destacar que este
receptor no tiene una Ser equivalente a la S677 de Trk. Por tanto tiene sentido
pensar que la fosforilacion de una u otra sea importante para estabilizar la
conformacion activa del receptor. En el caso de Trk, podria ser la Ser y no la Tyr
la que se encuentra fosforilada.

5. Efecto de los mutantes

5.1. ¢ Es el dominio de unién a CaM?

Los resultados obtenidos con los mutantes de la Y701 sobre la unién a
CaM no son concluyentes. Guiandonos por el resultado con la proteina
recombinante vemos como la mutacién Y701D disminuye de forma espectacular
la interaccion que se produce en el KD, sin embargo, el efecto de las mutaciones
de la Y701 sobre TrkAiwt es mucho menor (Fig. R16).

El efecto de la mutacion KD sobre la union a CaM, es un tanto sospechoso
debido a su independencia de Ca?". En las células PC12"™°, los mutantes Y701D
y RK702DE tampoco presentan autofosforilacion y sin embargo unen CaM de
forma dependiente de Ca*".

Pese a ello, cabe destacar, que la simple sustitucién de Y701 a Asp, es
capaz de recuperar la union regulada a CaM en el mutante TrkAiKD, indicando su
importancia en la conformacion de Trk adecuada para la uniéon a CaM.

Por el otro lado tenemos el resultado con los mutantes expresados en
PC12"°, en el que vemos que cualquiera de las mutaciones conlleva una menor
interaccion con CaM que Trk wt, tanto las mutaciones sobre la Tyr como sobre los
aa hidrofébicos, sin embargo la uniéon no se inhibe completamente en ninguna de
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las construcciones, y paralelamente no observamos efecto aditivo de las
mutaciones sobre los residuos hidrofébicos.

Por ello podemos decir que esta region es importante para mantener una
conformacion de Trk susceptible de unir CaM de forma regulada, y que cualquier
mutacién aunque no es deletérea disminuye el grado de interaccién.

5.2. Efecto de los mutantes de la Tyr 701

Puesto que la sefalizacion por Trk se produce a través del reclutamiento
de adaptadores en las Tyr fosforiladas, esperabamos ver un efecto positivo al
simular una fosforilacion en Y701, y un efecto inhibidor al sustituirla por un aa no
fosforilable. Asi que en primer lugar nos sorprendié el hecho que la mutacion
Y701D inactivara el receptor. A la vez constituye un resultado mas interesante
puesto que todavia no se habia descrito ninguna fosforilacion en Tyr inhibitoria de
Trk.

Funcionalidad del mutante Y701F

Los resultados muestran que la mutacion Y701F produce una mayor
duracién de la activacion de ERK (Fig R19), pero este efecto no correlaciona con
una diferenciacién mayor o mas rapida de las células PC12™" transfectadas con
este mutante (Fig R18).

La transfeccién en PC12™" se ha utilizado ampliamente para comprobar el
efecto de mutantes de Trk, pero el hecho de trabajar con un margen de células
transfectadas de en torno al 20%, la heterogeneidad en el nivel de expresion y
que el proceso de transfeccién sea de por si estresante para las células, hace que
el grado de diferenciacion de las PC12™ nunca llegue a ser comparable al de las
PC12 nativas (Fig MM4). Ademas se ha descrito que las PC12"™ no adquieren el
fenotipo colinérgico propio de las PC12 al diferenciarse (Baskey et al., 2002).

Por eso no podemos descartar que en otras condiciones, viésemos un
efecto del mutante Y701F, que confirmase la pérdida de un lugar de fosforilacion
inhibitoria y que resultase en una mayor diferenciacion celular.
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Pérdida de funcion de Trk-Y701D

Vamos a seguir la cadena de acontecimientos que llevan a la respuesta a
NGF para tratar de encontrar la causa de la falta de actividad en células PC12 del
mutante Y701D:

e En primer lugar nos interesa que Trk llegue a la membrana plasmatica y
pueda unirse a NGF:

Por los experimentos de biotinilizacion e inmunofluorescencia con RTA
vemos que las mutaciones no afectan a la exportacién a membrana plasmatica.
De esta forma el NGF deberia ser accesible para todos los mutantes.

La mutacién en la region intracelular no deberia ser suficiente para alterar
la estructura de la parte extracelular donde se produce la unién a NGF. Por ello la
unién al ligando solo podria estar alterada a través de la pérdida de la union de
alta afinidad mediada por la intervencion de p75.

