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1 LAS NEUROTROFINAS Y SUS RECEPTORES
1.1 Antecedentes histdricos: descubrimiento del NGF y teoria neurotréfica

En 1892, Santiago Ramdn y Cajal publicd un articulo en la revista La Cellule donde
proponia una teoria segln la cual, los conos de crecimiento se orientan hacia sus
dianas atraidos por substancias especificas. Obviamente, en aquel momento Cajal
desconocia el concepto que hoy tenemos de factor neurotrofico, pero ya por aquel
entonces anticipd lo que seria el inicio de la teoria neurotréfica. Fue en la década de
1950 cuando se descubrié el primer factor neurotroéfico. Los trabajos de Rita Levi-
Montalcini, Viktor Hamburger y Stanley Cohen fueron los que condujeron al
descubrimiento de una molécula que sintetizada por las células diana, era capaz de
promover la supervivencia de las neuronas aferentes; se le denomind factor de
crecimiento nervioso o Nerve Growth Factor (NGF). Esta molécula promovia la
supervivencia neuronal y el crecimiento neuritico de las neuronas simpaticas del
sistema nervioso periférico (Cohen, 1960; Cohen & Levi-Montalcini, 1956). A partir de
ese momento, se establecio la teoria neurotréfica que postula que las neuronas son
producidas en exceso durante el desarrollo y los factores neurotrdficos funcionan
como factores de supervivencia para las neuronas pero son producidos en cantidades
limitantes. Aquellas neuronas que no establezcan conexiones con su célula diana o que
lo hagan de manera incorrecta moriran puesto que no lograran obtener la cantidad
necesaria de factor neurotrdéfico. De este modo, se asegura una concordancia entre el
nimero de neuronas que sobreviven y el requisito de inervacidon adecuado de cada

tejido.
1.2 Las neurotrofinas

Tras el descubrimiento del NGF como factor neurotréfico en el sistema nervioso
periférico, se observé que la mayoria de las neuronas del sistema nervioso central no
respondian a dicho factor y comenzé la busqueda de nuevos factores. En la década de
los afios ochenta, se aislé el factor neurotréfico derivado del cerebro o Brain Derived
Neurotrophin Factor (BDNF) (Barde et al, 1982). Se vio que la secuencia de la proteina
BDNF presentaba gran homologia en la secuencia del NGF y la conservacion en las
secuencias favorecio el aislamiento de nuevos miembros. Se establecié una correlacién

funcional a partir de una correlacién estructural (Leibrock et al, 1989).
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En mamiferos la familia de las neurotrofinas (NTs) estda compuesta por cuatro
miembros: el NGF, el BDNF, la neurotrofina 3 (NT-3) (Ernfors et al, 1990; Hohn et al,
1990) y la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Hallbook et al, 1991). En peces, se han descrito

ademas otras dos neurotrofinas: NT-6 y NT-7 (Gotz et al, 1994, Lai et al, 1998).

Las neurotrofinas son pequefios polipéptidos sintetizados y secretados
principalmente por neuronas del sistema nervioso tanto central como periférico, pero
también por células no neuronales de diferentes tejidos. Son inicialmente sintetizadas
como precursores a partir de un Unico exdn como pre-pro-neurotrofinas, constituidas
desde el extremo amino terminal, por un péptido sefial, un pro-dominio y un extremo
carboxilo terminal que constituird la molécula madura con actividad neurotréfica. Cada
precursor tiene que sufrir dos protedlisis: una primera escision en el reticulo
endoplasmatico que eliminara el péptido sefial y una segunda que escindira el pro-
dominio para dar lugar a la proteina madura. La secuencia de corte del pro-dominio
estd altamente conservada y esta constituida por aminoacidos dibasicos. En el caso del
pro-NGF la secuencia es reconocida por la endoproteasa Furina (Seidah et al, 1996;
Shooter, 2001). Las proteinas maduras presentan seis cisteinas altamente conservadas
entre las cuales se crean puentes disulfuro dando lugar a una estructura particular que
se denomina "nudo de cisteinas" (Bibel & Barde, 2000; McDonald et al, 1991). Se ha
descrito que las neurotrofinas son sintetizadas y liberadas en respuesta a la actividad

neuronal (Hall et al, 2000; Thoenen, 1995).

NH2 COOH

C
Sitio de corte conservado

Figura 1. Esquema de la estructura de las pre-pro-neurotrofinas. Modificado de Thoenen,
1995. Las pre-pro-neurotrofinas estan constituidas desde su extremo N-terminal por un
péptido sefal que se escinde en el reticulo endoplasmatico cuando la proteina ha entrado en
la ruta de secrecién. A continuacién, presentan un pro-dominio que serd escindido por una
endoproteasa, a través de un sitio de corte altamente conservado. El extremo C-terminal tras
el procesamiento proteolitico constituird la proteina madura con actividad neurotréfica. Estan
representados los seis residuos de cisteina (C) conservados que formaran puentes disulfuro.

Cabe destacar que existe cierta discrepancia sobre si la escisidon del pro-dominio es
un requisito previo indispensable para su secrecion o no. Diferentes grupos han

publicado datos opuestos. Por un lado, se ha publicado que pro-NGF y pro-BDNF son
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secretados y pueden ser procesados posteriormente en el medio extracelular por
diversas proteasas (Lee et al, 2001; Yang et al, 2009). Por otro, se ha publicado que la

escision del pro-BDNF es necesaria para su secrecion (Matsumoto et al, 2008).

1.3 Funciones de las neurotrofinas

El estudio de las neurotrofinas (NTs) desde su descubrimiento hasta hoy no ha
dejado de aumentar lo que ha favorecido que cada vez se conozca mds y mejor las
funciones en las que participan. Inicialmente, se describié que las NTs eran esenciales
para el desarrollo del sistema nervioso de los vertebrados y criticas para la
diferenciacién y la supervivencia de poblaciones neuronales especificas (Snider, 1994).
Ademds, las NTs regulan el crecimiento axonal y dendritico, las conexiones sindpticas,
la expresion de proteinas cruciales para una correcta funcion neuronal (como por
ejemplo, neurotransmisores o canales idnicos) y regular la plasticidad sindptica.

Revisado en Arevalo & Wu, 2006; Bibel & Barde, 2000; Chao, 2003.

La implicacién de las neurotrofinas en procesos cognitivos tales como el
aprendizaje y la memoria (Hall et al, 2000; Soliman et al, 2010), junto con la
controversia existente sobre su presencia en D. Melanogaster, hacia suponer que las
neurotrofinas no eran necesarias para el desarrollo de los circuitos neuronales, pero
que estaban implicadas en altos 6rdenes de actividad (Chao et al, 2003). Sin embargo,
ciertas evidencias recientes de que las neurotrofinas como sus receptores estan
presentes en D. Melanogaster (Chao, 2003; Pulido et al, 1992; Sutcliffe et al, 2013; Zhu
et al, 2008), hace suponer una mayor implicacién de las neurotrofinas en la formacion

del sistema nervioso no solamente de los vertebrados.

La alteracién en los niveles de neurotrofinas estd implicada en el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer y Ia
enfermedad de Huntington (Boissiere et al, 1997; Matrone et al, 2009; Zuccato et al,
2001). Asi mismo, se ha demostrado la implicacion de las neurotrofinas en la depresién
y en el abuso de drogas. Por todo ello, se puede afirmar que las funciones de las
neurotrofinas median desde el desarrollo neuronal hasta la neurodegeneracion,

incluyendo los trastornos psiquiatricos (Chao et al, 2006).
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1.4 Los receptores de neurotrofinas Trk

Las neurotrofinas ejercen sus funciones a través de dos tipos de receptores
transmembrana: los receptores de tipo Trk (Tropomyosin-Related Kinase) que
pertenecen a la familia de receptores con actividad tirosina quinasa (RTK) y el receptor
p75NTR (p75 neurotrophin receptor) perteneciente a la familia de receptores del factor

de necrosis tumoral (TNFR).

En el afio 1986, se clond el cDNA correspondiente al receptor humano del NGF
(Chao et al, 1986), que codifica una proteina transmembrana de 75kDa y que es capaz
de unir NGF. Se le denominé p75""" puesto que unia todas las neurotrofinas. A pesar

NTR

de que se habia demostrado la unidn entre el receptor p75" " y el NGF, ésta era de

baja afinidad (Radeke et al, 1987). Por otro lado, se habia visto que el NGF inducia

fosforilacién en tirosina en células PC12 pero no a través de p75"""

, por lo que se
pensd que debia existir otro receptor que uniese NGF con mayor afinidad y con ciertas

caracteristicas que p75" " no poseia.

Paralelamente, también en el aifio 1986 el Dr. Martin Zanca y colaboradores
describieron una nueva forma oncogénica con actividad tirosina quinasa (Martin-Zanca
et al, 1986a; Martin-Zanca et al, 1986b) a la que denominaron Trk y que
posteriormente, pasaria a denominarse TrkA al ser clonados el resto de miembros de
la familia. Poco tiempo después, se cloné el receptor TrkB (Klein et al, 1990; Leibrock
et al, 1989) y se describié que TrkA y TrkB eran los receptores para las neurotrofinas
NGF y BDNF, respectivamente (Kaplan et al, 1991; Klein et al, 1991). TrkC fue descrito

en ultimo lugar siendo el principal receptor para NT-3 (Lamballe et al, 1991).

1.4.1 Estructuray afinidad

Los receptores Trk pertenecen a la familia de los RTK, pero se distinguen de otros
miembros de esta familia principalmente por la organizaciéon estructural de sus
dominios extracelulares. En su dominio extracelular, contienen dos regiones ricas en
cisteinas encontrandose entre ellas un dominio con tres motivos ricos en leucinas. A
continuacion, se encuentran dos dominios de tipo inmunoglobulina-C2. Presentan un
unico paso transmembrana y finalmente, en la regidn intracelular presentan un

dominio con actividad tirosina quinasa (TK) y un corto extremo carboxilo terminal.
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Cabe destacar la presencia de diversas tirosinas conservadas en la parte
citoplasmatica. Al igual que otros RTKs, la fosforilacién de estas tirosinas regula su
actividad y proporciona los sitios de reclutamiento de moléculas adaptadoras y
enzimas que intervienen en la iniciacion de las cascadas de sefializacién intracelular
(Bibel & Barde, 2000; Huang & Reichardt, 2003; Patapoutian & Reichardt, 2001;

Sofroniew et al, 2001).

NH2

Dominio
Leucinas

Dominio
Cisteinas

Dominio
g2 90,

NGF

Figura 2. Esquema representativo de la estructura
del receptor de neurotrofinas TrkA. Desde el
extremo amino terminal, presenta un dominio rico
en leucinas, flanqueado por dos dominios ricos en
cisteinas. A continuacidn contiene dos dominios del
tipo inmunoglobulina (lg), atraviesa la membrana
plasmatica y en la parte citoplasmatica presenta el
Tyr 670 dominio con actividad tirosina quinasa. Las tirosinas
Tyr 674 (Tyr) que regulan la activacion del receptor vy
Tyr675 proporcionan los sitios de anclaje para iniciar las
cascadas de sefalizacidn intracelular se indican
segun la nomenclatura del receptor TrkA humano.

Extracelular

Citoplasma

Tirosina
quinasa

Tyr 785
COOH

Mudltiples estudios han demostrado que las neurotrofinas se unen al segundo
dominio del tipo inmunoglobulina (Ig-2), pero se ha visto que el primer dominio (Ig-1)
también estd implicado, asi como que los dominios ricos en cisteina y en leucina tienen
un efecto modulador en dicha interaccién (Perez et al, 1995; Urfer et al, 1998;
Wiesmann et al, 2000). Se puede decir, que cada uno de los dominios extracelulares de
los receptores Trk ayuda a modular la unidn del ligando, ya sea por la interaccién
directa con las neurotrofinas o por la modulacion de los cambios conformacionales en
los dominios de unién (Arevalo et al, 2001; Wehrman et al, 2007). Las neurotrofinas
crean dimeros activos estables no covalentes y se unen a los receptores Trk en forma

de dimeros (McDonald et al, 1991).
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BDNF A pesar de que la secuencia y la estructura de las

NGF NT-4/5 NT-3
[ ] (] [ ] neurotrofinas es muy similar entre ellas, difieren
l 1 l enormemente, en su afinidad por los tres receptores

Trk. El NGF se une especificamente a TrkA, el BDNF a
TrkB y la NT-3 se une preferentemente a TrkC, aunque
tiene cierta promiscuidad, ya que también puede unirse
a TrkA y TrkB. La NT4/5 también se une a TrkB aunque
con menor afinidad que el BDNF (Arevalo & Wu, 2006).

TrkA TrkB  TrkC

Figura 3. Afinidad de las neurotrofinas hacia los diferentes receptores Trks.

El procesamiento alternativo del exén 9 del gen trkA puede dar lugar a dos
isoformas denominadas TrkA-l y TrkA-Il, que se diferencian por una insercion de seis
aminoacidos en la region yuxtamembrana extracelular en TrkA-Il (Barker et al, 1993).
La isoforma TrkA-lI presenta una disminucion en su afinidad hacia la NT-3 pero
sorprendentemente, no disminuye la afinidad hacia el NGF (Clary & Reichardt, 1994).

Tras el descubrimiento del receptor TrkA se vio que unia NGF con una afinidad

similar a la observada con p75"™"

. Entonces surgieron diversas hipotesis sobre los
receptores de alta y baja afinidad. Se observd que la presencia/ausencia del receptor
p75NTR modulaba la afinidad de las neurotrofinas por sus receptores. Asi en presencia
de p75"™, NT-3 se une de manera menos eficiente a TrkA y NT4/5 a TrkB. En otras

NTR

palabras, la presencia de p75" " aumenta la especificidad de TrkA y TrkB hacia sus

NTR

ligandos principales (Clary & Reichardt, 1994). Se esclarecio asi que p75" "y TrkA eran

necesarios para crear los sitios de alta afinidad (Mahadeo et al, 1994).

1.4.2 Activacion y cascadas de sefalizacion

Al igual que sucede con el resto de miembros de la familia de los RTK, la unién del
ligando provoca la dimerizacién del receptor. De esta manera, dos dominios TK se
encuentran lo suficientemente préximos para que se produzca la autofosforilacién en

trans en los residuos de tirosina situados en los lazos de activacion del dominio TK.

El estudio de los acontecimientos que siguen a la activacién de los receptores Trk

ha revelado una compleja red de vias de sefalizacion que aun no se comprende
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totalmente y que incluye numerosas proteinas. La fosforilacién de los residuos de
tirosina en el lazo de activacién tiene dos funciones bdsicas: la primera es la trans-
fosforilacidn eficiente de otros residuos de tirosina esenciales para la propagacion de
la sefial y la segunda es proporcionar lugares de anclaje para proteinas especificas que

sirvan de adaptadores.

En el receptor TrkA humano, tras la unidn del NGF se fosforilan inicialmente cinco
tirosinas, tres localizadas en la region catalitica (Y670, Y674 y Y675) y dos fuera de ella
(Y490 y Y785). Las tirosinas Y490 y Y785 una vez fosforiladas son sitios de unién para
proteinas que contengan dominios que reconozcan tirosinas fosforiladas como son los
dominios del tipo SH2 (Src Homology 2) y PTB (Phosphotyrosine binding domain) (Koch
et al, 1991; van der Geer & Pawson, 1995).

La activacién de TrkA se produce inmediatamente tras la interaccion con NGF y su
actividad TK es maxima entre 5 y 10 minutos atenuandose posteriormente (Klein et al,
1991). La reduccion de la actividad catalitica se debe a la defosforilacién e
internalizacién de los receptores (Hempstead et al, 1992). Tras la unidn del ligando, se
desencadenan principalmente tres grandes cascadas de sefalizacion que a

continuacion paso a describir:

1) Ruta de las MAPK (Mitogen activated protein kinases).

Las neurotrofinas pueden estimular de dos maneras diferentes la ruta de las MAP
quinasas: de manera transitoria (1-2h aprox) o de manera prolongada (7h aprox)
(Marshall, 1995). La activacién transitoria estd mediada por la activacidn rapida y
momentanea de la GTPasa Ras. La fosforilacidon del residuo Y490 del receptor facilita el
acoplamiento de la proteina Shc que a su vez reclutara la proteina adaptadora Grb2
para formar un complejo con el intercambiador SOS. La activacién de SOS promueve el
intercambio de GDP por GTP para activar Ras que estimulara a tres proteinas quinasas
gue actian de manera secuencial: Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK), culminando con la

activacion de ERK (MAPK) (Kaplan & Miller, 2000).

La activacién prolongada de la ruta requiere la activacién del intercambiador de
nucledtidos de guanina C3G a través del adaptador CrkL. C3G activa entonces la

GTPasa Rapl para activarad la serin-treonin quinasa B-Raf lo que resultard en la
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activacion sostenida de la MAPK (Wu et al, 2001; York et al, 1998). Esta via requiere la
internalizacién del receptor de Trk en el compartimiento endosomal (Arevalo et al,
2006; Wu et al, 2001; York et al, 2000; York et al, 1998). A pesar de que la activacion de
Rapl a través de CrkL-C3G esta aceptada, existe cierta controversia sobre cédmo la
sefial se transmite desde el receptor hasta la proteina CrkL. Por un lado, se ha
propuesto la proteina ARMS/kidins220 como una proteina adaptadora para la
sefializacion prolongada de la ruta de las MAP quinasas (Arevalo et al, 2004). Tras el
tratamiento con NGF, ARMS se fosforila rapidamente en tirosina y proporciona un sitio
de unidn para el complejo CrkL-C3G, lo que conlleva a la activacién sostenida de la ruta
(Arevalo et al, 2006). Otros grupos han propuesto que la activacion de Trk y la
fosforilacion en el residuo Y490 provoca el reclutamiento y la fosforilacion del
adaptador FRS2 (Fibroblast growth factor receptor sustrate 2), que proporciona sitios
de uniodn a diversas proteinas incluyendo Grb2. In vitro, FRS2 se puede unir al residuo
Y490 fosforilado de TrkA y también puede interactuar con CrkL (Kao et al, 2001;
Meakin et al, 1999; Yan et al, 2002).

La activacion de la ruta de las MAP quinasas se ha relacionado con la sefializacion y
la regulacién de la transcripcion implicada en la supervivencia neuronal y la
diferenciacién (Hagag et al, 1986; Szeberenyi et al, 1990). Entre los sustratos de esta
ruta cabe destacar las quinasas Rsk y MSK1 que activan el factor de transcripcion CREB
(cAMP response element binding) que controla la expresidén de genes esenciales para la
supervivencia/muerte neuronal y la diferenciacién (Deak et al, 1998; Ginty et al, 1994;

Xing et al, 1996).

2) Ruta PI3K/AKT.

Los receptores Trk una vez activos unen Shc, en el residuo Y490, que asociandose
con Grb2 y Gab1 activaran PI3K y ésta a su vez activard Akt (Holgado-Madruga et al,
1997). Las neurotrofinas desempefian un papel fundamental en la supervivencia
neuronal durante el desarrollo y la sefializacién a través de la via PI3K-Akt es una de las
principales responsables, ya que entre los sustratos de Akt se incluyen proteinas
implicadas en la muerte celular. Asi la proteina Akt fosforila e inactiva la proteina pro-
apoptdtica Bad (Datta et al, 1997). Del mismo modo, Akt inactiva el factor de

transcripcién forkhead (FKHRL1) que regula la expresion de varios genes implicados en
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la muerte celular, como por ejemplo el ligando Fas (Brunet et al, 1999; Zheng et al,
2002). Por otra parte, la supervivencia via NF-kB se activa a través de Akt, ya que Akt
fosforila la subunidad inhibidora de NF-KB (IkB) liberando asi el factor transcripcional y
permitiendo su migracion al ndcleo. Finalmente, Akt se encuentra activa en el cono de
crecimiento favoreciendo el crecimiento y la ramificacion del axén en neuronas
sensoriales mediante la fosforilacion e inactivacidon de GSK-3p a nivel local, lo que lleva
al ensamblaje de los microtubulos que promueven el crecimiento axonal (Markus et al,
2002; Zhou et al, 2004).