No esta claro el mecanismo por el cual p75 genera los sitios de unién a
NGF de alta afinidad con TrkA, pero se postula que la interaccién p75-Trk es
necesaria. En tal caso podriamos plantearnos que el efecto sea debido a la
pérdida de dicha unién en nuestro mutante. Sin embargo, la sobrexpresién de Trk
da lugar a su activacion independientemente de ligando, y en células HEK293 no
observamos autofosforilacion del mutante Y701D, indicando que la actividad
independiente de ligando también esta afectada, y por tanto el efecto no es
debido a la pérdida de unién a NGF.

En conclusion, aun sin haber estudiado la interaccion con NGF, parece que
no es éste el factor limitante en el mutante Y701D.

e El siguiente paso es que se produzca la activacion del receptor: dimerizacion,
fosforilacion de las tirosinas del loop de activacion y cambio conformacional:

Por los resultados obtenidos, éste parece ser el punto limitante, ya que la
proteina expresada en bacterias o inmunoprecipitada de PC12"" es activa: capaz
de autofosforilarse y de fosforilar al sustrato in vitro (Fig R17) pero dejamos de ver
fosforilacion en el contexto celular (Fig R23), podemos plantear varias causas:

» La forma activa no es estable en el contexto celular: Y701D lo convierte en
sustrato preferencial de las vias de inactivacion.
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0 debido a que la defosforilacion esté incrementada
0 o internalizacién y/o degradacion de la proteina acelerada.

» La activacion no llega a producirse en células PC12.

0 Se une alguna proteina reguladora bloqueando a Trk e impidiendo
su autofosforilacion.

0 EI NGF induce la internalizacion del receptor Y701D antes de que
este llegue a dimerizar y activarse.

Para responder a esta cuestion en funcion de los resultados obtenidos,
debemos tener en cuenta que con la mutaciéon de la Y701 estamos provocando
dos alteraciones distintas simultaneamente: la pérdida del lugar de transporte
Yxxd (tanto en el mutante Y701D como Y701F), y la introduccién de una carga
negativa (hecho diferencial entre la mutacién a Asp y Phe).

Paralelamente observamos dos tipos de resultado: la mayor internalizacion
en Y701D y Y701F; y la pérdida de actividad en el mutante Y701D pero no en el
mutante Y701F.

El motivo de transporte se pierde en ambos casos, por eso el efecto de
ambos mutantes Y701D y Y701F sobre el transporte es similar.

La simulaciéon de una fosforilaciéon en el mutante Y701D conduce a la
inactivacion del receptor, en cambio la mutacion Y701F, que impide la
fosforilacion, lleva a una activacién mas sostenida. Por tanto podemos atribuir el
efecto sobre la internalizacion a la pérdida del motivo Yxxd y el efecto sobre la
funcionalidad a la introduccién de una carga negativa.

Fisiologicamente el efecto de la carga negativa podria explicarse como una
fosforilacion que tiene lugar a tiempo largo para parar la sefalizacion por Trk; o
por efecto de la activacion de otra via, como mecanismo para aumentar la
selectividad de la respuesta.

Puesto que la carga no elimina la actividad kinasa de Trk, podria ser que la
inactivacién fuese debida al reclutamiento de alguna proteina reguladora negativa
como pueda ser una fosfatasa.
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Internalizacién y transporte

El tratamiento con NGF induce la disminucién de la cantidad de Trk en la
membrana plasmatica de forma mas notable en Trk wt y Y701F que Y701D o
RK702DE. También la velocidad de degradacion es mayor en los mutantes
activos que en los inactivos (Fig R20).

En el caso de detectar el receptor internalizado (marcaje con biotina
reducible o inmunofluorescencia con RTA) vemos que la mutacién de la Y701,
tanto a Asp, como a Phe, induce una internalizacién mas rapida del receptor. (Fig
R21 y Fig R22).

A primera vista estos resultados pueden parecer contradictorios, sin
embargo, la explicacion es légica teniendo en cuenta que estamos detectando el
resultado de varios procesos simultaneos: internalizacion, degradacién y reciclaje,
que se ven alterados de forma distinta en cada uno de los mutantes.