3) Rutade PLC-y.

PLC-y es una enzima cuya actividad es inducida por las neurotrofinas al unirse al
residuo Y785 fosforilado. Tras su activacién, hidroliza fosfatidil-inositoles bifosfato
(PIP2) generando inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), dos importantes
segundos mensajeros (Obermeier et al, 1993). El IP3 estimula la liberacién de calcio
intracelular que activara la proteina calmodulina asi como quinasas dependientes de
calcio/calmodulina. El DAG por su parte activa diferentes isoformas de la enzima PKC y,

finalmente, la via de las MAPK (Corbit et al, 1999).

Figura 4. Vias de sefalizacién activadas por
el receptor TrkA. Esquema representativo
de las cascadas de seiializacién intracelular
mediadas por el receptor TrkA tras un
estimulo de NGF. Se representan las
diferentes proteinas que se asocian con los
residuos de fosfotirosina especificos (Y490 e
Y785) del dominio citoplasmatico del
receptor TrkA humano. Dichas cascadas de

Gab1 ,
PI3K DIFERENCIACION ~ 1 ., . . .
Akt PROLIFERACION sefializacion provocaran supervivencia,

SUPERVIVENCIA proliferacién, crecimiento de neuritas vy
transcripcién génica.

SUPERVIVENCIA

Los receptores Trk también pueden activarse en ausencia de neurotrofinas a través
de un fendmeno denominado transactivacion, que se basa en la activacion de los
receptores Trks en respuesta a la activacidn por ligando de los receptores acoplados a
proteina G (GPCR). Concretamente, la adenosina y el PACAP (pituitary adenylate

cyclase-activating polypeptide) son dos de los ligandos de los GPCR que pueden activar
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los receptores Trk a través de la fosforilaciéon de Shc y PLC-y y aumentando la
supervivencia neuronal a través de la activacién de Akt en neuronas de hipocampo in

vitro y en células PC12 (Lee & Chao, 2001; Rajagopal et al, 2004).

1.5 Elreceptor p75™'"

Estructuralmente, el receptor p75"'" estd compuesto por un dominio extracelular
(ECD) que atraviesa la membrana un sola vez y un domino intracelular (ICD). Se incluye
en la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) al presentar en su
dominio extracelular cuatro regiones ricas en cisteinas (CR1-CR4 con 6 cisteinas cada

una). En la parte intracelular posee un dominio de muerte celular.

pro-NGF / pro-BDNF

<«

g ‘ pro-NT-3 / pro-NT-4/5

é_:) NGF / BDNF Figura 5. Esquema representativo de la
. NT-3 /NT-4/5 estructura del receptor p75"™" y su afinidad

hacia las diferentes neurotrofinas. En su
parte extracelular el receptor p75""" presenta
cuatro regiones ricas en cisteinas, presenta
un Unico paso transmembrana y en su parte

intracelular contiene un dominio de muerte
NTR

Extracelular

Citoplasma

Dominio celular. El receptor p75 une todas las
de neurotrofinas con similar afinidad e incluso
muerte une pro-neurotrofinas con una afinidad

mayor. CR: dominio rico en cisteinas.

NTR presenta una afinidad similar hacia todas las neurotrofinas

El receptor p75
maduras, sin embargo, une las pro-neurotrofinas (pro-NT) con mayor afinidad (Lee et
al, 2001). La unidn del NGF tiene lugar en la tercera y cuarta repeticion de cisteinas
(Dechant & Barde, 2002). El pro-dominio de las pro-NT interfiere con la unién y la
activacion de los receptores Trk y por lo tanto, hace que las pro-NT sean ligandos mas

NTR Ademds, el pro-dominio de las pro-NT interactta

selectivos para el receptor p75
con el receptor de sortilina el cual se asocia y coopera con p75""" para unir pro-NT con
alta afinidad (Nykjaer et al, 2004). De este modo, las pro-NT pueden ejercer acciones

diferentes, complementarias e incluso contrarias a las NT (Hempstead, 2006).

El receptor p75NTR se expresa ampliamente tanto en tejidos neurales como no
neurales. Sus niveles de expresidn son maximos durante el desarrollo aunque

disminuye drasticamente en la etapa adulta (Friedman et al, 1991). No obstante,
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mantiene una expresion reducida en las neuronas colinérgicas, en las neuronas
sensoriales y en las motoneuronas espinales (Ernfors et al, 1988; Verge et al, 1992).
Cabe destacar que diferentes tipos de lesidn y ciertos factores de estrés celular son

NTR , .
en las células neuronales y gliales

potentes inductores de la expresién de p75
(Ernfors et al, 1989).

NTR se le han atribuido muchas y variadas

Desde su descubrimiento al receptor p75
funciones: 1) Se caracteriz6 como un co-receptor capaz de favorecer las sefiales de
supervivencia mediadas por los receptores Trk (Hempstead et al, 1991; Mahadeo et al,
1994). 2) Se demostrd su implicacién en mediar la sefial de muerte celular, aunque
esta funcion a menudo pero no siempre, estd asociada con las pro-NT y el receptor
sortilina (Arnett et al, 2007; Kalous et al, 2012; Nykjaer et al, 2004; Yang et al, 2009). 3)
Se ha descrito que p75"'" juega un papel importante en la migracién celular asi como
en la elongacién y la retraccién de neuritas (Ben-Zvi et al, 2007). 4) Se ha demostrado
gue es un importante regulador del ciclo celular y de la diferenciacién de las células

progenitoras (Frade, 2000).

NTR al no poseer actividad enzimética

La transmisién de la senal del receptor p75
intrinseca requiere la asociacién con proteinas adaptadoras citoplasmaticas que
terminan desencadenando la sefializacién mediada por el factor de transcripcion NF-kB
y la proteina JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Friedman, 2000; Yoon et al, 1998). Hasta la
fecha se han descubierto numerosas proteinas que interaccionan con el receptor (ver
tabla 1). Sin embargo, aun queda mucho por dilucidar con respecto a la transduccién
de su sefal. Se postula que las neurotrofinas pueden usar la protedlisis intramembrana
regulada (RIP) de p75NTR para transmitir sefiales intracelulares. El receptor p75NTR se
escinde por una a-secretasa denominada TACE/ADAM17 (tumor necrosis factor-a
converting enzyme/a disintegrin and metallopeptidase domain 17) que provoca la
liberacion del ectodominio (Weskamp et al, 2004). Dicha enzima se activa como
consecuencia de su fosforilacion tras la activacion de los receptores Trk (Kommaddi et

al, 2011). Por otro lado, el fragmento C-terminal de p75NTR

es escindido por una y-
secretasa, permitiendo la liberacidon del dominio intracelular al citosol (Kanning et al,
2003). Datos recientes sugieren que la unién las neurotrofinas al dominio extracelular

del receptor puede inducir la escision via y-secretasa y mediar la translocacién del
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dominio intracelular (ICD) al nucleo (Frade, 2005). Este hecho presenta gran interés ya

gue podria ser una nueva ruta de sefializacion mediada por las neurotrofinas a través

del receptor p75"™*

. Cabe destacar que un alto numero de proteinas adaptadoras del

receptor que interactian con el ICD, se localizan en el nucleo tras la activacion de

p75"™" y/o TrkA por NGF (Chittka & Chao, 1999; Kenchappa et al, 2006; Kendall et al,

2003; Pincheira et al, 2009; Salehi et al, 2000).

Proteinas adaptadoras Dominio de Referencia
unién

Neurotrophin receptor-interacting factor JMyDD (Casademunt et al, 1999)
(NRIF)
Neurotrophin receptor-interacting MAGE M (Salehi et al, 2000)
homolog (NRAGE)
p75-associated death executor (NADE) / DD (Mukai et al, 2000)
Brain-expressed X-linked 3 (Bex3)
Schwann cell factor-1 (SC-1) M (Chittka & Chao, 1999)
Ras homolog family member A (RhoA) DD (Yamashita et al, 1999)
Fas-associated phosphatase-1 (FAP-1) C-t SPV (Irie et al, 1999)
Ankyrin-rich membrane spanning (ARMS) ND (Kong et al, 2001)
Tumor necrosis factor receptor-associated M (Ye et al, 1999)
factor 4 (TRAF4)
Tumor necrosis factor receptor-associated M (Khursigara et al, 1999; Ye
factor 6 (TRAF6) et al, 1999)
Drosophila TRAF1 (DTRAF1) ICD (Zapata et al, 2000)
Receptor-interacting protein-2 (RIP2) DD (Khursigara et al, 2001)
Brain-expressed X-linked 1 (Bex1) DD (Vilar et al, 2006)
Interleukin 1 receptor-associated kinase ICD (Mamidipudi et al, 2002)
(IRAK)
Caveolin-1 ICD (Bilderback et al, 1999)
Sal like protein 2 (Sall2) DD (Pincheira & Donner, 2008)

Tabla 1. Proteinas adaptadoras del receptor p75

NTR

. Adaptado y actualizado de Roux & Barker,

2002. JM: dominio yuxtamembrana; DD: dominio de muerte; ICD: dominio intracelular; ND: no

determinado.
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> EL RECEPTOR ESPECIFICO DEL NGF: TrkA
2.1 Patrdn espacio-temporal de expresion del gen trkA

El receptor TrkA se expresa principalmente en el sistema nervioso (SN) aunque no
de manera exclusiva y su patrén de expresién no solapa con el de TrkB o TrkC, a
excepcion de ciertos momentos tempranos del desarrollo (Cochran et al, 1999; Huang
et al, 1999a). Como se comentd anteriormente, existen dos formas alternativas del
receptor TrkA, denominadas TrkA-l y TrkA-Il. La isoforma TrkA-Il contiene una insercién
de 6 aminoacidos en el dominio extracelular cerca de la region yuxtamembrana. Los
tejidos neurales expresan mayoritariamente la isoforma TrkA-ll, mientras que los

tejidos no neurales expresan ambas isoformas (Barker et al, 1993).

Dentro del SN, el gen trkA se expresa en el sistema nervioso central (SNC) y en el
sistema nervioso periférico (SNP). Sin embargo, su expresion es principalmente
periférica, localizandose en las neuronas nociceptivas de pequefio tamafo de los
ganglios de la raiz dorsal (DRG) y del ganglio del trigémino (TG) y en neuronas
simpaticas (Martin-Zanca et al, 1990). La expresién de TrkA en el SNC es mas
restringida, localizdndose concretamente en las neuronas colinérgicas del estriado y de
los nucleos basales que proyectan hacia el hipocampo vy la corteza cerebral (Holtzman
et al, 1992; Martin-Zanca et al, 1990). El patron de expresién de trkA solapa en gran

medida con el de p75"™}

en neuronas del SNC y del SNP (Ernfors et al, 1989; Friedman
et al, 1991). La expresion de trkA no estd limitada a las neuronas ya que se ha
observado tanto en células gliales como las células de Schwann en el SNP o en

astrocitos y en células microgliales del SNC (Savaskan et al, 2000).

Al margen del sistema nervioso, se han identificado las isoformas TrkA-1y TrkA-Il en
células del sistema inmune (monocitos, linfocitos) asi como en el sistema endocrino,
en el sistema reproductor (masculino y femenino), en el rifndn y en los pulmones
(Lomen-Hoerth & Shooter, 1995; Tam et al, 1997; Tessarollo, 1998). En el sistema
inmune, las neurotrofinas ejercen funciones de supervivencia, proliferacién y
diferenciacién (Coppola et al, 2004; Tessarollo, 1998). En el sistema reproductivo,
parece que TrkA participa en la maduracion de las gédnadas durante el desarrollo (Cupp

et al, 2002).
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El receptor TrkA se expresa en las neuronas de los ganglios raquideos de una
manera espacio-temporal tan precisa que sugiere estar altamente regulada. Durante el
desarrollo mas del 80% de las neuronas de los DRG expresan TrkA, mientras que en la
vida postnatal este porcentaje se reduce hasta el 50% (Bennett et al, 1996; Farinas,
1999). Mediante la técnica de Northern Blot, se detectaron transcritos de trkA a partir
del estadio embrionario 9.5 dias (E9.5) del ratén, coincidiendo con los estadios
tempranos de neurogénesis en los DRG y en el TG (Martin-Zanca et al, 1990; Wyatt &
Davies, 1993). El pico maximo de expresion de trkA en las neuronas nociceptivas de los
DRG se alcanza a E13.5 (Lawson & Biscoe, 1979). La expresién de trkA en los ganglios

simpdticos se detecta en el estadio E17.5 (Martin-Zanca et al, 1990).

2.2 Ratones Knock-Out para trkA y ngf

Una de las principales herramientas para estudiar las funciones del NGF y de su
receptor TrkA ha sido la generacidon de ratones Knock-Out (KO). Existe una clara
coincidencia en el fenotipo de los animales carentes de trkA y de ngf, lo que apoya la
intima relacién existente. El fenotipo de estos ratones KO se caracteriza por: 1) ser
viables en el momento del nacimiento, aunque la mayoria mueren durante el primer
mes de vida, lo que no permite un estudio mdas avanzado. 2) Presentar cierto
comportamiento de mutilacion. 3) Presentar una reduccidon en la respuesta a los

estimulos dolorosos (Crowley et al, 1994; Smeyne et al, 1994).

Los ratones KO para trkA y para ngf presentan una reduccién del 80% en el numero
de neuronas de los ganglios raquideos, del ganglio cervical superior y del ganglio
trigémino (Crowley et al, 1994; Smeyne et al, 1994). La pérdida de neuronas de los
ganglios raquideos se cine, principalmente, a las neuronas peptidérgicas de pequeno
tamafio implicadas en la nocicepcién y termocepcién que inervan las laminas | y Il del
asta dorsal de la médula espinal. Por el contrario, las neuronas de mayor tamafio que
expresan los receptores TrkB y TrkC siguen presentes en los ganglios raquideos de
estos ratones KO. Hacia el dia postnatal 10 (P10), dichos ratones carecen ademads de
una gran parte de las neuronas de los ganglios simpaticos del SNP, lo que contrasta
con la pérdida temprana (a PO) de las neuronas de los DRG poniendo de manifiesto
una diferente dependencia temporal de la via NGF/TrkA en estos dos grupos

neuronales (Farinas, 1999; Snider, 1994).
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A nivel del SNC, la situacién es menos clara. La supervivencia de las neuronas
colinérgicas de los ganglios basales (caracterizadas por responder al NGF y expresar
TrkA) en los ratones KO para trkA y ngf no se ve afectada de manera notable ya que
sobreviven y se diferencian en ambos linajes de ratones. Este hecho hace cuestionar la
dependencia de dichas neuronas de NGF, aunque dichos ratones mueren durante el
primer mes de vida lo que no permite un estudio a mas largo plazo (Crowley et al,
1994; Smeyne et al, 1994). Dichas neuronas parecen estar atrofiadas al presentar una
reduccion en la sintesis de acetilcolina transferasa (ChAT) (Crowley et al, 1994). Esto
indicaria que el principal papel del NGF en dichas neuronas es el mantenimiento de su
fenotipo colinérgico y que, posiblemente, su supervivencia dependiese de mecanismos
redundantes aun presentes en ausencia de NGF. Ademas, las proyecciones de estas
neuronas colinérgicas al hipocampo y al cortex cerebral tampoco se ven afectadas
(Crowley et al, 1994). En cambio, la pérdida de TrkA si conlleva una marcada reduccién
de dichas proyecciones al verse afectada la supervivencia de las neuronas colinérgicas
(Smeyne et al, 1994). Para facilitar el estudio de las neuronas colinérgicas de los
ganglios basales y su dependencia del eje NGF/TrkA, se han creado diversos ratones
mutantes condicionales. Sin embargo, los datos obtenidos son controvertidos. Por un
lado, se emplearon ratones condicionales para ngf y para trkA en el SNC eliminando
ambas proteinas en células progenitoras neuronales (nestina positivas) y se describid
gue ambas proteinas eran necesarias para la supervivencia de un conjunto de
neuronas colinérgicas del SNC (Muller et al, 2012). Se describié que las neuronas
colinérgicas no presentaron niveles inferiores en la expresiéon de ChAT sino que la
pérdida en los niveles de ChAT era atribuible a la pérdida neuronal que presentaron los
ratones mutantes y tampoco se encontré reducida la inervacion colinérgica (Muller et
al, 2012). Por otro lado, se emplearon ratones condicionales que no expresaron trkA
en las neuronas del SNC al utilizar un ratén DIx5/5-Cre y se describié que dichos
ratones si presentaron un descenso en los niveles de ChAT, sin observar pérdida
neuronal aunque si un defecto en la inervacion colinérgica del cortex y del hipocampo

(Sanchez-Ortiz et al, 2012).
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2.3 Expresion de trkA mediada por NGF

A pesar de que se desconocen los estimulos que promueven la expresién de TrkA,
existen datos publicados que muestran que el NGF es uno de los factores que puede
favorecer la expresién de trkA. En las neuronas sensoriales del ganglio trigémino, los
niveles del mMRNA de trkA incrementan rapidamente entre E12 y E15 a medida que las
neuronas se vuelven dependientes de NGF (Wyatt & Davies, 1993), lo que haria pensar
en una regulacidn interna entre las dos proteinas. Se ha descrito que el NGF estimula
la actividad transcripcional de trkA en células PC12 y en neuronas colinérgicas de los
ganglios basales (Holtzman et al, 1992; Li et al, 1995; Meakin et al, 1992; Zhou et al,
1995). En experimentos con células PC12 estimuladas con NGF se observd que el
tratamiento agudo (1 hora) no incrementd los niveles de TrkA, sin embargo, el
tratamiento prolongado (2 dias) incrementé significativamente los niveles de TrkA a
nivel de proteina (Zhou et al, 1995). Asi mismo, los niveles del mRNA de trkA también
se vieron incrementados tras un tratamiento prolongado de NGF (Meakin et al, 1992;
Zhou et al, 1995). En las neuronas colinérgicas de los ganglios basales se obtuvieron
resultados idénticos, el tratamiento con NGF incrementd los niveles del mRNA de trkA
(Holtzman et al, 1992; Li et al, 1995). La administracién de anticuerpos a-NGF que
bloquean la accién del NGF endégeno condujo a una disminucién del mRNA de trkA
(Holtzman et al, 1992; Li et al, 1995). Recientemente, se ha descrito que el aumento en
la expresion del mRNA de trkA producido por NGF es en parte dependiente de los

factores de transcripcién HAND (Doxakis et al, 2008).

2.4 Descubrimiento del promotor minimo del gen trkA

A finales de la década de los afios 90, el grupo del Dr. Kilpatrick en colaboracién con
el grupo del Dr. Martin-Zanca, describieron el promotor minimo del gen trkA humano
(Chang et al, 1998). Observaron que dicho promotor presentaba una actividad
transcripcional variable que era especifica de cada linea celular. Asi mismo, localizaron
las secuencias reguladoras que mediaban dicho proceso especifico y comprendian una
region de 138 pares de bases (pb) previas al punto de inicio de la transcripcién.
Observaron como las lineas celulares de neuroblastoma que presentaban altos niveles
de expresién de TrkA, estaban enriquecidas en proteinas especificas que formaban

varios complejos de unién al DNA en la regidn reguladora descrita (Chang et al, 1998).
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Un afo después, se publicd la caracterizacidén del promotor del gen trkA de ratdn.
Al igual que sucedia en la regién promotora humana, un segmento de 150 pb previo al
inicio de la transcripcion fue suficiente para dirigir la transcripcidn en lineas celulares
que expresaban TrkA enddégenamente (Sacristan et al, 1999). Describieron un
elemento cis-regulador esencial para la actividad promotora y una regiéon donde el
factor de transcripcion Spl se une formando un complejo con el DNA (Sacristan et al,

1999).

En el afio 2000, el grupo del Dr. Parada identificd una secuencia de 457 pb antes del
primer exdn codificante del gen trkA de ratén que era suficiente para dirigir la
expresion in vivo de TrkA (Ma et al, 2000). Realizaron un analisis de los elementos cis-
reguladores en esa regidn e identificaron los sitios requeridos para la expresion global
del gen y los sitios especificos que se requieren para la expresion de TrkA en las
neuronas simpaticas, en las neuronas de DRG y del trigémino. Entre los multiples sitios
consenso descritos por este grupo cabe destacar: HAND, Spl, MZF e IKAROS (Ma et al,
2000).

De acuerdo con los datos publicados, la maquinaria transcripcional que controla la
expresion del gen trkA es diferente para cada poblacion neuronal y parece estar

regulada por multiples factores.

2.5 Factores de transcripcion implicados en la expresion de TrkA en DRG

Hasta la fecha, se han descrito numerosos factores de transcripcién implicados en
la regulacién de la expresion del receptor trkA. A continuacion, paso a exponer algunos
de los datos que se conocen sobre los factores de transcripcion mas importantes

implicados en la expresion de TrkA:

KIf7: Para buscar factores de transcripcion que pudiesen participar en la regulacion
de trkA, se realizd un screening a partir de cDNA de DRG de ratén (E13.5), para ver qué
proteinas podian unirse a los sitios consenso descritos en el promotor del gen trkA
descrito por el grupo del Dr. Parada. Se encontré la proteina KIf7 como un regulador
potencial de TrkA ya que interaccionaba con el promotor a través del sitio lkaros2 (Lei
et al, 2001). Se describié que el KO para KIf7 presenta una disminucion de TrkA tanto a

nivel de proteina como de mRNA en el estadio E11.5 en las neuronas de DRG aunque
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su expresion no desaparece completamente (Lei et al, 2005). Ademas, se identificd la
proteina MoKA (Modulator of Klf7 Activity) como una proteina que interaccionaba y

modulaba al alza el efecto transcripcional de KIf7 (Smaldone et al, 2004).

Brn3a: Fue uno de los primero factores de transcripcion implicados en la regulaciéon
de los receptores Trk y ha sido uno de los mas estudiados. El grupo del Dr. Reichardt,
describié un KO para este factor de transcripcién y observaron que Brn3a era
necesario para el inicio de la expresion de TrkC y para el mantenimiento de la
expresion de TrkA y de TrkB en las neuronas del TG. La expresidn de TrkA en ese ratdn
KO a E11.5 era normal pero a partir del estadio E12.5 tenia lugar una pérdida
progresiva de neuronas TrkA positivas (Huang et al, 1999b). Posteriormente, el grupo
del Dr. Parada identificd dos lugares de union para Brn3a en el promotor de trkA y
corroboraron los datos del grupo del Dr. Reichardt (Ma et al, 2003). Sin embargo, la
implicacion de Brn3a en la expresion de TrkA no esta clara ya que estudios recientes en
neuronas de DRG han puesto de manifiesto la implicacion de Brn3a en la segregacién
de las neuronas (TrkA/TrkB y TrkA/TrkC) y en la proyeccion correcta de las neuronas
hacia la médula espinal (Zou et al, 2012). Ademas, varios grupos han demostrado que
Brn3a in vitro no es capaz de promover la actividad del promotor de trkA descrito por
el grupo del Dr. Parada en células PC12 (Lei et al, 2006; Valderrama & Misra, 2008). Sin
embargo, la presencia adicional de KIf7 si promueve que Brn3a incremente la actividad
transcripcional del promotor de trkA en ese mismo tipo celular (Lei et al, 2006). Ello
podria indicar que la accién Brn3a sobre el promotor de trkA in vivo requiere la
asociaciéon de otras proteinas. Por otro lado, se ha descrito que una regién que
contiene el promotor minimo descrito por el grupo del Dr. Martin Zanca, pero que no
es tan amplia como el promotor descrito por el grupo del Dr. Parada, es suficiente para
promover la actividad transcripcional del factor Brn3a sobre trkA en las células PC12

por si solo (Valderrama & Misra, 2008).

Se ha descrito que el factor de transcripcién HIPK2 (Homeodomain Interacting
Protein Kinase 2) suprime la actividad de Brn3a. HIPK2 interacciona con Brn3a y
favorece que éste ultimo se una al DNA, pero suprime su actividad transcripcional

sobre trkA y sobre sus otros genes diana que son importantes para el desarrollo
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embrionario como por ejemplo NeuroD1 o NeuroD4 e incluso él mismo (Lanier et al,

2007; Wiggins et al, 2004).

Runx1: Se ha encontrado un sitio de unién consenso en el promotor minimo de
trkA para el factor de transcripcion Runxl que estd conservado en varias especies.
Runxl se co-expresa en las mismas neuronas de DRG que TrkA (Marmigere et al,
2006). Cabe destacar que el inicio de la expresién de trkA, que no estd alterada en el
ratén KO para Brn3a, si se ve afectada en ausencia de Runx1. Asi mismo, Runx1 por si
solo es suficiente para inducir la expresion de trkA tanto in vitro como in vivo. Es
interesante remarcar que la regidon 5" de Runx1 contiene un sitio de unién para Brn3ay
gue en el ratdn KO para Brn3a los niveles del mRNA de Runxl se redujeron
notablemente en el TG (Marmigere et al, 2006). Otros grupos también han
demostrado que Brn3a es necesario para la correcta expresiéon de Runxl (Dykes et al,
2010; Zou et al, 2012). Por lo que el efecto de Brn3a sobre trkA tal vez esté mediado

por Runx1.

Por otro lado se ha visto que el factor Runxl es necesario para la posterior
transicién durante el desarrollo tardio de las neuronas TrkA positivas a un fenotipo Ret
positov, reprimiendo la expresion de TrkA y promoviendo la expresion de Ret (Molliver
et al, 1997). Runx1 es esencial para la expresién del receptor Ret asi como de otros
genes caracteristicos de las neuronas nociceptivas Ret positivas no peptidérgicas (Chen
et al, 2006; Kramer et al, 2006). Cabe remarcar que se ha implicado al NGF como factor
esencial para la expresidn de ciertos genes caracteristicos de las neuronas nociceptivas

a través del control del factor de transcripcidon Runx1 (Luo et al, 2007).

HAND: Es otro de los factores de transcripcidn que tiene una secuencia consenso
de unidn en el promotor de trkA. Datos obtenidos por el grupo del Dr. A. M. Davies
sugieren que el aumento en la expresion del mRNA de trkA producido por NGF es en
cierta medida dependiente de los factores de transcripcion HAND1 y HAND2, pero que
estos factores no son necesarios para el mantenimiento de la expresion basal del
MmRNA de trkA en ausencia de NGF (Doxakis et al, 2008). Observaron que el
tratamiento con NGF incrementa la union de HAND2 con el promotor de trkA, lo que
conduce a la mayor expresion de TrkA y mejora la supervivencia de las neuronas

simpaticas en presencia de NGF. Este grupo propone que HAND2 forma parte de un
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bucle de alimentacién que aumenta la sensibilidad de las neuronas al NGF al igual que
propuso el grupo del Dr. D. D. Ginty (Deppmann et al, 2008), aunque también
proponen que el bucle podria compensar la disminucién de receptor TrkA debida a su

internalizacién y degradacion tras un estimulo con NGF (Doxakis et al, 2008).

Con respecto a la inhibicion de la expresién de TrkA se han postulado
principalmente dos factores aunque no en neuronas de DRG: N-Myc y Sp3. Con
respecto a MYCN, se ha correlacionado su alta expresion con una baja o practicamente
nula expresién del mRNA de trkA en células de neuroblastoma con un alto grado de
malignidad (Eggert et al, 2000). Recientemente, se ha descrito el mecanismo molecular
a través del cual el complejo N-Myc/Sp1/Mizl reprime el promotor de trkA (Iraci et al,
2011). Por otro lado, se ha publicado que el factor de transcripcién Sp3 inhibe la

actividad transcripcional del promotor humano de trkA in vitro (Lambiase et al, 2005).

Pero no hay que olvidar que otros muchos factores de transcripcion han sido
implicados en la regulacién de TrkA como son Isletl (Sun et al, 2008), Cux2 (Bachy et
al, 2011), TIx3 (Lopes et al, 2012), Hmx1 (Furlan et al, 2013)o AP-1 (Fujimoto et al,
2005).
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3 LA PROTEINA Bex3

3.1 El descubrimiento de una nueva familia de genes: Bex (Brain expressed X-
linked)

En el afo 1999, gracias a un estudio comparativo de la expresidn génica en
blastocistos frente a blastocistos partenogéneticos, se descubrié una nueva familia de
genes que se expresaban abundantemente en el cerebro y que estaban ligados al
cromosoma X del ratén a la que se denominé BEX (Brain Expressed X-linked genes)
(Brown & Kay, 1999). A pesar de su nombre, su expresion no estd restringida al
cerebro ya que también se expresan en higado, corazdn, rifidn y musculo esquelético
entre otros tejidos (Alvarez et al, 2005). Inicialmente, se descubrieron tres genes: bex1,
bex2 y bex3. El gen bex3 de ratén codifica una proteina que presenta gran homologia
(92,8%) con la proteina humana pHGR74 que habia sido clonada en células ovaricas
granuladas (Brown & Kay, 1999; Mukai et al, 2000; Rapp et al, 1990). Posteriormente,
se describieron los genes bex4, hbex5 y mbex6 (Alvarez et al, 2005), aunque sus
homoélogos respectivos en ratén y humano aun no se conocen. Los genes bex se
encuentran localizados en el cromosoma X del raton correspondiendo a la region
humana Xqg22, a excepcion del gen bex6 que se encuentra localizado en el cromosoma
16 del ratdn pero que se incluyd en la familia por la similitud en su secuencia (Alvarez

et al, 2005).

La familia génica presenta ciertas caracteristicas comunes, asi por ejemplo todos
los genes bex en humano, en rata y en raton contienen tres exones y su ORF (Open
Reading Frame) se encuentra en el tercer exén. A nivel de proteina también tienen
gran similitud en su secuencia de aminodcidos, presentando gran homologia sobre
todo en extremo carboxilo. Sin embargo, las proteinas Bex presentan ciertas
diferencias, siendo la localizacion celular la mas destacada. Ciertos miembros
presentan una localizacidn claramente nuclear (Bex1), otros miembros se encuentran
principalmente en el citoplasma (Bex3, Bex5 y Bex6) mientras que otros se encuentran
en ambos compartimentos celulares (Bex2 y Bex4) (Alvarez et al, 2005; Mukai et al,

2000; Vilar et al, 2006).
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3.2 Caracterizacion de la proteina Bex3

La proteina mBex3 es una proteina de 124 aminoacidos y contiene dos secuencias
consenso: una secuencia de exportacion nuclear (NES) y una caja CaaX (Kim et al, 2004;
Mukai et al, 2000). La secuencia NES es una secuencia hidrofdbica rica en leucinas (L),
del tipo Lx;LxL, que comprende desde el aminoacido 90 hasta el 99. Este tipo de
secuencia NES requiere la interaccion directa con el factor de exportacion Crm1 para la
translocacion de las proteinas desde nucleo hacia el citoplasma. La caja CaaX, situada
en el extremo carboxilo terminal de la proteina, es una secuencia de reconocimiento
para modificaciones lipidicas post-traduccionales mediante la adicién de grupos
geranilo-geranilo o de grupos farnesilos al residuo de cisteina. Este tipo de
modificaciones post-traduccionales facilitan la unidn de las proteinas a las membranas
celulares (Zhang & Casey, 1996). Ademas, la proteina Bex3 presenta una “caja de
destruccion” (Ubiquitination D-Box) entre los aminodcidos 91 hasta el 112 (Mukai et al,
2000). Esta secuencia de destruccion contiene una lisina (K) en posicion 93, siendo un
posible sitio de unidn de ubiquitina para promover la sefal de degradacion de la
proteina. Bex3 es el unico miembro de la familia que presenta dicha secuencia de
destruccion, lo que podria indicar que la ubiquitinacion de la proteina podria estar

regulando no Unicamente su degradacion sino alguna de sus funciones.

La proteina Bex3 se puede presentar como mondmero o como dimero siendo la
Unica proteina de la familia que presenta esta caracteristica descrita hasta el momento
(Alvarez et al, 2005). Es importante destacar que la forma dimérica se puede observar
incluso en condiciones desnaturalizantes. La secuencia NES es necesaria para la
dimerizacion (Alvarez et al, 2005; Mukai et al, 2000). Se ha demostrado que Bex3
dimeriza mediante la creacién de un puente disulfuro entre las cisteinas 102 (C 102)
gue se localizan muy préoximas a la secuencia NES (Kimura et al, 2001). rBex3 y mBex3
se degradan via proteosoma, al igual que otros miembros de la familia, y la tasa de
degradacion es mayor cuando se encuentra en forma monomérica, ya que los dimeros
presentan cierta resistencia a dicha degradacion (Alvarez et al, 2005; Mukai et al,

2000).

La proteina Bex3 tiene principalmente una localizacidn celular citoplasmatica. La

inhibicion de la exportina Crm-1 con Leptomicina B (LMB) bloquea el reconocimiento

24



Introduccion

de la sefal de exportacidon nuclear y conduce a la acumulacion de Bex3 en el nucleo, lo
gue indica que su sefial de exportacion es eficiente y la responsable de su exclusidn del

nucleo (Alvarez et al, 2005).

La proteina Bex3 humana presenta un 93% de similitud con la proteina murina. Sin
embargo, la regidn rica en histidinas (H) y asparraginas (N) de la proteina murina no se
encuentra en la proteina humana. La proteina Bex3 presenta dos isoformas, una larga
y una corta. La isoforma corta no presenta los 10 primeros aminoacidos desde el
extremo amino, esto se debe a la presencia de dos metioninas iniciadoras de la

traduccidn en su secuencia. La proteina rBex3 Unicamente presenta la isoforma corta.

1 MANIHQENEEMEQPMONGEEDRPLGGGEGHQPAGN-=--—————————ee—— 35
1 MANVHQENEEMEQPLONGQEDRPVGGGEGHQPAANNNNNNHNHNHNH --- 47
1 ——————— MEQPLONGQEDRPVGGGEGHQPAANNNNHNHNHNHNHNHN 40
36 —--—--RRGOQARRLAPNFRWAIPNRQINDGMGGDGDDMEIFMEEMREIRRKL 81
48 —---HRRGQARRLAPNFRWAIPNROMNDGLGGDGDDMEMFMEEMREIRRKL 94

41 HNHHRRGQARRLAPNFRWAIPNRQMNDGLGGDGDDMEMFMEEMREIRRKL 90

82 RELQLRNCLRILMGELSNHHDHHDEFCLMP 111 H.SAPIENS
95 RELQLRNCLRILMGELSNHHDHHDEFCLMP 124 M.MUSCULUS
91 RELQLRNCLRILMGELSNHHDHHDEFCLMP 120 R.NORVERGICUS

Figura 6: Homologia de la proteina Bex3 en diversas especies. En rojo se marcan las
metioninas iniciales de cada isoforma.

El patrén de expresion de la proteina Bex3 es bastante amplio y solapa en gran
medida con el patréon de expresion de TrkA (Kim et al, 2004; Tong et al, 2003). En
humanos, se han detectado altos niveles de Bex3 en érganos con influencia hormonal,
como son la préstata, los testiculos, los ovarios, la glandula tiroides o adrenal, pero
también en el corazén. En muchos otros tejidos, Bex3 esta presente pero en niveles
muy inferiores. Los niveles de Bex3 presentes en el SN son elevados (Tong et al, 2003).
En ratdn, Bex3 se expresa también en diversos tejidos como cerebro, pulmdn, corazén,
higado, intestino delgado, rifidn y bazo durante la etapa embrionaria, pero a PO la
expresion de Bex3 comienza a descender de manera gradual en los tejidos
mencionados y en la etapa adulta la expresién de Bex3 es indetectable, excepto en
cerebro y pulmén donde se mantiene constante (Tong et al, 2003). Durante el
desarrollo embrionario, los niveles de Bex3 también varian; se ha descrito que la
expresion de su mRNA comienza en el estadio embrionario E7.5 (Kendall et al, 2003)

aunque su pico de expresion se alcanza en el estadio embrionario E11 y desde ese
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momento sus niveles se mantienen constantes hasta el nacimiento (Kim et al, 2004).
En el sistema nervioso del ratén, se ha descrito la expresién del transcrito de bex3 en

el neuroepitelio a partir del estadio E10 (Kendall et al, 2003; Kim et al, 2004).

Tras el descubrimiento de la familia de genes bex, la proteina Bex3 se identifico

mediante un ensayo de doble hibrido como una proteina que interaccionaba con el

NTR NTR

receptor p75" "y la denominaron NADE (p75""" — Associated Death Executor) (Mukai
et al, 2000). El grupo del Dr. Sato describid que el extremo carboxilo terminal de Bex3
incluyendo la secuencia NES (aminoacidos 81-106) era necesario para la interaccion

con el dominio de muerte celular de p75"™"

en células PC12 y en células de
neuroblastoma humano. Comprobaron que la interaccidén era dependiente de NGF y
provocaba apoptosis en células 293T transfectadas y en oligodendrocitos via activacién
de las caspasas. Finalmente, observaron que el NGF inducia la expresién del mRNA de
bex3 en oligodendrocitos (Mukai et al, 2000). El mismo grupo, publicé después que las

proteinas p75" "

y Bex3 eran co-inducidas en neuronas de cultivos corticales que
estaban degenerando tras una exposicidon al zinc (Park et al, 2000), asi como en
neuronas de hipocampo en degeneracion inducida por kainato (Yi et al, 2003) y
describieron la interaccidon entre Bex3 y 14-3-3¢ (Kimura et al, 2001). Sin embargo,
existe cierta controversia ya que otros grupos no han sido capaces de reproducir los
resultados descritos por el grupo del Dr. Sato. Varios grupos han descrito que ni rBex3
ni hBex3 se unen a p75NTR (Alvarez et al, 2005; Mukai et al, 2002; Tong et al, 2003; Yu
et al, 2006) y tampoco han podido reproducir la apoptosis celular cuando se sobre-
expreso la proteina hBex3 o mBex3 en diversos tipos celulares tras un estimulo con
NGF o sin él (Kim et al, 2004; Tong et al, 2003). Por lo tanto, la implicaciéon de Bex3 en

la apoptosis inducida por NGF a través del receptor p75NTR necesita ser demostrada

por otros grupos.

Por otro lado, existen datos que relacionan la proteina Bex3 con la proliferacion
celular. Asi, se ha descrito que la proteina hBex3 tiene una gran actividad
antiproliferativa in vivo pero que no disminuye el crecimiento de diversos tipos
celulares in vitro (Tong et al, 2003). También estd descrito que la proteina hBex3
interacciona con la proteina DRG-1 (dopamine responsive gene-1), siendo un regulador

negativo del crecimiento mediado por DRG-1 (Yu et al, 2006). Otros estudios han
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descrito que mBex3 puede asociarse a las mitocondrias gracias a su secuencia CaaX
durante la sintesis de DNA en el ciclo celular y mBex3 parece ser necesaria para el
crecimiento de las células F9 (Kim et al, 2004). Sin embargo, los mecanismos
moleculares a través de los cuales Bex3 podria ejercer una funcién en la proliferacién

celular estan aun por dilucidar.

Finalmente, mediante un ensayo de doble hibrido, se describid la interaccidon de
mBex3 con Smac (second mitochondria-derived activator of caspase)/DIABLO (Yoon et
al, 2004). En este estudio, se observd como la co-expresion de Bex3 con Smac
promueve la apoptosis inducida por TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) en
células MCF-7 (células cancerigenas de mama). Curiosamente, la presencia de Bex3
inhibe la ubiquitinacion de Smac mediada por XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis
protein). En conclusion, estos resultados proporcionan evidencias de que la interaccién
entre Smac y Bex3 podria regular la apoptosis a través de la inhibicién de Ia

ubiquitinacion de Smac.