Vemos que el motivo basado en Tyr Yxxd@ estabiliza Trk en la membrana
plasmatica, su mutacién provoca una internalizacion mas rapida en respuesta a
RTA, como observamos en la Fig R22 para los mutantes Y701D y Y701F. Este
resultado estd en consonancia con el efecto descrito por Jullien y colaboradores
(Jullien et al., 2003), que observan que la pérdida de la regién C-terminal
comprendiendo este motivo, presenta una velocidad de internalizacién mayor.

En el mutante RK702DE, se conserva el Yxxd; en este tipo de motivos, los
dos residuos centrales no estan determinados, pero son los que permitiran
discriminar la proteina adaptadora que vaya a unirse, de forma que en este caso
probablemente habra cambiado su especificidad, y por ello vemos alterada su
internalizacion. Se observé que la mutacion de estos residuos a Ala desestabiliza
el loop de activacion (Cunningham and Greene, 1998), por lo que muy
probablemente el cambio de aa basicos a acidos perturbe aun mas la
conformacion de Trk dando lugar a su inactivacion.

Una vez internalizado, el receptor principalmente sera degradado o
reciclado a la membrana. El transporte retrégrado seria otra opcion en células
diferenciadas, pero podemos obviarlo teniendo en cuenta las pequefias
dimensiones de una PC12 sin diferenciar. Tampoco la fragmentacion es
significativa a tiempos cortos (15min-2h) de tratamiento con NGF. Por tanto el
direccionamiento distintivo hacia degradacion o reciclaje es la causa de las
diferencias en la estabilidad de los mutantes de Trk tras la internalizacion.
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El resultado del experimento realizado con clones estables expresores de
los mutantes (Fig R19) en que vemos variaciones en el nivel total de Trk por
efecto del NGF, nos indujo a pensar que la degradacion podria estar aumentada
en los mutantes inactivos. El estudio en concreto de la degradacién del Trk de
membrana mediante biotinilizacién en transfeccion transitoria (Fig R20), nos
indicé lo contrario: la degradaciéon de Y701F y wt es mas rapida que la de Y701D
y RK702DE. Este hecho puede relacionarse con la observacion, principalmente
en HEK293, que los mutantes inactivos tienen mayor proporcion de forma madura
que los activos.

Este resultado esta respaldado bibliograficamente puesto que ha sido
descrito que Trk activo es direccionado principalmente a degradacion y en cambio
es reciclado si es inactivo (Saxena et al., 2005). Por tanto, ambos mutantes
Y701F y Y701D son internalizados mas rapido que wt, pero en el caso de Y701D,
al ser inactivo, es reciclado a la membrana plasmatica, por eso su colocalizacion
con TfnR es mayor, y su degradacién menor.

Por tanto concluimos que el motivo YRKF esta implicado en mantener la
estabilidad del receptor en la membrana, efecto que se pierde al mutar la Y701.

Hemos visto también que puede producirse la fosforilacion de esta Tyr y
dado que la introduccién de una carga negativa en esta posicion inactiva el
receptor, podemos pensar que fisiolégicamente, la fosforilacién de Y701 da lugar
a la inactivacion del receptor.
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CONCLUSIONES

Primera: CaM interacciona con TrkA de forma dependiente de Ca** pero
independiente del estado de activacion del receptor. Tanto con la proteina
recombinante como procedente de lisados de PC12°°.

Segunda: La unién de CaM a TrkA es directa y se produce en la mitad
distal del dominio intracelular de TrkA.

Tercera: Esta interaccion no es exclusiva de TrkA sino que también ocurre
con TrkB y/o TrkC en un contexto mas fisiolégico como las neuronas
corticales de embrién de rata.

Cuarta: La inhibicion de CaM provoca la proteolisis del receptor dando
lugar al fragmento p41 el cual es constitutivamente activo: se autofosforila
y puede reclutar proteinas de senalizacion (Shcy PLC-y).

Quinta: Por espectrometria de masas hemos detectado que el receptor
Trk es fosforilado también en S677 y T687.

Sexta: El motivo LYRKF presente en el dominio TK de TrkA esta implicado
en la unién a CaM, aunque su mutacién no elimina la interaccion por
completo.

Séptima: La mutacion de la Y701 a Asp, imitando una fosforilacion, da
lugar a un receptor inactivo, incapaz de inducir la diferenciacién de células
PC12™" en presencia de NGF, mientras que la mutacion a Phe, no afecta
a su funcionalidad.