3.3 Otros miembros de la familia Bex

A partir del afio 2006, la idea de considerar a los genes bex1, bex2 y bex4 como
supresores tumorales emergié gracias a dos articulos que describian como dichos
genes eran silenciados por la metilacién de sus promotores en glioma y cancer de
ovario (Chien et al, 2005; Foltz et al, 2006). Desde ese momento, han surgido multiples
evidencias de su cada vez mayor implicacién tanto en gliomas como en varios tipos de
cancer (Lee et al, 2013; Naderi et al, 2012; Naderi et al, 2007; Rattan et al, 2010; Zhou
et al, 2012b).

NTR

Bex1: En el aifio 2006, a partir de un ensayo de doble hibrido con el receptor p75™ ",

NTR

se describié que la proteina mBex1 interaccionaba con el receptor p75" " (Vilar et al,

2006). Dicha interaccién no se veia afectada por NGF. Sin embargo, el NGF si afectaba
a la localizacién celular de Bex1 promoviendo su salida del nucleo, lo que es contrario a

NTR

lo que sucede con otros adaptadores de p75" °, que tras un estimulo con NGF se

traslocan al nucleo. Ese estudio describié como mBex1 era el nexo de union entre la

sefializacion mediada por p75"""

y el ciclo celular. La modulacién de los niveles de
mBex1, siendo éstos bajos en G1 y altos en la fase S, promueve la salida del ciclo y la

consiguiente diferenciacion celular (Vilar et al, 2006).
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También se ha descrito como la proteina mBex1 estd implicada en la regeneracion
muscular tras una lesién y en la regeneracion de axones dafados. El musculo en
regeneracién de ratones KO para Bex1 presenta una elevada proliferacion celular, asi
como un retraso en la diferenciacién comparado con los ratones WT (Khazaei et al,

2010; Koo et al, 2007).

Bex2: La proteina Bex2 se expresa abundantemente en el SNC (Alvarez et al, 2005).
Se ha implicado a hBex2 como un regulador especifico durante el desarrollo
embrionario mediante la modulacion de la actividad transcripcional de un nuevo
complejo que contiene, ademas de hBex2, las proteinas LMO2 (LIM domain only 2) ,
TAF1/NSCL2 (Transcripction initiation factor TFIID subunit 1) y LDB1 (LIM domain
binding protein 1) (Han et al, 2005). Sin embargo, con la proteina mBex2 no se ha

detectado la interaccién con LMO2 (Han et al, 2005).

Bex4 — TCEAL7 (Transcription elongation factor A (S-11) like 7). Cabe destacar que

Bex4/TCEAL7 es el miembro de la familia que presenta mayor homologia con Bex3,
siendo de un 77% con la regidn carboxilo terminal de Bex3 (aminoacidos 72-112)
(Chien et al, 2005). Bex4/TCEAL7 se identific6 como regulador transcripcional que
estaba silenciado en el cancer de ovario debido a la metilacién de su promotor (Chien
et al, 2005). Investigaciones posteriores revelaron que Bex4/TCEAL7 se asocia con el
promotor de la ciclina D1, que contiene una secuencia consenso tipo E-box y reprime
su expresién transcripcionalmente. La disminucidn de Bex4/TCEAL7 ha sido asociada
con un incremento en la actividad de NF-KB y un incremento en el nivel de los genes
implicados en proliferacién como ciclina D1 y c-Myc (Chien et al, 2008; Rattan et al,

2010).

Al igual que Bex1, Bex4/TCEAL7 se ha visto implicada en la regeneracidn muscular,

favoreciendo la diferenciacion celular (Shi & Garry, 2010).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

A pesar de que el estudio sobre las neurotrofinas y sus receptores ha
avanzado enormemente en los dltimos 25 afios, todavia quedan muchas cuestiones
por resolver. Para profundizar en su estudio e identificar proteinas que
interaccionasen con los receptores de neurotrofinas Trk, se realizé un ensayo de

doble hibrido.

Este trabajo de investigacion se inici¢ a partir de los resultados obtenidos en
dicho ensayo. En él, se identificé que la proteina Bex3 interaccionaba con la region
yuxtamembrana de los receptores Trk. Bex3 habia sido previamente descrita como
una proteina adaptadora del receptor de neurotrofinas p75"'" y se habfa sugerido

que participaba en la apoptosis mediada por p75"'"

en respuesta a NGF.
Consideramos que el estudio de la proteina Bex3 podria ser muy interesante al

interaccionar con los dos tipos de receptores de NGF.
En este trabajo de Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes objetivos:

1.  Comprobar y analizar la interaccion detectada en el ensayo de doble hibrido

entre el receptor TrkA y la proteina Bex3.

2.  Estudiar la/s posible/s funcién/es de Bex3 en cultivos neuronales primarios y en
diversas lineas celulares y su posible especificidad en las acciones de los

distintos receptores Trk.
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1. DISECCIONES

El empleo de animales de experimentacion se llevd a cabo en cumplimiento de las
directrices establecidas por la Unidn Europea (86/609/EEC) y aprobadas por la

comision de Bioética de la Universidad de Salamanca.

1.1.  Diseccion de neuronas de ganglios raquideos de embriones de rata

Las neuronas primarias de los ganglios raquideos o DRG (Dorsal Root Ganglion) se
obtuvieron a partir de embriones E15.5 de rata. Las ratas gestantes fueron sacrificadas
en una camara de CO,. Los embriones se obtuvieron mediante cesarea y se colocaron
en una placa estéril de cultivo, para ser extraidos de los Uteros mediante una pequeiia
incisidon en la cavidad que contiene el liquido amnidtico y se transfirieron a otra placa
estéril con medio L-15 (Gibco®). Bajo una lupa de diseccion, se corté la cabeza y la cola
de los embriones, se retiré toda la parte ventral y se dejé la parte dorsal
correspondiente a la columna vertebral expuesta y limpia. Se abrid la columna
vertebral cortandola cuidadosamente por el canal espinal con unas tijeras de diseccion
y, tras exponer la médula dsea con los ganglios unidos se separd de la columna. La
médula ésea con los ganglios raquideos adheridos se colocd en otra placa estéril con
medio L-15 y los ganglios se separaron de la médula uno por uno con unas pinzas.
Finalmente, los ganglios se recogieron en medio L-15, se les afiadio tripsina al 0,25%
(Gibco®) y se incubaron durante 45 minutos a 37°C. Posteriormente, se centrifugaron a
750 rpm durante 4 minutos a 9°C y se resuspendieron en "plating media" (compuesto
por MEM (Minimum Essential Medium - Gibco®) suplementado con glucosa (Sigma-
Aldrich®) a una concentracion final de 4 g/L, 10% de suero fetal bovino (FBS - Gibco®)
previamente inactivado a 55°C durante 30 minutos, 2 mM L-glutamina (Gibco®), con 50
ng/mL mNGF 2.5S (Alomone labs). Los ganglios se disgregaron mecanicamente
pipeteando 30 veces con una P1000 y luego otras 30 veces con una P200 hasta
obtener células individuales. Las neuronas se sembraron en placas previamente
tratadas con 0,1 mg/mL poli-D-lisina (MARCA) y seguidamente con Matrigel™ (BD
Biosciences®) diluido 1:10 en MEM. En el caso de sembrar las neuronas en cubres, la

concentracién de poli-D-lisina usada fue de 1 mg/mL.
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1.2. Diseccidon de neuronas de hipocampo de embriones de rata

Las neuronas primarias de hipocampo se obtuvieron a partir de embriones E17.5-
E18.5 de rata. Los embriones se obtuvieron de la misma manera que para las neuronas
de los DRG y se colocaron en una placa estéril con una solucidén salina equilibrada
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS - Gibco®). El embrién se sujetd por el cuello, se
quito la piel de la cabeza y seguidamente, se retird el craneo, sin lesionar el encéfalo.
Los cerebros se colocaron en otra placa que contenia también HBSS, se dispuso la
parte ventral hacia arriba y con el tronco del encéfalo hacia abajo se separaron los dos
hemisferios para seguir trabajando con cada uno de ellos por separado quitando las
meninges desde el bulbo olfatorio. En este momento, se expusieron los hipocampos
como una media luna y se extrajeron cortando el tejido adyacente para recogerlos en
un tubo de 15 mL con HBSS al que se anadid tripsina al 0,025%. El tejido se incubd
durante 10 minutos a 37°C, se afiadié “plating media” para inactivar la tripsina y se
centrifugd 5 minutos a 750 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimind y
las células se resuspendieron en 2 mL de “plating media” y se pipeted 5 6 6 veces con
una punta P1000 y después con una P200 para disgregar las células. Se hizo un

recuento de células y se sembraron en placas previamente tratadas con poli-D-lisina.

2. CULTIVOS CELULARES

2.1. Lineas celulares
2.1.1. HEK293-293FT

Las células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) son una linea celular obtenida a
partir de células embrionarias de rifidn humano. Es una de las lineas celulares mas
usada, ya que presenta como ventajas un rapido crecimiento y ademas, es una linea
celular que se transfecta facilmente. Las células HEK293FT a su vez derivan de las
HEK293; han sido transformadas de manera estable con el antigeno T del virus SV40,
para mejorar la produccion de particulas lentivirales. Ambas se mantuvieron en medio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco®) suplementado con un 10% de
suero bovino (BS - Gibco®) inactivado previamente a 55°C durante 30 minutos, un 1%
de aminoacidos no esenciales (NEAA - Gibco®), 2 mM de L-glutamina y con penicilina

(100 U/mL - Gibco®) y estreptomicina (100 pg/mL - Gibco®). Las células HEK293FT
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ademas, tienen un gen de resistencia a neomicina, por lo que fueron mantenidas con

100 pg/mL de geneticina (Gibco®).

2.1.2.  Neuro-2a (N2a)

Las células N2a son una linea celular derivada de la cresta neural proveniente de un
neuroblastoma de ratén. Es una linea celular que puede diferenciarse dando una
morfologia neuronal expresando multiples marcadores neuronales. Este tipo celular
expresa endogenamente la proteina Bex3 y el receptor TrkA, aunque
mayoritariamente expresa una forma truncada de este receptor (Tesis Doctoral de
Laura Andrés Martin). Se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10% FBS
inactivado, 1% NEAA, 2 mM de L-glutamina y con penicilina (100 U/mL) vy
estreptomicina (100 pg/mL). Esta linea celular fue cedida por el Dr. Martin Zanca (CSIC-

USAL).

2.1.3.  PC12

Las células PC12 derivan de un feocromocitoma de la médula suprarrenal de rata 'y
en presencia de NGF pueden diferenciarse dando un fenotipo neuronal. Este tipo
celular expresa de manera enddgena el receptor TrkA funcional y la proteina Bex3. El
medio en el que se mantienen estas células es RPMI1640 (Lonza®) suplementado con
10% de suero de caballo (HS - Gibco®) inactivado, 5% de FBS, 2 mM de L-glutamina y
con penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Las placas donde se

cultivaron fueron tratadas previamente con colageno (1 mg/mL) (BD Bioscience®).

2.1.4. PC12-6/15
Las células PC12-6/15 es un clon que sobre-expresa de manera estable el gen trkA
humano (Hempstead et al, 1992). Se mantuvieron en medio DMEM suplementado con
10% HS, 5% FBS, 2 mM de L-glutamina y penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (100
ug/mL). Para mantener la sobre-expresién del gen trkA se afiadié geneticina a una

concentracion final de 100 ug/mL.

2.1.5.  Mantenimiento y congelacidn/descongelacion de las células

Todas las células se mantuvieron en una incubadora a 37°C con un 5% de CO,yun
95% de humedad. Para realizar los pases, las células se lavaron con PBS a temperatura
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ambiente y posteriormente se trataron durante tres minutos con 0,05% tripsina-EDTA
(Gibco®) a 37°C, excepto las PC12-6/15 las cuales no necesitan tripsina para
despegarse de la placa. Se afadié medio con suero para inactivar la tripsina, y se
pipeted un par de veces para separar mecanicamente las células. Las células se
centrifugaron a 600 rpm durante 4 minutos, el sobrenadante se elimind, las células
fueron resuspendidas en medio fresco y se sembraron en funcién de la dilucidon
deseada. En el caso de tener que sembrar un numero exacto de células, se diluyeron
con Trypan Blue (Gibco®) y se contaron en una cdmara Neubauer. Para favorecer el
crecimiento de las células PC12 y PC12-6/15, al realizar el pase siempre se afiadié un
20% de medio condicionado, es decir, medio en el que han estado creciendo
previamente las células.

Para congelar las células, éstas se trataron como si se fuese a realizar un pase, pero
justo después de la centrifugacion se resuspendieron en un medio con 90% de suero y
10% de DMSO, que tiene que estar a 4°C. Las células se congelaron lentamente,
utilizando el recipiente “Mr Frosty™ Cryo 1°C freezing container” (Nalgene®), el cual va
disminuyendo la temperatura un grado centigrado por minuto y se almacenaron a -
80°C. El proceso de descongelacion, contrariamente al de congelacién, se hizo
rapidamente. Se descongeld un vial en un bafio a 37°C, se afiadié el medio en el cual
suelen crecer las células y se centrifugaron. El sobrenadante se elimind para retirar
todo el DMSO, ya que a mds de 4°C es tdxico para las células y se resuspendieron en

medio fresco para ser sembradas.

2.2. Cultivos primarios
2.2.1.  Neuronas de los ganglios raquideos

Al dia siguiente de la diseccidn, las neuronas dependientes de NGF se cambiaron de
medio y se mantuvieron en medio Neurobasal (Gibco®) suplementado con B27
(Gibco®) o NS-21 (Chen et al, 2008), glucosa a una concentracion final de 4 g/L, 2 mM
L-glutamina, con penicilina (25 U/mL) vy estreptomicina (25 pg/mL), 5-
fluorodeoxiuridina (2,44 pug/mL) y uridina (2,44 ug/mL) y NGF a una concentracion final
de 50 ng/mL.
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2.2.2.  Neuronas de hipocampo

El dia posterior a la diseccion, las neuronas se cambiaron de medio y se
mantuvieron en medio Neurobasal suplementado de la misma manera que el medio

para las neuronas de los ganglios raquideos, salvo que no necesitan neurotrofinas.

3. METODOS DE TRANSFECCION
3.1. Fosfato calcico

La transfeccion con fosfato cdlcico se empled principalmente para obtener una
transfeccion transitoria en células HEK293. Las células HEK293 se sembraron el dia
anterior a la transfeccion. La transfeccidn consistid en crear un precipitado de fosfato
calcico que contenga el DNA 'y, de ese modo, las células lo incorporaran. Para una placa
de 6 cm con un milldn de células, se empled una solucion A que contenia: 5 ug de DNA
plasmidico, 175 pL de H,0, 75 puL de CaCl, 1M y otra solucidn B, que consistid en 250 pL
de una solucion salina tamponada (2X HBS). Se afiadié gota a gota la solucién A sobre
la solucién B, mientras ésta ultima estaba en constante agitacién. La mezcla se dejé 20
minutos a temperatura ambiente para que se generasen los precipitados y finalmente
se afiadid a las células. Los precipitados se pudieron observar de color marrén en el
microscopio. Normalmente, se incluyé una pequefia cantidad de un plasmido que
expresa la proteina verde fluorescente (pEGFP) para poder verificar al dia siguiente los

niveles de transfeccion mediante fluorescencia.

3.2. Lipofectamina 2000™

Otro método empleado para realizar transfecciones, fue usar el reactivo
Lipofectamina 2000™ (Invitrogen™). Con este reactivo, la transfeccién de los
plasmidos se realizé mediante liposomas que incorporan el DNA y que se fusionan con
la membrana celular facilmente. Se empleé la Lipofectamina 2000™ para aquellas
lineas celulares o cultivos primarios que eran mas dificiles de transfectar (las lineas
celulares N2a y PC12, asi como para las neuronas de los ganglios raquideos), ya que su
eficacia es mayor que la obtenida con el método del fosfato calcico. Las células fueron
transfectadas siguiendo las indicaciones del fabricante, en cuanto a la relaciéon de

DNA/cantidad de lipofectamina/nimero de células. La mezcla se dejé 20 minutos,
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luego ya se aiadio a las células y el medio se cambid a las 4-6 horas después de anadir

el complejo Lipofectamina-DNA.

4. INMUNOPRECIPITACION

Para realizar la inmunoprecipitacién, ya sea de una proteina enddgena o de una
proteina previamente transfectada en un cultivo celular, se afiadieron 500 uL de un
tampén de lisis a 4°C por placa de 6 cm junto con una mezcla de diversos inhibidores
de proteasas (ver Tabla 2). Las células se mantuvieron en el tampdn de lisis durante 40
minutos en hielo y con agitacion. Los lisados se recogieron y se centrifugaron a 13000
rpm durante 15 min a 4°C para eliminar todos los desechos celulares. De ahi, se cogid
una alicuota que fue considerada como los lisados totales y el resto de los lisados se
dejaron toda la noche incubando a 4°C con el anticuerpo primario. Al dia siguiente, se
anadié la proteina A o G conjugada con bolas de agarosa en el caso de que sea
necesario, ya que algunos de los anticuerpos primarios pueden estar ya fusionados a
bolas de agarosa. La mezcla de lisados, anticuerpos y proteina A/G se dejé al menos
una hora y media con agitacion a 4°C. Finalmente, los inmunoprecipitados se lavaron 6
veces con tampén de lisis tras centrifugar 1 minuto a 3000 rpm a fin de eliminar restos
no deseados. Para terminar, el sobrenadante se elimind y se anadié tampdn de carga
de proteinas. Las muestras se hirvieron 7 minutos a 100°C y se almacenaron a -20°C

hasta su posterior uso.

Aprotinina Inhibidor de proteasas 1 mg/mL
Leupeptina Inhibidor de proteasas lisosomales 2 mg/mL
Ortovanadato Inhibidor de tirosin-fosfatasas 1 mM
PMSF Inhibidor de proteasas 1mM
[-glicerofosfato Inhibidor de fosfatasas asparticas 10 mM
NaF Inhibidor de serin/treonin-fosfatasas 10 mM

Tabla 2. Lista de inhibidores empleados para evitar la degradacion de las proteinas.

* Unidn covalente de anticuerpos a proteina A/G agarosa

Para obtener una mayor eficiencia en las inmunoprecipitaciones y para también

evitar las sefiales inespecificas en los Western blots, decidimos unir covalentemente
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los anticuerpos (caseros o comerciales) a la proteina A o G agarosa (Calbiochem®), en
funcién del anticuerpo primario. Para ello se mezclaron 20 pg de anticuerpo primario
con 200 pl de proteina A o G agarosa (previamente bloqueadas con BSA al 2% en
tampédn de lisis durante una noche a 4°C) y se incubé con agitacién durante una noche
a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugé a 3000 rpm durante 2 minutos y el sobrenadante
se retird. En este momento, se comenzo la unidn covalente: el inmunoprecipitado se
resuspendid en borato sédico 0,2 M pH 9,0, se afiadié dimetilpimelimidato (DMP —
Sigma-Aldrich®) a una concentracién final de 20 mM y se incubé durante una hora en
agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente, para parar la reaccién, se volvio a
centrifugar a 3000 rpm durante 2 minutos, el sobrenadante se retird, se afadio
etanolamina 0,2 M pH 8,0 y se incubd con agitacidon durante 2 horas a temperatura
ambiente. Finalmente, se centrifugd nuevamente y el anticuerpo unido de manera

covalente a las bolas de agarosa se resuspendié en tampén de lisis.

5. FRACCIONAMIENTO CELULAR

La fraccidn citoplasmatica se separd de la fraccion nuclear, a partir de células en
cultivo. Para ello, se partié de 1 x 10° células PC12-6/15 gue se lavaron con PBS frio y
se afadieron 300 uL de tampdn de citosol con los inhibidores de proteasas. Las células
se dejaron incubando en hielo durante 10 minutos y se miré en el microscopio
recurrentemente hasta observar Unicamente nucleos. En ese momento, se centrifugd
a 500 x g durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se guardd ya que serd nuestra
fraccion citosdlica. La fraccion nuclear, es decir el pellet que ha quedado, se
resuspendid en 100 ulL de tampdn de nucleos y se dejo incubando durante 1 hora en
hielo pipeteando frecuentemente. Finalmente, las muestras se congelaron a -80°C y se
terminaron hirviendo 1 minuto. La concentracién de proteinas de cada fraccién se
analizé con el reactivo de Bradford (BioRad®), diluyéndolo 1/5 en agua y afadiendo
concentraciones conocidas de BSA (Sigma-Aldrich®) (0,5 pg/mL, 1 ug/mL, 2,5 ug/mLy
5 ug/mL) para realizar una recta patron. La cantidad de proteina de las muestras se

cuantificd midiendo la absorbancia a 595nm en un espectrofotémetro.
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6. WESTERN BLOT

El proceso de Western blot se puede dividir en tres etapas: electroforesis en gel,
transferencia e inmunodeteccién. En la electroforesis en gel, la corriente eléctrica que
atraviesa el gel provoca que las proteinas previamente desnaturalizadas migren en
funcién de su peso molecular en un gel de acrilamida (Ultra Pure Protogel® de National
Diagnostics (30% acrilamida y 0.8% bisacrilamida)). Los geles se colocaron en una
cubeta de electroforesis con un tampdn de electroforesis (National Diagnostics). En
funcién del tamafiio de las proteinas que se quieran detectar, se variard la cantidad de

acrilamida del gel. A mayor porcentaje de acrilamida en el gel mas separadas estaran

las proteinas de bajo peso molecular y viceversa (ver Tabla 3).

3.1 2.4 2.1 1.75 1.25 2.5
50 50 50 50 50 30
5 5 5 5 5 3

Tabla 3. Reactivos para hacer para hacer los geles de acrilamida.

Mientras las proteinas atravesaron el gel de empaquetamiento y “entraron” en el
gel separador se aplicd una corriente de 90 voltios que luego ya se pudo aumentar.
Cuando las proteinas ya estuvieron separadas en el gel, se transfirieron también
mediante una corriente eléctrica a una membrana de PVDF donde se llevd a cabo la
inmunodeteccion (Immobilon® - Millipore™) y que se activé previamente con metanol,
se lavé bien con agua destilada y se equilibré con tampdén de transferencia. La
membrana y el gel se colocaron juntos procurando que no quedasen burbujas entre
ellos y se dejo transfiriendo en frio. Una vez terminada la transferencia, la membrana
se bloqued durante un minimo de 2 horas en tampdn TBST con 2% de BSA (Sigma-

Aldrich®) para evitar que el anticuerpo primario se uniese de manera inespecifica a la
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membrana. A continuacion, las membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el

anticuerpo primario (ver Tabla 4) diluido en solucién de bloqueo y con agitacidn.

Anticuerpo Casa comercial Dilucién Peso (KDa)
R-actina Sigma® 1:5000 42
Bex3 (P-13) Santa Cruz Biotechnology® 1:200 22-44

1 mg/mL (WB)
Bex3 (705) J.C.Arévalo Lab 22-44

3 mg/mL (IF)
GAPDH Sigma-Aldrich © 1:10000 37
GFP Clontech® 1:2000 25
pH3 Abcam ® 1:1000 18
R-Tubulina lll Sigma® 1:5000 55
TrkA (RTA) L.F.Reichardt lab 1:400 140
TrkA (203) D.Martin Zanca Lab 1:3000 140
Trk (C-14) Santa Cruz Biotechnology® 1:400 140
pTrk Cell signaling Technology® 1:500 140
Ubiquitina P4D; Santa Cruz Biotechnology® 1:1000 -
Normal Rabbit IgG Santa Cruz Biotechnology® - -
Normal Goat IgG Santa Cruz Biotechnology® - -
Proteina A-G HRP Molecular Probes™ 1:10000 -
Anti rabbit HRP Jackson ImmunoResearch 1:10000 -
Anti mouse HRP Jackson ImmunoResearch 1:3000 -

Tabla 4: Lista de anticuerpos empleados en los Western blots.

Tras la incubacion, se realizaron varios lavados con TBST (los tiempos estandar
fueron 3 lavados de 10 minutos cada uno). La membrana se bloqued con 5% de leche
en polvo diluida en TBST durante unos minutos para posteriormente incubar el
anticuerpo secundario que esta conjugado con HRP (peroxidasa de rdbano) durante 30
minutos en oscuridad y con agitacidn. Finalmente, la membrana se volvid a lavar varias
veces con TBST y se procedié al revelado. Para ello, se empled una solucién de
revelado casera (ECL, que contenia luminol) a la que se afiadié perdxido de hidrogeno
(H20,) en el momento y la membrana se incubd en dicha soluciéon durante un minuto.
La peroxidasa cataliza la oxidacidn del luminol en presencia del H,0, generando una

reacciéon quimioluminiscente que se detectara mediante la exposicidén de una pelicula
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fotografica (Fujifilm®). El revelado se hizo manualmente empleando un liquido
revelador y un liquido fijador (Kodak®).

Tras una primera inmunodeteccion, la membrana se puede volver a incubar con
otros anticuerpos diferentes para detectar otras proteinas después de eliminar los
anticuerpos previos. En este caso, tras el primer revelado la membrana se lavé con
TBST para eliminar los restos de la reaccién de revelado que hubiesen quedado. Luego,
la membrana se lavé 10 minutos con glicina 0,1 M pH 2,5 (que eliminara la unién del
anticuerpo con la proteina debido al bajo pH de la solucién), otros 10 minutos con SDS
al 1% y por ultimo se lavo varias veces con TBST. En este momento, se puede retomar
el proceso de inmunodeteccidn desde el bloqueo de la membrana con la solucién de

BSA al 2% en TBST.

7. INMUNOFLUORESCENCIA

Las células crecidas en cubres fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 4% +
20% de sacarosa en PBS durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras de un lavado
rapido con PBS se tratan con PBS + NH4Cl 1M durante 10 minutos y se volvieron a lavar
con PBS. Después, las células fueron bloqueadas con una solucion que contenia 10%
FBS, 2% BSA y 0,1% Tween-20 en PBS y 0,1% de Tritdn X-100 (Sigma-Aldrich®) para
permeabilizar (en caso de querer detectar proteinas intracelulares y no de superficie) y
permitir que los anticuerpos puedan penetrar en las células. Las células se incubaron
durante toda la noche con los anticuerpos primarios diluidos en la solucion de
bloqueo. Tras la incubacion con el correspondiente anticuerpo primario, se lavaron con
PBS, se incubaron con el anticuerpo secundario que esta conjugado con un fluoréforo
(ver Tabla 5) y finalmente, se incubaron con Hoechst 33342 (Molecular Probes™) a
concentracién final de 1 pg/mL en PBS durante 5 minutos para marcar los nucleos.
Finalmente, las células se lavaron durante 40 minutos con PBS y se montaron con
ProLong® Gold (Invitrogen™). Las células se examinaron y las imagenes se obtuvieron
en un microscopio invertido de fluorescencia. Nota: para los anticuerpos conjugados
FITC y TRITC que son producidos en burro se usé como solucion de bloqueo suero de
burro al 5% v/v en PBS + 0,1% Tween-20, para evitar problemas de inespecificidad del

anticuerpo secundario segun recomendacion de la casa comercial.
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Anticuerpo Casa comercial Fluoréforo conjugado Dilucién
Donkey o Goat Jackson ImmunoResearch TRITC 1:50
Donkey o Goat Jackson ImmunoResearch FITC 1:50
Goat a Mouse Molecular Probes™ Alexa Fluor® 568 1:500
Goat a Rabbit Molecular Probes™ Alexa Fluor® 568 1:500
Goat a rabbit Molecular Probes™ Alexa Fluor® 488 1:500

Tabla 5. Lista de los anticuerpos secundarios usados para las inmunofluorescencias.

8. CONSTRUCIONES PLASMIDICAS

8.1.  Manipulacion bacteriana
8.1.1.  Crecimiento en medio sdlido y en medio liquido

Las bacterias que se emplearon fueron DH5a de E. coli. Las bacterias crecieron en
medio liquido LB junto con el antibidtico correspondiente y con agitacion a una
temperatura en un intervalo desde los 30°C hasta los 37°C. Los antibidticos empleados
fueron ampicilina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich®) o kanamicina (30 pg/mL) (Sigma-
Aldrich®) segun la seleccién que contenia cada plasmido. El crecimiento en medio
solido se realizd en medio LB-agar con el antibidtico correspondiente y se crecieron en
el mismo intervalo de temperaturas. Las bacterias competentes se conservaron

congeladas a —80°C.

8.1.2. Transformacion

Para su transformacion, las bacterias competentes se descongelaron en hielo y se
mezcld una alicuota de 100 pl con el DNA transformante que nunca fue mas del 10%
del volumen final. Después de incubar en hielo durante 4 minutos, se realizd un
choque térmico a 42°C durante un minuto y medio. Tras mantener las bacterias de
nuevo en hielo durante 5 minutos, se afiadid 1 mL de LB sin antibidtico y se incubaron
a 37°C durante 30 minutos con agitacién. Por ultimo, se recogieron por centrifugacién
y se esparcieron en una placa de LB-agar suplementada con el antibidtico

correspondiente.
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8.2. Manipulacion del DNA
8.2.1.  Obtencion de DNA plasmidico

Las preparaciones de DNA plasmidico a partir de los cultivos bacterianos, se
obtuvieron de dos maneras diferentes: 1) gracias al uso de kits comerciales con los que
se obtiene una buena calidad y cantidad de DNA o 2) de manera casera con el “Boiling
method” (Holmes & Quigley, 1981). El DNA plasmidico se obtuvo a partir de cultivos
bacterianos de 1 mL para minipreps o de 200 mL para midipreps en presencia del
antibiético adecuado. Los kits comerciales empleados fueron: Wizard® Plus SV
Miniprep DNA Purification System de Promega y Genopure Plasmid Midi Kit (Roche).
Ambos kits se basan en una lisis alcalina de las baterias y posterior purificacion del
DNA en columna. Con el método casero, las bacterias se lisaron gracias a la lisozima y
al calor, el DNA que se obtuvo no tuvo una limpieza y calidad tan buena como la
obtenida con la lisis alcalina del kit comercial, pero fue suficiente para poder analizar el

DNA mediante cortes enzimaticos.

8.2.2.  Digestiony ligacion de DNA

Para las digestiones de DNA se emplearon las enzimas de restriccion
correspondientes a la temperatura de corte recomendada por el fabricante y se
empled un tampdn universal donde corta cualquier combinacién de enzimas. Una vez
cortado el DNA, se cargd en un gel de agarosa para observar si los fragmentos
obtenidos eran del tamafo correcto. Los sitios de restriccién de los plasmidos, asi
como los tamafios que deberian obtenerse tras los cortes enzimaticos, siempre se
revisaron con el programa Serial Cloner 1-3°.

La reaccidn de ligacidén entre dos fragmentos de DNA se llevé a cabo con la enzima
T4 DNA ligasa (New England Biolabs®), que cataliza la creacién de un enlace
fosfodiéster entre un grupo fosfato en el extremo 5 y un grupo hidroxilo en el
extremo 3’, siguiendo las recomendaciones del fabricante. La cantidad de vector que
se puso en la reaccion de ligacion fueron 100 ng. La proporcion molar utilizada para el
inserto fue 1:3 o 1:5 (vector:inserto) dependiendo de si la ligacion tenia extremos
romos o cohesivos, respectivamente. La reaccién se dejé durante dos horas a 15°C —
20°C. Paralelamente, siempre se hizo a la vez un control negativo de la reaccién de
ligacidn donde todas las condiciones son iguales salvo que no se afiadio inserto.
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8.2.3.  Purificacidn de fragmentos de DNA

Para purificar un fragmento de DNA, previamente se separé el fragmento deseado
mediante electroforesis en un gel de agarosa (de concentracidn variable desde 0,8%
hasta 2%) en tampdn TAE con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Una vez separada la
banda de DNA deseada, se extrajo del gel de agarosa con una cuchilla y se transfirié a
un tubo nuevo. A partir de ahi, se purific6 mediante el kit comercial GenElute™ Gel

Extraction Kit (Sigma-Aldrich®) siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.3. Construcciones: shRNA
8.3.1.  Disefio de los cebadores

El disefio de los oligonucledtidos para los diversos shRNA sigue un mismo patroén.
Lo primero fue identificar una secuencia especifica de 19 nucleétidos que sea
complementaria al RNA mensajero de la proteina que deseamos eliminar. Para ello se
emplearon diversos programas informaticos, como por ejemplo las paginas web

http://rnaidesigner.lifetechnologies.com/rnaiexpress/ o}

http://www.ensembl.org/index. html para disefiar los oligonucleétidos y comprobar su

especificidad. Una vez identificada dicha secuencia, el oligonucleétido se disefié para
poder ser introducido de manera directa entre los sitios de restriccion Mlul y Clal del
vector pLVTHM. Para ello, un extremo del oligonucledtido contenia la secuencia
cohesiva correspondiente a la generada por un corte de la enzima Miul y el otro
extremo la secuencia cohesiva producida por el corte de la enzima Clal. Desde el
extremo 5’ se puso la secuencia de corte generada por la enzima Mlul (CGCGT), los 19
nucleétidos con sentido del shRNA, una secuencia que generard la horquilla, vy
nuevamente la secuencia especifica antisentido de 19 nucleétidos. Al final, se puso una
cola de poli-A en el extremo 3" junto con el corte generado por la enzima Clal (AT). Por

ejemplo: 5" CGCGT 19 nt sentido TTCAAGAGA 19 nt antisentido TTTTTGGAAAT 3’

SECUENCIA de shRNAs

shRNA Bex3 RATA 5" CAACAACCACAACCATAAC 3’
shRNA Bex RATON 5" CAACAACAACAACCACAAC 3
shRNA control 5" GCGCGCTTTGTAGGATTCG 3’

Tabla 6: Secuencia de 19 nucleétidos de los diversos shRNA.
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Nota: la secuencia del shRNA de Bex3 de ratdon reconoce al 100% las dos isoformas de
la proteina. La secuencia del shRNA Bex3 de ratdn ha sido ya empleada y probada su
eficacia (Kim et al, 2004).

8.3.2.  Anillamiento y fosforilacién de los oligonucledtidos

Tras resuspender los oligonucleétidos que se utilizaron para los shRNAs a una
concentracion de 100 uM, se anillaron. Para ello, se mezclaron ambos oligonucleétidos
junto con el tampén de anillamiento y la mezcla se puso en agua a 95°C durante 4
minutos. A continuacion, se dejé que el agua caliente se fuese enfriando poco a poco a
temperatura ambiente para que los oligonucledtidos se anillasen correctamente. La
reaccion de fosforilacion se llevd a cabo utilizando la enzima T4 poli-nucledtido quinasa
(PNK-Fermentas®). En la reaccién, se mezclaron los oligonucleétidos ya anillados junto
con ATP para que cediese los grupos fosfatos, la enzima T4 poli-nucledtido quinasa vy el
tampon de la enzima facilitado por la casa comercial. La reaccién tuvo lugar a 37°C
durante 30 minutos. Finalmente, se inactivd la actividad quinasa manteniendo la

reaccion durante 15 minutos a 70°C.

8.3.3. Defosforilacién del vector

La defosforilacion del vector se realizé sobre un vector previamente cortado con
una enzima de restriccion. En nuestro caso, el vector empleado fue el pLVTHM vy las
enzimas que se emplearon para realizar los cortes fueron Mlul y Clal. La reaccién de
defosforilacion se llevé a cabo con la enzima CIP (Calf Intestinal Alkaline phosphatase
New England Biolabs®) que es una fosfatasa y eliminé los grupos fosfato en el extremo
5’ del vector para asi evitar su recircularizacidn. La reaccion se llevd a cabo a 37°C
durante 30 minutos. La actividad fosfatasa de la enzima CIP no se inactiva mediante

calor por lo que se purificd el DNA a partir de un gel de agarosa.

8.4. Construcciones: pEGFP-Bex3 resistente

Para realizar esta construccion, se tuvo que realizar una mutagénesis dirigida para
mutar la secuencia de nucleétidos de Bex3 sin modificar la secuencia de aminoacidos
gue constituyen la proteina. Asi, el shRNA contra Bex3 reconocerd Unicamente el RNA
mensajero endégeno de Bex3 mientras que no se podra unir al RNA mensajero

mutado y asi éste ultimo se podra expresar y dard lugar a una proteina idéntica a la
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proteina enddgena en cuanto a estructura y funcién. Para llevar a cabo la mutagénesis
“in vitro” se empled la enzima Pfu Ultra Il Fusion HS DNA polymerase y la enzima de
restriccion Dpnl. El primer paso de esta mutacién dirigida fue disefar dos
oligonucledétidos complementarios que tuviesen mutado el ultimo nucleétido de cinco
tripletes para que el cDNA no fuese reconocido por el shRNA, pero que codificase para
los mismos aminoacidos.

Bex3 mutado F: 5" GCT GCA AAC AAC AAT AAT CAT AAT CAC AAT CAC AAC CAC AACCAC 3’
Bex3 mutado R: 5" GTG GTT GTG GTT GTG ATT GTG ATT ATG ATT ATT GTT GTT TGC AGC 3’
Nota: Las mutaciones se presentan en negrita.

Se emplearon dichos oligonucleétidos como cebadores para realizar una PCR, de
este modo las mutaciones se fueron incorporando a medida que se fue amplificando el
plasmido con los ciclos. EIl DNA molde que se empled fueron 100 ng del plasmido
PEGFP-Bex3. Los oligonucledtidos se usaron a una concentracién de 10 uM y se
afiadieron dNTPs a concentracion 25 pM. El volumen final de la reaccién fue de 50 pL.
El programa de PCR que se empleé fue: 94°C durante 5 minutos para desnaturalizar el
DNA, seguido de 14 ciclos de 94°C durante 30 segundos, un anillamiento de 30
segundos a 50°C y una extension a 68°C durante 14 minutos vy, finalmente, después de
los 14 ciclos una extensidn adicional de 10 minutos a 68°C.

El producto de la PCR se traté con Dpnl, una enzima de restriccién que corta
Unicamente el sitio de reconocimiento (GATC) cuando la adenina esta metilada, con lo
cual corté todo el DNA molde utilizado mientras que no afectd al DNA amplificado en
la PCR ya que este ultimo no estd metilado. El tratamiento con Dpnl se hizo a 37°C
durante 3 horas y media. Tras transformar y amplificar el DNA se secuencid en la
unidad de secuenciacion de la Universidad de Salamanca para comprobar si las
mutaciones se habian introducido correctamente. Una vez obtenidos los resultados de
la secuenciacion, se comprobd que Unicamente estuviesen presentes las mutaciones
deseadas. Como no se secuencid todo el plasmido, si no Unicamente la zona que se
queria quiso mutar, se realizd una subclonacién para evitar cualquier mutacion no
deseada en otro punto del DNA. Para ello, se emplearon enzimas de restriccion que
tenian su sitio de corte lo mas cerca posible de la secuencia mutada. Se subcloné en el

propio vector pEGFP-Bex3.
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8.5. Construcciones: pWPI-GFP-Bex3

La generacidn de esta construccion se hizo a partir de los vectores pWPIl y pEGFP-
Bex3. El vector pWPI fue cortado con la enzima Pmel que lo linearizé generando unos
extremos romos y posteriormente fueron defosforilados. Por otro lado, se hizo una
digestion de pEGFP-Bex3 primero con la enzima Smal generando un extremo romo y
luego se anadié Agel generando un extremo cohesivo. Tras la digestidon se convirtid el
extremo cohesivo en romo mediante tratamiento con la enzima Mung Bean Nuclease
(New England Biolabs®) durante una hora a 25°C que elimind los nucleétidos sueltos
del extremo cohesivo. Finalmente, tras purificar el inserto se realizaron los procesos de
ligacidn, transformacidn, etc. Para comprobar si las colonias tenian inserto y en la
orientaciéon apropiada, en vez de comprobarlo mediante cortes enzimaticos se
comprobd realizando una PCR ya que el inserto pudo introducirse en ambas

orientaciones.