Octava: El motivo YRKF esta implicado en la estabilizacién de Trk en la
membrana plasmatica. La mutacién de la Y701 induce una internalizacion
mas rapida del receptor.
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Caracteristicas de los aa

Apéndice

Nombre Caddigo Cadena lateral
Alanina A Ala Pequefo, Apolar
Arginina R Arg Basico
Asparragina N Asn Amida, Polar
Aspartico D Asp Acido

Cysteina C Cys Polar
Fenilalanina F Phe Aromatico, Apolar
Glicina G Gly Pequeno, Polar
Glutamico E Glu Acido

Glutamina Q GIn Amida, Polar
Histidina H His Basico
Isoleucina I lle Apolar

Leucina L Leu Apolar

Lisina K Lys Basico
Metionina M Met Apolar

Prolina P Pro Apolar

Serina S Ser Polar

Tirosina Y Tyr Aromatico, Polar
Treonina T Thr Polar

Triptofano W Trp Aromatico, Apolar
Valina \% Val Apolar
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Abstract

The tyrosine kinase receptors for the neurotrophins (Trk) are a
family of transmembrane receptors that regulate the differen-
tiation and survival of different neuronal populations. Neurot-
rophin binding to Trk leads to the activation of several signalling
pathways including a rapid, but moderate, increase in intra-
cellular calcium levels. We have previously described the role
of calcium and its sensor protein, calmodulin, in Trk-activated
intracellular pathways. Here we demonstrate that calmodulin is
able to precipitate TrkA from PC12 cell lysates. Using recom-
binant GST-fusion proteins containing the complete intracel-
lular domain of TrkA, or fragments of this region, we show that
calmodulin binds directly to the C-terminal domain of TrkA in a

Ca2*-dependentmanner. We have also co-immunoprecipitated
endogenous Trk and calmodulin in primary cultures of cortical
neurones. Moreover, we provide evidence that calmodulin is
involved in the regulation of TrkA processing in PC12 cells.
Calmodulin inhibition results in the generation of a TrkA-
derived p41 fragment from the cytosolic portion of the protein.
This fragment is autophosphorylated in tyrosines and can
recruit PLCy and Shc adaptor proteins. These results suggest
that calmodulin binding to Trk may be important for the
regulation of Trk intracellular localization and cleavage.
Keywords: calmodulin-binding protein, p41 fragment, PC12
cells, rat cortical neurones, receptor cleavage, Trk receptor.
J. Neurochem. (2004) 88, 422-433.

TrkA isa member ofthe subfamily of receptor tyrosine kinases
that also includes TrkB and TrkC. They act as specific
receptors for the nerve growth factor (NGF) family of
neurotrophic factors, called neurotrophins. NGF is the
preferred ligand for TrkA, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF) and NT4/NTS5 are both ligands for TrkB, and NT3 is
the only known ligand for TrkC (Barbacid 1995). Neurotro-
phins are involved in the development, maintenance and repair
of the nervous system (Lewin and Barde 1996). but each
exhibit trophic effects for only a specific, although partially
overlapping, subset of neuronal populations in either the
central or the peripheral nervous system (Davies 1994).
Specifically, NGF has been demonstrated to be essential for
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RESUMEN

TrkA se descubrié como un oncogén producto de la fusién de su dominio
tirosina kinasa (TK) con la tropomiosina. Posteriormente, aumento su interés tras
descubrirse que la proteina nativa constituia el receptor del factor de crecimiento
nervioso (NGF).

Se conocen bien los acontecimientos que ocurren tras la union del ligando
al receptor y que dan lugar a la activaciéon de las vias de sefializacion de las
MAPK y Pl 3-K/Akt. Se sabe que, in vivo, la internalizacién del receptor y su
transporte retrégrado también juegan un papel importante para el efecto a largo
plazo del NGF y que es una caracteristica distintiva de otros receptores de
factores de crecimiento.

La activacion del receptor también conlleva un aumento transitorio de Ca**
intracelular. Por ello nos planteamos estudiar la relacion entre la activacion de
TrkA y calmodulina (CaM), como sensor de los niveles de Ca?* intracelulares.

En primer lugar observamos una interaccion directa y Ca** dependiente
entre CaM y la mitad c-terminal del dominio intracelular de TrkA. La primera parte
del trabajo se centra en caracterizar esta interaccion.

Para ver el efecto de la union sobre Trk, utilizamos inhibidores de CaM.
Estos no impiden la fosforilacion de TrkA inducida por NGF, pero si conllevan la
proteolisis del receptor dando lugar a un fragmento con actividad tirosina kinasa
constitutiva. Dada la ubicuidad de CaM y su importancia en procesos vitales para
la célula, el segundo objetivo consistid en buscar el sitio de unién a CaM de TrkA,
para asi poder obtener una construccién de Trk en que se perdiera la unién a
CaM.