8.6. Construcciones: pEGFP-Bex3 L94-97A

La generacién de este mutante conllevé mutar dos leucinas en dos alaninas. Las
leucinas se encuentran en la secuencia de exportacidon nuclear de la proteina Bex3 y
son esenciales para su actividad, de este modo se provoco que la secuencia NES no
tuviese funcionalidad. Se mutaron las leucinas 94 y 97 de la proteina Bex3 de rata.

CTT leucina 94 — alanina 94 GCT
CTG leucina 97 — alanina 97 GCG

Para realizar esta mutacién dirigida, al igual que en el caso de la construccion
PEGFP-Bex3 resistente, se empled la enzima Pfu Ultra Il polymerase y la enzima de
restriccion Dpnl. El primer paso fue disefiar unos oligonucleétidos que tuviesen las
mutaciones deseadas. Dichos oligonucleétidos se alinearon con pEGFP-Bex3
(nucledtidos 1667-1702). El DNA molde fueron 100 ng de pEGFP-Bex3. El programa de
PCR para amplificar el DNA fue: 94°C durante 5 minutos y luego 14 ciclos de 94°C
durante 1 minuto, 43°C durante 30 segundos, y 68°C durante 14 minutos. Finalmente,

se dejé 10 minutos a 68°C para una extensién adicional.
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9. OBTENCION DE PARTICULAS LENTIVIRALES

Para eliminar la expresion de la proteina Bex3 se empled la técnica del small
hairpin RNA (shRNA), la cual se basa en el mecanismo de los RNA de interferencia para
destruir el RNA mensajero codificante para la proteina de interés. Se introdujo en las
células un shRNA que anilla especificamente con el mRNA de la proteina diana, el
MRNA es cortado en pequeiios fragmentos y ello conlleva a la disminucién de los
niveles de expresidn de la proteina. Las secuencias de los shRNAs empleadas estan
recogidas en la Tabla 6. La secuencia para el shRNA control es del DNA de Euglena
gracilis. Dichas secuencias fueron clonadas entre los sitios de restriccion Mlul y Clal del
vector lentiviral pLVTHM (ver el apartado 8 “Construcciones plasmidicas” para los
detalles). Antes de producir las particulas lentivirales, los plasmidos que se obtuvieron
tras los cortes enzimaticos y la ligacion fueron secuenciados para asegurar que la
secuencia que contenian era correcta. Las particulas lentivirales fueron producidas
transfectando células HEK293FT (2,5 x 10° células en placas de 10 cm) con el método
del fosfato cdlcico empleando 9 ug de vector pLVTHM que contiene la secuencia de
interferencia, 6 ug de psPAX2 y 5 ug de pMD.2G (pldsmidos que contienen los genes
virales). A las 8 horas post-transfeccidon, el medio de las células HEK293FT se retird y se
anadié medio nuevo sin antibidticos. Dos dias después, se recogié la totalidad del
medio donde estaban creciendo las células HEK293FT, se centrifugd durante 15
minutos a 4800 rpm para eliminar posibles restos celulares. El sobrenadante
conteniendo las particulas lentivirales se filtré a través de filtros de tamafio de poro de
45 um vy se guardd en alicuotas a -80°C. Para concentrar las particulas lentivirales, tras
la filtracion se pueden ultracentrifugar a 26000 rpm durante 2 horas. Las particulas se
resuspendieron en PBS y se guardaron igualmente en alicuotas a -80°C.

Para la sobre-expresidon de proteinas con particulas lentivirales se empled el vector
pWPI, donde se puede introducir la proteina deseada y posteriormente generar

particulas lentivirales del mismo modo que se producen con el vector pLVTHM.
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10. RETROTRANSCRIPCION Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

10.1. Extraccidn del dcido ribonucleico (RNA) de células en cultivo

La extraccién de RNA se llevé a cabo empleando el reactivo TRIzol (Invitrogen® Life
Technologies). Las células se lavaron con PBS y se afiadié una cantidad variable de
Trizol a un cultivo monocapa en funciéon del tamafio de la placa segun las
recomendaciones del fabricante. Las células se recogieron en un tubo y se incubaron
durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se afiadié cloroformo, se
mezclé bien mediante agitacién y se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos. Tras la
centrifugacidén se observaron dos capas; la capa superior, que corresponde a la fase
acuosa, se transfirid a un tubo nuevo y se afiadio isopropanol para precipitar el RNA.
Las muestras se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 11000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y se
lavé el pellet de RNA con etanol al 75%. Se volvié a centrifugar a 11000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Finalmente, se elimind el sobrenadante y se dejo secar brevemente el
pellet. EI RNA se resuspendié en 25 uL de agua sin RNAsas y se cuantificdé en un

NanoDrop 2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®).

10.2. Retrotranscripcion - sintesis de la primera cadena

La sintesis de la primera cadena de DNA complementario (cDNA) se obtuvo por
retrotranscripcién a partir del RNA gracias al kit comercial ImProm-1I"" Reverse
Transcription System (Promega®) usando random primers (Promega®). El ciclo de
temperaturas fue: 5 minutos a 70°C (para desnaturalizar el RNA) y luego otros 5
minutos a 25°C (para que se anillen los cebadores) y finalmente a 42°C durante una
hora (para que tenga lugar la elongacion). La cantidad y la calidad del cDNA se

cuantificé en el NanoDrop.
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10.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el cDNA se empleé como DNA molde para las PCR. Se parti6 de 1
ug de cDNA y se empled una mezcla 2X de PCR (que contenia la polimerasa y los dNTPs
y el tampdn). Realizando experimentos preliminares, con la PCR semicuantitativa se
determiné la cantidad relativa de cDNA vy el intervalo de ciclos de PCR que permiten la
amplificacién lineal de bex3 y de f3-actina. Las condiciones de la PCR para amplificar
Bex3 fueron: 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 30 segundos, seguido de 68°C
durante 40 segundos. El nimero de ciclos fue de 32, tras los cuales se mantuvo una
temperatura de 68°C durante 4 minutos adicionales. Los oligonucleétidos se
emplearon a una concentracion de 25 uM vy el volumen total de la reaccidn fue de 20
ulL. Se empled el programa informatico Image J del NIH (National Institutes for Health)
para cuantificar la intensidad de cada banda. La expresion relativa del RNA mensajero

de bex3 se evalud calculando la intensidad del ratio bex3/[8-actina de cada muestra.

Cebadores

Bex3 resistente F (Rata) 5-GCTGCAAACAACAATAATCATAATCACAATCACAACCACAACCAC-3

Bex3 resistente R (Rata) 5'-GTGGTTGTGGTTGTGATTGTGATTATGATTATTGTTGTTTGCAGC-3

Bex3 L94-97A F (Rata) 5"-ATCCGGAGAAAGGCTAGGGAGGCGCAGTTGAGAAAT-3’
Bex3 L94-97A R (Rata) 5"-ATTTCTCAACTGCGCCTCCCTAGCCTTTCTCCGGAT-3'
R-actina F 5'-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’

R-actina R 5"-ACCCTCATAGATGGGCACAG-3’

Bex3 F (Rata) 5"-CATTCCCAACAGGCAGATG-3

Bex3 R (Rata) 5"-GGCATAAGGCAGAATTCATC-3’

TrkA F (Rata) - gPCR 5" TCTCCTTCTCGCCAGTGGAC-3’

TrkA R (Rata) — gPCR 5"-ACAGCCACAGAGACCCCAAA-3’

TrkB F (Rata) — gPCR 5"-CCGGACACATTTGTTCAGCA-3’

TrkB R (Rata) - gPCR 5"-TTCCCAAAGGCTCCTTCTCC-3’

TrkA F (ChIP) 5"-CGTGAGGGACATGAGGAAG-3

TrkA R (ChiP) 5"-GGGCGGTGTTAAAGACTAGC-3"

Tabla 7. Secuencias de los diversos oligonucleétidos que se emplearon como cebadores para
realizar las PCR y las gPCR.
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10.4. qPCR (a tiempo real)

Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron por triplicado usando SYBR-Green
Power Master Mix (Applied Biosystems). El nivel del mRNA de cada gen fue
normalizado usando R-actina como referencia. Los cebadores que se emplearon para
amplificar trkA (Ntrkl ref NM_021589.1) presentaron una eficiencia del 106%,
mientras que la eficiencia para amplificar trkB (Ntrk2 variante 1, ref NM_012731.2 full
lengh) fue del 104,5% y para f3-actina la eficacia de los cebadores fue del 107%. El
sistema de deteccion empleado fue ABI Prism 7300 detection system (Applied
Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 2 minutos a 50°C, luego 10 minutos a 95°C
seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y un minuto a 61,5°C. Tras la amplificacién,
se obtuvieron las curvas de desnaturalizacion para corroborar la amplificacion de un
Unico producto homogéneo de PCR. Se empled el método comparativo del ciclo
umbral de amplificacién (2°«Ct method) para relativizar el nivel de transcripcién del gen

de interés frente al nivel del gen f3-actina.

11.HIBRIDACION IN SITU
11.1. Generacion de las sondas

Las sondas se generaron a partir de DNA de cultivos neuronales de ganglios
raquideos de embriones de ratén. La PCR para amplificar el DNA fue: 94°C durante 4
minutos para desnaturalizar el DNA, seguidos de 35 ciclos a 94°C durante 15 segundos,
un anillamiento en gradiente de temperatura durante 15 segundos y luego una
extension a 68°C durante 20 segundos y finalmente, después de los 35 ciclos, una
extension adicional de 2 minutos a 68°C. El gradiente para amplificar trkA fue desde
50,8°C hasta 63,3°C mientras que el gradiente para amplificar bex3 fue desde 49,4°C
hasta 62°C.

Oligonucleétidos para las sondas

TrkA-1F 5-ATATAGAATTCGGATCCATGCTGCGAGGCC-3’
TrkA-1B 5'-ATATAGAATTCTTCCCGGCGCCCCGCAGG-3’
Bex3-1F 5°-ATATAGAATTCGGATCCATGGAGCAGCCCC-3’
Bex3-1B 5°-ATATAGAATTCCATCTCCACCCAACCCGTC-3’

Tabla 8. Secuencia de los oligonucleétidos que se emplearon para amplificar el DNA y poder
crear las sondas para la hibridacion in situ.
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Tras la PCR, se separaron los productos en un gel de agarosa y la banda
correspondiente a cada DNA fue purificada (una banda de 196 pb). Una vez obtenido
el DNA amplificado se digirié con EcoRl a 37°C durante toda la noche. Tras la digestién
enzimatica, se realizd la ligacion con el vector pcDNA3.1 linearizado con EcoRl y
defosforilado. Para comprobar la orientacion del inserto se emplearon cortes con
EcoRl y BamH]I (secuencias de reconocimiento de corte que habian sido introducidas
en los oligonucledtidos). Si tuviésemos el inserto en las dos orientaciones, tendriamos
las dos sondas, sense y antisense. EIl DNA se linearizd con EcoRV y se purificé mediante
el método del fenol-cloroformo. Una vez obtenido el DNA linearizado y purificado, se
sintetizo la sonda (cRNA) segun el siguiente protocolo: 1 ug DNA molde, 2 uL DTT (100
mM), 4 uL de tampon 5X, 1,5 uL de UTPs-DIG (Roche), 0,5 pL T7 RNA polimerasa
(Fermentas - 20 U/mL), 0,5 puL Ribolock (Fermentas — 40 U/mL) y H,O DEPC hasta 20
uL. La mezcla se incubd a 37°C durante 2 horas y, a continuacién, el DNA molde se
eliming, se afiadié a la mezcla 2 pL de DNAsas (libre de RNAsas de Fermentas) (1
U/mL), 4 uL de tampdn 10X DNAsa y 14 pL de H,0 DEPC, y se incubd nuevamente a
37°C durante otros 40 minutos. Por ultimo, se precipité el cRNA afiadiendo 60 plL de
0,5% SDS, 2 mM EDTA en agua, 11 uL 3M NaOAc y 250 uL de etanol absoluto, se
incubd a -20°C durante toda la noche y, al dia siguiente, se centrifugd a 13000 rpm
durante 25 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. Se lavé con etanol al 70% vy se
resuspendio en 30 plL de agua DEPC. La cantidad y la calidad de la sonda se comprobd

en el NanoDrop.

11.2. Dot blot

La sonda sintetizada se comprobd mediante la técnica de Dot blot. En una
membrana de Southern blot (Immobilon - NY+ de Millipore®) se deposité 1 ul de la
sonda generada. La membrana se expuso a 80°C durante 10 minutos y luego un
minuto bajo una luz ultravioleta para posteriormente, ser incubada con BSA al 2% en
TBST y se afiadié el anticuerpo a-Digoxigenina-AP (Roche) a una concentracién 1:9000.
El anticuerpo se incubd toda la noche a 4°C con agitaciéon. Al dia siguiente, la
membrana se lavo dos veces durante 10 minutos con TBST y otras dos veces de 10

minutos con AP Stain Buffer (Roche). Finalmente, para revelar se afiadié gota a gota
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BM-Purple AP sustrate (Roche) mientras se mantuvo la membrana cubierta para evitar

la luz. El revelado nos dio una idea de la intensidad de la sonda.

11.3. Preparacion de los cortes

Se obtuvieron embriones de E10.5, E11.5, E12.5 y E13.5 dias de gestacion
(considerando el dia que se vio el tapén mucoso como EQ.5). Los embriones fueron
fijados en PFA al 4% en PBS, a 4°C y con agitacion durante 24 horas, tras las cuales se
cambid el PFA y se puso nuevo durante otras 24 horas. Tras ese tiempo, los embriones
fueron puestos en una solucion de sacarosa al 30% manteniendo la agitacion y la
temperatura. Cuando los embriones se equilibraron con la solucion de sacarosa,
fueron incluidos en O.C.T. (Tissue Tek™) empleando nitrégeno liquido para una rapida
congelacion. Finalmente, se cortaron en secciones de 12 um en un criostato Thermo

Scientific Microm HM 550.

11.4. Hibridacién in situ

El protocolo de la hibridacién in situ fue el siguiente: 1) se fijaron los cortes con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente; 2) se
aclararon y lavaron con PBS; 3) se trataron con proteinasa K (20 mg/mL) en PBS
durante 6 minutos; 4) se lavaron con PBS durante 5 minutos; 5) se fijaron con PFA al
4% durante 10 minutos; 6) se lavaron y aclararon con PBS; 7) se acetilaron durante 10
minutos; 8) se aclararon y lavaron con PBS dos veces durante 5 minutos; 9) se diluyé la
sonda de hibridacién en solucién de hibridar y se calenté a 80°C durante 5 minutos. En
el caso de la sonda de bex3 se usé a una concentracion final de 1 ug/mL, la sonda de
trkA se uso a la concentracion de 0,5 pg/mL; 10) las secciones se hibridaron con 200 pL
por porta a 55°C con humedad durante toda la noche; 11) se lavaron con 5X SSC
(precalentado a 65°C); 12) se lavaron con 50% de formamida (Sigma®) en 2X SSC
durante 30 minutos a 65°C; 13) se lavaron con tampdn RNAsa durante 15 minutos a
37°C; 14) se trataron con 20 mg/mL de RNAsa A durante 30 minutos a 37°C; 15) se
lavaron con tampdn de RNAsa durante 15 minutos a 65°C; 16) se lavaron con 2X SSC a
37°C durante 15 minutos; 17) se lavaron con 0,1X SSC a 37°C durante 15 minutos; 18)
se lavaron con PBT (PBS + 0,1% Tween 20) durante 15 minutos a temperatura

ambiente; 19) se bloguearon como minimo una hora y media con PBT + 10% NGS
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(Normal Goat Serum), 20) se afiadié el anticuerpo a-digoxigenina-AP en PBT + 1% NGS
a concentracion 1:3000 y se dejo toda la noche a 4°C; 21) se aclararon y lavaron 2
veces con PBT a temperatura ambiente y con agitacion durante una hora y media; 22)
se lavaron 2 veces con el tampdn AP Stain Buffer durante 10 minutos; 23) se tifié con
BM-Purple AP substrate + 1mM tetramizol a temperatura ambiente, en oscuridad y en
condiciones de humedad; 24) se pard la reaccién lavando varias veces con agua del
grifo. Finalmente, las secciones se incubaron en 2 mM EDTA/dH,0 y 25) se montaron

con Mowiol (Calbiochem®) e incubaron a 37°C hasta que se secaron.

11.5. Hibridacién in situ e inmunofluorescencia

Cuando se realizdé una inmunohistoquimica y una hibridacién in situ en la misma
seccion, se realizd primero la inmunohistoquimica. Las secciones fueron post-fijadas
con PFA al 4% durante 10 minutos, se lavaron 3 veces con PBS y se bloquearon con 5%
de NGS + 0,1% Tritén X-100 en PBS durante 30 minutos. Se incubaron con el
anticuerpo RTA (que reconoce especificamente TrkA) durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, las secciones se lavaron 3 veces con PBS y se incubd con el anticuerpo
secundario Alexa Fluor®488 (InvitrogenTM) durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, las secciones se lavaron otras 3 veces con PBS y se procedid a realizar
la hibridacion in situ como se ha descrito anteriormente, usando el anticuerpo a-DIG-
Rhodamine (Roche) para detectar el mMRNA de bex3. Las imagenes se captaron con un

microscopio confocal Leica.

12.  ENSAYO ENZIMATICO DE INMUNOADSORCION (ELISA)

Para llevar a cabo los ensayos de ELISA que detectaban la proteina cloranfenicol
acetil transferasa (CAT) bacteriana, se empled un kit comercial de Roche. El protocolo
llevado a cabo fue el indicado en las instrucciones del fabricante.

El primer dia, se sembraron 75000 células N2a en placas de 12 pocillos. Al dia
siguiente, se transfectaron con diversos plasmidos (GFP o GFP-Bex3 o shRNA control o
shRNA Bex3 o shRNA Bex3 + GFP-Bex3 resistente) junto con el plasmido pMS8 que
contiene el promotor de trkA fusionado a la secuencia que codifica para la proteina
CAT (Sacristan et al, 1999) (Figura R15A). La transfeccidn se realizé con Lipofectamina

2000™ vy a las 6 horas se cambié el medio a las células. A las 48h y tras comprobar por
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fluorescencia que las células expresaban la proteina verde fluorescente, se comenzo el
ELISA con la lisis de las células. En todos los experimentos se realizaron duplicados. La
lectura de la absorbancia se realizd en un lector de placas LT-4000 microplate reader
(Labtech) a una longitud de onda de 405nm. Se guardd una alicuota de cada muestra
para posteriormente realizar un Western blot y comprobar los niveles de transfeccién.
Para asegurar de que todas las células que hubiesen incorporado el pMS8, ademas
hubiesen incorporado el segundo plasmido, éste se puso en una cantidad tres veces
superior a la cantidad de pMS8 que se empled para realizar la transfeccién. Los
experimentos realizados con otros vectores (pMS10.3, pMS16 o pMS22) se realizaron
de manera analoga a lo descrito para el pMS8.

Los experimentos de ELISA con estimulos de NGF se realizaron en células PC12 ya
gue éstas responden mejor al NGF que las células N2a, puesto que éstas ultimas
expresan mayoritariamente un receptor truncado. Dichos experimentos se realizaron

de manera analoga a los realizados en las células N2a.

13.  INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA (ChlIP)

Para realizar la inmunoprecipitacién de cromatina, se emplearon cuatro placas
confluentes de 10 cm con células N2a (aproximadamente unos 40 millones de células).
Las células se lavaron con PBS, se afiadieron 3 mL de PBS con formaldehido a una
concentracion final del 1% (Merck®) por placa y se incubaron durante 10 minutos a
37°C para que se creasen las uniones entre el DNA y las proteinas. Al cabo de los diez
minutos se retird el medio y se lavé con PBS frio. Las células se recogieron con 1 mL de
PBS por placa junto con el coctel de inhibidores de proteasas en frio (ver Tabla 2). Se
centrifugd a 3500 rpm a 4°C durante 5 minutos. Las células fueron resuspendidas en 1
mL de tampdn de lisis de ChIP que contenia los inhibidores de proteasas. Las muestras
se incubaron en hielo durante 10 minutos y fueron sometidas a sonicacién durante un
minuto en un bafio de ultrasonidos (USC100 de VWR™). Las muestras se centrifugaron
a 13000 rpm durante 10 min a 4°C y se guardd una alicuota de 50 pl del sobrenadante
como input a -80°C. El resto del sobrenadante se diluyé 10 veces con tampén de ChlP.
Para disminuir las uniones inespecificas, se afiadieron 60 ul por cada 2 mL de
sobrenadante de proteina G-agarosa y se incubd durante una hora a 4°C con agitacién.

Las muestras se centrifugaron 2 min a 2000 rpm a 4°C y se recogi6 el sobrenadante, al
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cual se le afadid o bien el anticuerpo a-Bex3-proteina G-agarosa (80 pL) o como
control negativo afiadimos IgG de cabra unidas a proteina G-agarosa (80 uL). Las
muestras se incubaron con agitacién toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugd
a 2000 rpm durante 2,5 minutos y se elimind el sobrenadante para “lavar” los
inmunoprecipitados dos veces con el tampdn de lavado del complejo inmune bajo en
sal durante 4 minutos con agitacion a 4°C. Después, se repitieron los pasos de
centrifugacién y lavado con el tampén de lavado del complejo inmune alto en sal y por
ultimo con el tampdn TE. Para eluir se afladieron 250 pl del tampdn de elucion y se
dejo en agitacién a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se repitid la elucion y
se juntaron los dos eluidos. A continuacion, a las muestras eluidas y a los inputs se les
afiadié 20 pL de NaCl 5 My se dejé incubando durante 5 horas a 65°C para revertir el
cross-link. Luego se afiadieron 10 pL de EDTA 0,5 M, 20 pL de Tris-HCI1 M pH 6,5y 1 pL
de proteinasa K (20 mg/mL) y las muestras se incubaron durante una hora a 45°C.
Finalmente, se extrajo el DNA con el método del fenol-cloroformo, dejando que el DNA
precipitara durante toda la noche a -20°C. Al dia siguiente, se extrajo el DNA y se
realizd una PCR convencional para analizar la presencia del promotor de trkA. El
programa de la PCR fue: 94°C durante 5 minutos, luego 35 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 55°C durante otros 30 segundos y 72°C durante también 30 segundos para

finalmente realizar una elongacién de 4 minutos a 72°C.

14.  ANALISIS ESTADISTICO

La cuantificacién de las RT-PCR semi-cuantitativas se realiz6 empleando el
programa informatico Image J (NIH). La intensidad de las bandas de diversos
experimentos fue cuantificada y normalizada frente a la intensidad de la banda de B3-
actina en el control.

Los Western blot se escanearon y se cuantificaron mediante el programa
informdtico Image J (NIH). Los datos se normalizaron frente a la cantidad de R-tubulina
y se representan como media + s.e.m

Todos los experimentos se realizaron como minimo por triplicado. Los valores
estadisticos fueron obtenido con el programa informatico GraphPad Prism 4
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA) y estan expresados como la media = el error

estandar de la media (s.e.m.). Para determinar las diferencias significativas se usé el
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test de la t de Student con dos colas. Para los datos de los experimentos de ELISA, se

emplearon siempre duplicados y se consideraron datos pareados. Los valores con p <

0,05 se consideraron significativos.

LISTA DE TAMPONES

TAMPONES:
Tampon 2X PCR de PROMEGA

2X HBS: 140 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,4, 50 mM HEPES pH 7,05.
Tampodn de lisis: 20 mM Tris pH 8.0, 137 mM NaCl, 1% Nonidet P-40 (NP-40).

Tampdn de carga (2X SDS): 100 mM Tris pH 7.5, 25% glicerol, 2% SDS, 0,01% azul de

bromofenol.

Tampdn de citosol: 10 mM HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1 mM EDTA pH 8,0, 0,1%

NP-40.
Tampdn de nucleo: 50 mM HEPES pH 7,5, 1,5 mM MgCl,, 10 mM HCI, 10 mM NaCl, 1 mM

EDTA pH 8,0, 1% NP-40.

Tampdn de electroforesis: 25 mM Tris pH 8,3, 192 mM glicina, 0,1% SDS.

Tampodn de transferencia: 400 mM glicina, 50 mM Tris y 10% metanol.

Tampdn TBST: 10 mM Tris pH 8.0, 150 mM NacCl, 1 mM EDTA, 0,1% Tween-20.
ECL: 0,1 M Tris pH 9.35 con 195 mg luminol (sigma) y 237 mg de para-iodofenol (Aldrich) para
500 mL de solucion.

Tampdn de anillamiento de oligonucledtidos: 100 mM CH3CO,K, 30 mM HEPES pH 7,4y 2 mM

TAMPONES para la hibridacion in situ:

Tampdn de acetilacidon: 1,3 mL Trietanolamina (Sigma), 260 mL de 12N HCI, 250 mL de

anhidrido acético (Fluka) y completar con H,0 DEPC hasta un volumen final de 1000 mL.

Tampdn de hibridacidn: 50 mL formamida (Sigma), 20 ml de 50% sulfato de dextrano (Sigma),

2 mL de 50 X Denhardt’s (sigma), 2,5 mL de 10 mg/mL de yeast tRNA (sigma), 6 mL 5M NacCl, 2
mL 1M Tris-HCI pH 8,0, 1 mL 0,5M EDTA, 1 mL 1M NasPO,4, 5 mL 20% sarcosyl (sigma) y H,O
hasta completar un volumen de 100 mL.

Tampdn de RNAsa: 100 mL 5M NaCl, 10 mL Tris-HCI pH 7,5, 10 mL 0,5M EDTA, H,0 hasta

completar un litro.
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Tampdn de tincién AP: 2 mL de 5M NaCl, 10 mL 1M Tris-HCI pH 9,5, 5 mL 1M MgCl,, 0,1 mL

Tween-20, H,0 hasta completar un volumen de 100 mL.

5X SSC: 3M NaCl pH 7, 0,3M Na;C3Hs0(COO)s.

TAMPONES para el ChIP:

Tampdn de lisis: 1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,1 y el céctel de inhibidores de
proteasas.

Tampdn de ChIP: 0,01% SDS, 1,1% Triton X-100, 1,2 mM EDTA, 16,7 mM Tris-HCI pH 8,1, 167

mM NacCl.

Tampdn de lavado del complejo inmune bajo en sal: 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA,

20 mM Tris-HCl pH 8,1, 150 mM NaCl.

Tampon de lavado del complejo inmune alto en sal: 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20

mM Tris-HCl pH 8,1, 500 mM NaCl.
TE: 10 mM Tris-HCl pH 8,1, 1 mM EDTA.
Tampon de elucidn: 1% SDS, 0,1M NaHCOs.
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PREVIO: ENSAYO DE DOBLE HIBRIDO

Para identificar proteinas que interaccionasen con los receptores de neurotrofinas
Trk, se realizé un ensayo de doble hibrido. El ensayo se efectué con la regién
yuxtamembrana del receptor de neurotrofinas TrkB como cebo, concretamente con la
region comprendida desde la histidina 458 (His 458) hasta la glicina 544 (Gly 544) y se
empled una genoteca de cDNA de ganglios raquideos de rata de dia postnatal 1 (P1)
descrita anteriormente (Kong et al, 2001). El ensayo se realizd como se describe
previamente (Yano et al, 2001) y una de las proteinas que se identificé en dicho ensayo

fue la proteina Bex3.

Las neuronas de los ganglios raquideos o DRG (Dorsal Root Ganglion) de rata a P1 a
partir de los cuales se generd la genoteca de cDNA para realizar el ensayo de doble
hibrido, expresan los receptores de neurotrofinas TrkA, TrkB y TrkC aungque con unos
porcentajes muy diferentes. Asi, a PO-P2 entorno al 75% de las neuronas expresan el
receptor TrkA (Benn et al, 2001; Bennett et al, 1996; Guo et al, 2001). Teniendo esto en
consideracion y también que la similitud entre los dominios yuxtamembrana de TrkA y
de TrkB es de un 56% (Figura R1), es por lo que decidimos comprobar si la proteina Bex3

interaccionaba con el receptor TrkA.

trkB === MSPWPRWHGPAMARLWGLCLLVLGFWRASLACPMSCKCSTTRIWCTEPSPGIVAF

trkA MLRGORHGQLGWHRPAAG-LGGLVTSL----MLACACAASCR----ETCCPVGPSGLRCT
L uKFx kk | ok k% : s k% * ke . * *s

trkB PR----LEPNSIDPENITEILIANQKRLEIINEDDVEAYVGLKNLTIVDSGLKFVAYKAF

trkA RAGTLNTLRGLRGAGNLTELYVENQRDLORLEFEDLQGLGELRSLTIVKSGLRFVAPDAF

LJKkekke 2 kkae ke s sekes, ke hhkk Khkokkk Kk

trkB LKNGNLRHINFTRNKLTSLSRRHFRHLDLSDLILTGNPFTCSCDIMWLKTLQETKSSP-D

trkA HFTPRLSHLNLSSNALESLSWKTVQGLSLODLTLSGNPLHCSCALLWLORWEQEDLCGVY

e okX Faokeseo *x Kk kkk o et K oKk kk kekkhko *hkk sekk T . .

trkB TODLYCLNESSKNTPLANLQIPNCGLPSARLAAPNLTVEEGKSVTISCSVGGDPLPTLYW

trkA TOKLOGS—-GSGDQFLPLGHNNSCGVPSVKIQMPNDSVEVGDDVFLOCQVEGQOALQQADW

*k  k JKx e * s JKKhekk o *k okk Kk k ¢ Kk Kk ko * *

trkB DVGNLVSKHMNETSHT--QGSLRITNISSDDSGKQISCVAENLVGEDQDSVNLTVHFAPT

trkA ILTELEGTATMKKSGDLPSLGLTLVNVTSDLNKKNVTCWAENDVGRAEVSVQVSVSFPAS
N H AR R O G S

trkB ITFLESPTSDHHWCIPFTVRGNPKPALOQWFYNGAILNESKYICTKI---HVTNHTEYHGC

trkA V-HLGKAVEQHHWCIPFSVDGOQPAPSLRWFFNGSVLNETSFIFTOQFLESALTNETMRHGC

S Gk . LLtkkhkkhkhkkek hek Kekeokhkokkoohkkhko ok Koo ekk % * k%

trkB LOLDNPTHMNNGDYTLMAKNEYGKDERQISAHFMGRPGVDYETNPNYPEVLYEDWTTPTD

trkA LRLNQPTHVNNGNYTLLAANPYGOAAASIMAAFMDNPF---EFNPEDPIPVS---FSPVD

kekhgeokkkohkhheokhhkek * Kk I A * kke * : sk *

trkB IGDTTNKSNEIPSTDVADQTNREHLSVYAVVV-IASVVGFCLLVMLLLLKLARHSKFGMK

trkA TNSTS=======— RDPVEKKDETPFGVSVAVGLAVSAALFLSALLLVLNKCGORSKFGIN

* e * e e [ K., * sekek *x sekkkke e
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trkB GPASVISNDDDSASPLHHISNGSNTPSSSEGGPDAVIIGMTKIPVIENPQYFGITNSQLK
trkA RPAVLAPE-DGLAMSLHFMTLGGSSLSPTEGKGSGL—-——--— QOGHIMENPQYF———=—=——=——
** s * * ke k., * k% .o s H sekkkhk%k
trkB PDTFVQHIKRHNIVLKRELGEGAFGKVFLAECYNLCPEQDKILVAVKTLKDASDNARKDF
trkA SDTCVHHIKRODIILKWELGEGAFGKVFLAECYNLLNDODKMLVAVKALKETSENARQDF
hh hegkkkkgokhkekhkh dhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhhhkg khkkhkokhkhkhhkkokkosokheohdhkokk
trkB HREAELLTNLQHEHIVKFYGVCVEGDPLIMVFEYMKHGDLNKFLRAHGPDAVLMAEGN—-
trkA HREAELLTMLOQHOQHIVRFFGVCTEGGPLLMVFEYMRHGDLNRFLRSHGPDAKLLAGGEDV
*kkhkkkkhkk*k khkhghkkkoghkohhh *k dkohhhhhhoghhkhkhhohdhghhhdkdx Kok %
trkB PPTELTQSOMLHIAQQIAAGMVYLASQHFVHRDLATRNCLVGENLLVKIGDFGMSRDVYS
trkA APGPLGLGQLLAVASQVAAGMVYLASLHFVHRDLATRNCLVGQGLVVKIGDFGMSRDIYS
L * * JKek ok hekkkkhhhhh hhkhkhkhkhkhkhhhhhhhkk Feokhhkhkkhkhkhkhkkk o hkk
trkB TDYYRVGGHTMLPIRWMPPESIMYRKFTTESDVWSLGVVLWEIFTYGKQPWYQLSNNEVI
trkA TDYYRVGGRTMLPIRWMPPESILYRKFSTESDVWSFGVVLWEIFTYGKQPWYQLSNTEAT
khhhhhkhkhkoghhhhdhhhhhhhhhohdhhhohhhhhdhhohhhhhhhdhdddhhhrdrhhdrd % *
trkB ECITOGRVLORPRTCPQEVYELMLGCWOREPHTRKNIKNIHTLLONLAKASPVYLDILG
trkA ECITOGRELERPRACPPDVYAIMRGCWOREPQQORLSMKDVHARLQALAQAPPSYLDVLG
khhhhkk kokhkkhhgkhk skk ok Fhkkkkkks Kk _eskseks K*k kkek *k Kkkkgkk

Figura R1: Alineamiento de las proteinas TrkB y TrkA de Rattus norvergicus. Se empleé el
programa informdtico CLUSTAL-W2. En negrita se marcan los aminodcidos del receptor TrkB
utilizados como cebo para el ensayo de doble hibrido y en subrayado los aminoacidos que
componen la regiéon yuxtamembrana del receptor TrkA.
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RESULTADOS

1 Interaccion entre las proteinas TrkA y Bex3

1.1 Co-inmunoprecipitaciones

Para validar el resultado obtenido en el ensayo de doble hibrido, se realizaron co-
inmunoprecipitaciones a partir de lisados de células HEK293. Estas células fueron
previamente transfectadas con plasmidos que codifican para el receptor de
neurotrofinas TrkA y para la proteina Bex3 de rata fusionada al epitopo de
hemaglutinina del germen de trigo (HA), para facilitar su posterior reconocimiento. A
partir de los lisados celulares, el receptor TrkA se inmunoprecipitd con el anticuerpo o-
Trk 203. Posteriormente, se analizé la presencia de la proteina HA-Bex3 en el
inmunoprecipitado mediante Western blot y se observd que la proteina HA-Bex3

interaccionaba con TrkA (Figura R2A).

Para confirmar aun mas la interaccidén entre las dos proteinas, se empled la linea
celular PC12-6/15 que expresa enddgenamente la proteina Bex3 y sobre-expresa el
receptor TrkA (Hempstead et al, 1992). De igual modo, a partir de lisados celulares se
inmunoprecipito el receptor con el anticuerpo a-Trk C-14 y se detectd la presencia de la
proteina Bex3 tras inmunoprecipitar el receptor (Figura R2B). Por el contrario, cuando se
emplearon IgGs de conejo como control negativo para realizar la inmunoprecipitacion no
se detectd la presencia de Bex3, lo que indico la especificidad de la interaccién (Figura

R2B). Este resultado indica que las dos proteinas interaccionan en esta linea celular.

Finalmente, se emplearon directamente lisados de ganglios raquideos, diseccionados
de embriones de rata de estadio embrionario 15.5 dias (E15.5) que expresan TrkA y Bex3
enddégenamente. En este estadio aproximadamente el 80% de las neuronas de los DRG
expresan TrkA (Lawson & Biscoe, 1979). De manera andloga a lo descrito anteriormente,
tras dos horas de lisis a 4°C se inmunoprecipitd el receptor con el anticuerpo o-Trk 203 y
se detectd la presencia de Bex3 pero no en el control realizado con IgGs de conejo

(Figura R2C). Por lo tanto, TrkA y Bex3 interaccionan endégenamente.
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FIGURA R2: Bex3 interacciona con el receptor de neurotrofinas TrkA. (A) Interaccién entre TrkA
y Bex3 en células HEK293 transfectadas. A partir de los lisados celulares, se inmunoprecipité el
receptor TrkA y se analizé la presencia de la proteina HA-Bex3. (B) TrkA y Bex3 interaccionan en
células PC12-6/15. TrkA se inmunoprecipitd a partir de lisados de células PC12-6/15 y se detectd
la presencia de la proteina Bex3 en la inmunoprecipitacion. Se emplearon IgGs de conejo como
control negativo de la inmunoprecipitacién. (C) TrkA y Bex3 interaccionan en los ganglios
raquideos de rata. Los DRG se obtuvieron de embriones de rata a E15.5. A partir de los lisados, el
receptor TrkA se inmunoprecipitd y se detectd la presencia de la proteina Bex3. Se emplearon
IgGs de conejo como control negativo de la inmunoprecipitacion.

1.2 Mapeo de la interaccion entre Bex3 y TrkA

Tras haber validado y confirmado el resultado obtenido en el ensayo de doble
hibrido, quisimos discernir con mayor rigor la region de cada proteina implicada en la
interaccion. Para ello, primeramente se maped la zona de interaccién en el receptor

TrkA y posteriormente se realizd el mapeo en la proteina Bex3.

1.2.1 Region del receptor implicada en la interaccion

Para intentar delimitar aun mas la regién del dominio yuxtamembrana del receptor
implicada en la interaccion con Bex3, se emplearon diversas construcciones que
contenian distintos fragmentos de la regiéon yuxtamembrana del receptor TrkA
fusionados a GST y que fueron expresadas en bacterias (Yano et al, 2001) (Figura R3A).
Por otro lado, se sintetizd in vitro la proteina HA-Bex3 marcada radioactivamente (355
Met), como se describe en Materiales y Métodos. Se incubaron conjuntamente las
proteinas recombinantes con la proteina Bex3 radioactiva y mediante auto-radiografia se
observé que la proteina HA-Bex3 (S*) se unia a todos los fragmentos recombinantes,
mientras que no se unidé a GST que se utilizé como control negativo (Figura R3B). Las dos
bandas que se observaron en la auto-radiografia se deben a que la proteina HA-Bex3
presenta dos ATG de inicio, uno para el epitopo HA y otro para la proteina Bex3. Se

realizd una tincion del gel con Coomassie para comprobar la cantidad de proteina
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recombinante utilizada. Estos datos nos permiten concluir que toda la regién
yuxtamembrana del receptor de neurotrofinas contribuye a la interaccién con la

proteina Bex3.
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FIGURA R3: Toda la region yuxtamembrana del receptor TrkA participa en la interaccién con
Bex3. (A) Esquema representativo de las proteinas recombinantes empleadas. Diversos
fragmentos de la regién yuxtamembrana del receptor TrkA se fusionaron a GST. Modificado de
(Yano et al, 2001) TM: dominio transmembrana. Ig C2: Dominios del tipo inmunoglobulina. (B)
Auto-radiografia mostrando la interaccion de TrkA y Bex3. Las proteinas recombinantes fueron
incubadas en presencia de la proteina HA-Bex3 sintetizada in vitro y marcada radiactivamente
con azufre (S*). Se realizé una auto-radiografia para detectar la interaccién. La tincion del gel
con Coomassie se hizo para evaluar la carga de proteina recombinante en el gel.

1.2.2 Region de la proteina Bex3 implicada en la interaccion

Para identificar cudl era la region de la proteina Bex3 que estaba involucrada en la
interaccion con el receptor, se generaron diversos mutantes de la proteina fusionados a
GFP para facilitar su reconocimiento. Se obtuvieron dos mutantes con deleciones de la
region carboxilo terminal (Bex3 D1 y Bex3 D2) y un mutante puntual (Bex3 K93R). El
mutante Bex3 D1 presenta una delecion de 33 aminodcidos del extremo carboxilo
terminal, mientras que el mutante Bex3 D2 tiene delecionados los ultimos 73
aminodcidos. El mutante Bex3 K93R presenta una mutacion puntual donde se cambié la
lisina 93 (K), que potencialmente puede unir residuos de ubiquitina, por una arginina (R)

(Figura R4A).