Basandonos en diversas evidencias, nos centramos en la caracterizacion
de una region que contenia una Tyr fosforilable (Y701) y que ademas forma parte
de un motivo de internalizacién. La ultima parte del trabajo se centra en describir
las caracteristicas de dicha Tyr y su funcién,que mas alla de la relacién con CaM,
puede constituir una fosforilacion inhibitoria para la actividad de Trk y un lugar de
regulacién negativa de su internalizacion.

123



RESUM

TrkA es va descobrir com a un oncogén producte de la fusié del seu domini
tirosina kinasa (TK) amb la tropomiosina. Posteriorment, va augmentar el seu
interés en descobrir-se que la proteina nativa constituia el receptor del factor de
creixement nervios (NGF).

Es coneixen bé els esdeveniments que tenen lloc a partir de la unié del
lligand al receptor i que donen lloc a I'activacio de les vies de senyalitzacio de les
MAPK y Pl 3-K/Akt. Se sap que, in vivo, la internalitzacié del receptor i el seu
transport retrograd també juguen un paper important per a I'efecte a llarg termini
del NGF i que és un tret distintiu en relacié a d’altres receptors de factors de
creixement.

L’activacié del receptor també comporta un augment transitori de Ca*
intracel-lular. Per aixd ens vam plantejar I'estudi de la relacié entre 'activacié de
TrkA i calmodulina (CaM), com a sensor dels nivells de Ca*" intracel-lulars.

En primer lloc vam observar una interaccié directa i dependent de Ca?*
entre CaM i la meitat c-terminal del domini intracel-lular de TrkA. La primera part
del treball se centra en caracteritzar aquesta interaccio.

Per veure l'efecte de la unid sobre Trk, vam utilitzar inhibidors de CaM.
Aquests no impedeixen la fosforilacié de TrkA induida per NGF, perd si comporten
la protedlisi del receptor donant lloc a un fragment amb activitat tirosina kinasa
constitutiva. Donada la ubiquitat de CaM, i la seva importancia en processos vitals
per a la cél-lula, el segon objectiu ha consistit en buscar el lloc d’'unié a CaM de
TrkA per aixi poder obtenir una construccié de Trk on es perdés la unié a CaM.

Basant-nos en diverses evidéncies, ens vam centrar en la caracteritzacio
d'una regié que conté una Tyr fosforilable (Y701) i que forma part d’'un motiu
d’internalitzacié. L’ultima part del treball se centra en descriure les caracteristiques
d’aquesta Tyr i la seva funcid, que més enlla de la relaci6 amb CaM, pot constituir
una fosforilacio inhibitoria per I'activitat de Trk i un lloc de regulacié negativa de la
internalitzacio.
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ABSTRACT

TrkA was discovered as an oncogen, product of the fusion of its Tyrosine
kinase domain with Tropomiosin. Later on, it was identified as the receptor for the
Nerve growth factor (NGF).

The first steps in Trk signaling after ligand binding are well understood. And
also the pathways leading to MAPKs and PI3K-Akt activation. But receptor
internalization and retrograde transport are also important for the long term
signaling of TrkA, giving raise to a differential regulation of Trk receptors among
other growth factor receptors.

Receptor activation also induces an increase in intracellular calcium
concentration. That’'s why we thought on studying the relationship between TrkA
activation and calmodulin (CaM), as a prototypical calcium sensor.

First we described a direct and calcium-dependent interaction between
CaM and the c-terminal part of TrkA. The first part of this work consists on the
characterization of this interaction.

In order to check the effect of CaM binding on TrkA we used CaM
inhibitors. NGF-induced TrkA fosforilation was not inhibited upon CaM inhibition,
but Trk was cleaved, leading to constitutively active fragments. CaM is ubiquous
and necessary for many cell processes, so the second objective has been to
search for the CaM binding domain on TrkA in order to generate a TrkA mutant
defective in CaM binding.

We mutated a region containing a phosphorylatable Tyrosine Y701 that
constitutes a trafficking motif, as the putative binding site of CaM. The last part of
this project deals with the characterization of the mutants, and their effect even
regardless of CaM binding. Its phosphorylation might inhibit Trk function, and the
region constitutes a negative regulator of internalization.
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