Para analizar la interaccién entre el receptor de neurotrofinas TrkA y las diversas
proteinas mutantes de Bex3, se utilizaron células HEK293 transfectadas con TrkA vy
mutantes de Bex3. De manera analoga a los experimentos de co-inmunoprecipitacién, a
partir de los lisados celulares se inmunoprecipitd el receptor y se comprobd si existia
interaccidon o no con los diversos mutantes de Bex3 mediante Western blot. Se observé

que la interaccion desaparecio con los dos mutantes que presentan las deleciones en el
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extremo carboxilo terminal (Bex3 D1 y Bex3 D2) mientras que se mantuvo con el
mutante puntual Bex3 K93R (Figura R4B). Por lo tanto, la regién carboxilo terminal de la
proteina Bex3 y mds concretamente los Ultimos 33 aminodcidos estan implicados en la

interaccidn con el receptor de neurotrofinas TrkA.
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FIGURA R4: El dominio carboxilo terminal de Bex3 media su interaccion con el receptor de
neurotrofinas TrkA. (A) Esquema de los diferentes mutantes de la proteina Bex3 fusionados a
GFP. NES: secuencia de exportacion nuclear. CaaX: secuencia de modificacion lipidica post-
traduccional. (B) Interaccion de TrkA con Bex3 mediante su extremo carboxilo terminal. A partir
de lisados de células HEK293 transfectadas, se inmunoprecipitd TrkA y se analizo la presencia de
las diferentes proteinas Bex3.

2 Patron de expresion de trkA y de bex3 durante el desarrollo
embrionario del ratén

Tras demostrar que las dos proteinas interaccionaban y sabiendo que ambas se
expresan en las neuronas de DRG, quisimos analizar el patrén temporal de expresién de
Bex3 durante el desarrollo para ver si existia una relacidon espacio-temporal entre ambas.
Se ha descrito que la expresion del RNA mensajero de bex3 comienza a partir del estadio
embrionario E7.5, donde se situa en las capas del saco amniético (Kendall et al, 2003). En
el desarrollo del sistema nervioso del ratén, se ha descrito la expresion del transcrito de
bex3 en el neuroepitelio a partir del estadio E10 (Kendall et al, 2003; Kim et al, 2004). Sin
embargo, la expresiéon de bex3 en los DRG Unicamente estd descrita a estadio E14
(Kendall et al, 2003). Respecto a la expresién de TrkA, mediante andlisis tipo Northern
blot se observa su expresion a partir del estadio embrionario E9.5, alcanzando un pico a
E13.5 (Martin-Zanca et al, 1990). Mediante hibridacidn in situ con radioactividad, una
técnica altamente sensible, se detecta débilmente la expresién de trkA asociada al sitio

de condensacion de los DRG a E9.5 (Martin-Zanca et al, 1990).

64



Resultados

Con objeto de comparar en las neuronas de DRG en qué momento del desarrollo se
expresan los RNA mensajeros de trkA y de bex3, se realizaron hibridaciones in situ
utilizando digoxigenina en secciones consecutivas de embriones de ratén a diferentes
estadios del desarrollo. Se comenzd con secciones de embriones de estadio E10.5
aunque no se observd la presencia de ninguno de los dos mRNA (datos no mostrados),
probablemente por ser una técnica menos sensible que la hibridaciéon radioactiva. Un dia
mas tarde, a E11.5 se detectd la expresion de ambos aunque con ligeras diferencias.
Mientras que el mMRNA de bex3 presentd expresion en la mayor parte de las neuronas de
los ganglios raquideos, la expresion del mRNA de trkA estuvo mas restringida a ciertas
neuronas (Figura R5A, paneles superiores). Sin embargo, a E12.5 la expresién de ambos
transcritos presentd un marcaje mas intenso, sobre todo para el transcrito de trkA, y
ambos se localizaron en la mayoria de las neuronas de los ganglios raquideos (Figura

R5A, paneles inferiores).

A pesar de que las hibridaciones in situ habian sido realizadas en secciones contiguas,
no permitian distinguir si ambos genes se expresaban en las mismas neuronas. Para
lograr dilucidar este hecho, decidimos realizar en las mismas secciones hibridacion in situ
para bex3 e inmunofluorescencia contra TrkA empleando el anticuerpo RTA que
reconoce especificamente el receptor, como se detalla en Materiales y Métodos. Con
imagenes de microscopia confocal, se corrobord que en las mismas células que se
expresaba bex3 también se localizé la proteina TrkA (Figura R5B). Esta colocalizacién se
detectd en secciones de estadios E11.5 y E13.5. Por lo tanto, existe una co-expresién de

bex3y de TrkA durante el desarrollo temprano en las neuronas nociceptivas.
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FIGURA R5: Patron de expresion de bex3 y de trkA durante el desarrollo embrionario del raton.
(A) Patrén de expresion de los RNA mensajeros de bex3 y de trkA durante el desarrollo del ratén.
Hibridaciones in situ contra bex3 y trkA realizadas en secciones consecutivas de embriones de
ratén a E11.5 y E12.5. (B) Co-expresion del mRNA de bex3 y de la proteina TrkA en las neuronas
de DRG de ratdn durante el desarrollo. Inmunofluorescencia contra TrkA e hibridaciéon in situ
contra bex3 a E11.5y a E13.5 en la misma seccién. Imagenes tomadas con microscopia confocal.
Barra de escala, 100 um.

3 Bex3regula especificamente los niveles de TrkA a través de su mRNA

Puesto que Bex3 interacciona a través de su dominio carboxilo terminal con la region
yuxtamembrana del receptor de neurotrofinas TrkA, nos propusimos investigar cudles
podrian ser la/s funcidn/es de la proteina Bex3 en las neuronas de los ganglios raquideos
durante el desarrollo. Para ello, se realizaron experimentos de pérdida de funcién de

Bex3 en neuronas de DRG en cultivo.
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3.1 Descenso de los niveles de Bex3 mediante un shRNA

Para reducir los niveles de la proteina Bex3, se empled la técnica del small hairpin
RNA (shRNA), la cual se basa en el mecanismo de los RNA de interferencia para destruir
el RNA mensajero codificante para la proteina de interés. Se disefid un shRNA que
anillase especificamente con el mMRNA de rata de la proteina Bex3. Tras la expresion del
shRNA en las neuronas, el mRNA de bex3 serd destruido y ello conllevara a la
disminucion de los niveles de la proteina. Las secuencias de los ShRNA empleados estan
recogidas en la Tabla 6 de Materiales y Métodos. Para introducir el shRNA en las células
se emplearon particulas lentivirales que se generaron tal y como viene recogido en
Materiales y Métodos. Las neuronas de los ganglios raquideos en cultivo se infectaron
con particulas lentivirales que expresaban bien un shRNA control o bien el shRNA contra
Bex3. En la Figura R6 se pueden observar las neuronas en cultivo infectadas mediante la

expresion de la proteina GFP. Los experimentos se continuaron Unicamente cuando los

niveles de infeccidn superaron el 80%.

Figura R6: Neuronas de DRG en cultivo tras 5 dias de infeccién con el shRNA control. Imdgenes
de campo claro (izquierda) y de fluorescencia (derecha).

Para comprobar los niveles del mRNA de bex3 en las neuronas infectadas se utilizé el
método de la RT-PCR semi-cuantitativa. En la Figura R7A se pueden observar dos
ejemplos representativos. El mRNA de bex3 disminuyd eficientemente, reduciendo su
expresion un 67% de media en aquellas neuronas que fueron infectadas con particulas
lentivirales que expresaron el shRNA contra Bex3 como muestra la cuantificacién de
diferentes experimentos (100% vs 33%, en el grupo control vs Bex3 shRNA,
respectivamente) (Figura R7B). A su vez, también los niveles de la proteina Bex3 en
extractos celulares de neuronas infectadas mostraron un descenso tanto de la forma

monomérica como dimérica (Figura R7C).

67



Resultados

A B C

Neuronas p = 0.0001 C B
DRG 100+
.
b pd
_ ox T 60- WB:Bex3
-
- actina D o
8 404 —)
—
> 201
- actina & e | \B:Tubulina

C B

FIGURA R7: Reduccidn de los niveles de Bex3 mediante un shRNA especifico en neuronas de
ganglios raquideos. (A) Disminucidn de los niveles del mMRNA de bex3 en neuronas de ganglios
raquideos. Se obtuvo el RNA de neuronas en cultivos de DRG infectadas y se realizaron RT-PCR
semi-cuantitativas. Se empled f3-actina como control. Se muestran dos RT-PCR representativas.
(B) Cuantificacion del descenso del mRNA de bex3 en neuronas de DRG tras la infeccion. Los
datos se representan como media * s.e.m. El valor de p fue calculado usando el test de la t de
Student con dos colas (n=7). (C) Reduccion de la proteina Bex3 en cultivos neuronales de DRG. Se
muestra un Western blot representativo con la disminucién de la proteina Bex3 en forma
dimérica como monomeérica (sefalizadas con flechas negras) en neuronas de DRG infectadas. Se
empled RB-tubulina como control de carga. C: control shRNA. B: Bex3 shRNA.

3.2 Modulacidn de los niveles del receptor TrkA al reducir Bex3

Tras infectar las neuronas de DRG y confirmar el descenso de Bex3,
sorprendentemente se observd como los niveles de la proteina TrkA se vieron muy

reducidos en las neuronas infectadas con el shRNA contra Bex3 (Figura R8A).
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FIGURA R8: La reduccion de Bex3 en neuronas de DRG conlleva una disminucién de los niveles
de TrkA. (A) Los niveles de TrkA se vieron reducidos tras la disminucién de Bex3. Se obtuvieron
extractos celulares de neuronas de DRG infectadas para analizar la expresién de TrkA. Se empled
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B-tubulina como control de carga. Se muestran dos experimentos representativos.(B)
Cuantificacién de los niveles de TrkA en respuesta a la disminucion de Bex3. Los datos se
normalizaron frente a la cantidad de B-tubulina y se representan como media * s.e.m. El valor de
p fue calculado usando el test de la t de Student con dos colas (n=7). C: control shRNA. B: Bex3
shRNA.

La cuantificacion de distintos experimentos indicoé que el descenso fue de mas de un
75% de media frente al control (100% vs 24%, en el grupo control vs Bex3 shRNA,
respectivamente) (Figura R8B). Por lo tanto, la reduccion de los niveles de Bex3 conlleva

una disminucion de los niveles de TrkA en los cultivos neuronales de DRG.

3.3 Bex3 no modula la estabilidad de la proteina TrkA

Al observar la drdstica disminucién de los niveles de TrkA en neuronas con bajos
niveles de Bex3, nos preguntamos si la ausencia de Bex3 estaba afectando a la
degradacion del receptor. Anteriormente, se habia publicado que la proteina Bex3
inhibia la ubiquitinacidn de la proteina Smac (Second mitochondria-derived activator of
caspase, también denominada DIABLO) mediada por XIAP al formar un complejo con
Smac (Yoon et al, 2004). Pensamos que Bex3 podria estar ejerciendo el mismo efecto
sobre TrkA y asi, al eliminar Bex3 el receptor se ubiquitinaria mas lo que favoreceria su
posterior degradacién. Para estudiar la ubiquitinacién del receptor en presencia y
ausencia de Bex3, se emplearon células HEK293 tranfectadas con TrkA y diferentes
cantidades de Bex3. A partir de los lisados celulares el receptor se inmunoprecipitd y se
analizaron sus niveles de ubiquitinacion. Los resultados no mostraron diferencias
significativas en los niveles de ubiquitinacion de TrkA en funcidn de la presencia de Bex3
(Figura R9A). Para explorar si TrkA sufria una mayor degradacion en ausencia de Bex3, se
analizaron los niveles del receptor en neuronas sensoriales infectadas usando MG132 y
cloroquina, dos inhibidores que bloquean la degradacidon de proteinas a distinto nivel. El
MG132 es un inhibidor del proteasoma mientras que la cloroquina es un inhibidor de
proteasas lisosomales. El MG132 es uno de los compuestos mas utilizados en este tipo
de estudios, a pesar de que su efecto no es totalmente especifico e induce apoptosis a
tiempos largos de tratamiento. Por ello, se empled como tiempo maximo de tratamiento
6 horas a una concentracion 50 uM. La cloroquina se empled durante el mismo tiempo a
concentracion 10 uM. Se analizaron los niveles de TrkA tras el tratamiento con los

inhibidores por separado o conjuntamente en neuronas previamente infectadas. Se
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pudo observar que incluso en la condicién mas restrictiva, es decir, en presencia de
ambos inhibidores, no se logrd recuperar el nivel de expresién de TrkA en aquellas
neuronas que habian sido infectadas con particulas lentivirales que expresaban el shRNA
contra Bex3 (Figura R9B). Este resultado junto con los niveles de ubiquitinacion de TrkA
en células HEK293 parecen sugerir que los niveles de Bex3 no afectan a la estabilidad del

receptor y no son la causa de su disminucién.

A B
101 11 pg TrkA Cloroquina  MG132  Ambos
413852 0 ugGFP
0 4052 4 ugGFP-Bex3 Sh 6h Sh 6h 3h 6h
=TF) CBCBCBCBCBCBGCB
< "% |wB: P4D1 R AR = R S .
= (ubiquitina) " - |WB:TrkA
é D - S G WP S i o e e d® | T by ling

- & WB: TrkA

-
= SEEiwB: KA

WB: GFP

Lisados

.-.-

FIGURA R9: Bex3 no regula ni la ubiquitinacion ni la degradacion de la proteina TrkA. (A) La
expresion de GFP-Bex3 no afecta a los niveles de ubiquitinacion de TrkA. Se transfectaron células
HEK293 con TrkA y diferentes cantidades de GFP-Bex3. A las 24 h se inmunoprecipité el receptor
a partir de los lisados celulares y se analizaron sus niveles de ubiquitinacion. Se muestra un
experimento representativo (n=3). (B) Bex3 no altera la degradacién de TrkA. Analisis de los
niveles de TrkA tras bloquear la degradacién. Las neuronas de DRG en cultivo fueron infectadas
y, posteriormente, fueron tratadas con cloroquina (10 uM), con MG132 (50 uM) o con ambos
inhibidores conjuntamente durante un tiempo de 3 h o 6 h o no fueron tratadas y se analizaron
los niveles de expresidon de TrkA. Se muestra un experimento representativo (n=3). C: control
shRNA. B: Bex3 shRNA.

3.4 Bex3regulalos niveles de TrkA a través de la modulacion de los niveles de su
MmRNA
Tras comprobar que la hipdtesis planteada sobre el papel de Bex3 en la estabilidad
de la proteina TrkA no era vdlida, volvimos a plantear una nueva hipdtesis de trabajo.
Esta vez, consideramos que el descenso en los niveles de TrkA podria deberse a una
menor sintesis de la proteina. Para comprobar esta hipodtesis, se analizaron los niveles
del RNA mensajero de trkA en neuronas infectadas con particulas lentivirales que
expresaban el shRNA control o el shRNA contra Bex3 mediante PCR cuantitativa. Tras

cuantificar el mRNA de trkA frente al mRNA de f3-actina, se observé que las neuronas
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con una menor cantidad de proteina Bex3 presentaron unos niveles inferiores en la
cantidad de mRNA de trkA, mostrando un descenso del 50% frente a las neuronas
control (1,102 + 0,097 vs 0,566 + 0,107, en el grupo control vs Bex3 shRNA,
respectivamente) (Figura R10). Por lo tanto, Bex3 modula la cantidad de mRNA de trkA

en neuronas sensoriales.

p=0.02
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% 0.8- FIGURA R10: Bex3 regula los niveles del mRNA de trkA. Se
© obtuvo el RNA a partir de cultivos neuronales de DRG tras una
;% 0.6- semana de infeccidén y se sintetizé el cDNA con el que se llevé
% a cabo una PCR cuantitativa. El nivel de transcripcién relativo
~ 0.41 de trkA se normalizdé frente al de f-actina utilizando el
if 0.0- método del 2»Ct. Los datos se representan como media *
= s.e.m. El valor de p fue calculado usando el test de la t de

0.0 Student con dos colas. Se realizaron tres experimentos

C B independientes empleando triplicados en cada uno de ellos.
3.5 Especificidad del efecto de Bex3 sobre TrkA

Con objeto de detectar si la proteina Bex3 pudiese modular también los niveles del
receptor de neurotrofinas TrkB, comenzamos a trabajar con cultivos neuronales de
hipocampo que expresan de manera enddgena Bex3 y TrkB. Tras infectar de igual modo
las neuronas de hipocampo en cultivo con particulas lentivirales que expresan un control
ShRNA o el shRNA contra Bex3, se comprobd mediante PCR semi-cuantitativa que los
niveles del mRNA de bex3 se encontraban reducidos entorno al 50% de media en
aquellas neuronas infectadas con el shRNA contra Bex3 (100% vs 45,0%, en el grupo
control vs Bex3 shRNA, respectivamente) (Figura R11A,B). Tras ello, se procedié a
analizar los niveles del receptor TrkB. Se observé que éstos no se encontraban afectados
por la reduccion de Bex3 (100% vs 135,0%, en el grupo control vs Bex3 shRNA,
respectivamente) (Figura R11C,D). A su vez, también quisimos analizar los niveles del
RNA mensajero de trkB mediante PCR cuantitativa. Al igual que ocurrié con los niveles de
proteina, los niveles del mRNA no se vieron afectados cuando se redujeron los niveles de
Bex3 (1,007 * 0,06 vs 0,982 + 0,203, en el grupo control vs Bex3 shRNA,
respectivamente) (Figura R11E). Por lo tanto, podemos concluir que Bex3 no afecta al

receptor TrkB y que el efecto de Bex3 es especifico sobre el receptor TrkA.
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FIGURA R11: Bex3 no afecta a los niveles de TrkB. (A) Disminucion de los niveles del mRNA de
bex3 en neuronas de hipocampo. Se obtuvo el RNA de neuronas en cultivo de hipocampo
infectadas y se realizaron RT-PCR semi-cuantitativas. Se empled f-actina como control. Se
muestran dos ejemplos representativos. (B) Cuantificacién del descenso del mRNA de bex3 en
neuronas de hipocampo tras la infeccidn. Los datos se representan como media + s.e.m. (n=4).
(C) Los niveles de TrkB no se ven afectados tras la disminucion de la proteina Bex3. Tras una
semana de infeccidn, se obtuvieron los extractos celulares para analizar la expresion de TrkB. Se
empled B-tubulina como control de carga. Se muestran dos experimentos representativos. (D)
Cuantificacién de los niveles de TrkB en respuesta a la reduccién de Bex3. Los datos se
representan como media % s.e.m. (n=4). (E) La disminucidon de Bex3 no afecta a los niveles del
MRNA de trkB. Se obtuvo el RNA a partir de los cultivos, se sintetizd cDNA y se llevd a cabo una
PCR cuantitativa. El analisis estadistico se realizé como se describe en la Figura R9. Se realizaron
tres experimentos independientes empleando triplicados en cada uno de ellos. Los valores de p
fueron calculados usando el test de la t de Student con dos colas. C: control shRNA. B: Bex3
shRNA.

4 Bex3 modula la actividad transcripcional del promotor de trkA

Tras observar como la reduccién de la proteina Bex3 provocaba un descenso en los
niveles del mRNA de trkA, decidimos estudiar si Bex3 podria estar influyendo en la
actividad transcripcional del promotor del gen trkA. Para ello, se realizaron experimentos

de reporte de actividad transcripcional tal y como se detalla en Materiales y Métodos.

72



Resultados

4.1 Laexpresion de Bex3 modula la actividad transcripcional del promotor de
trkA

La Dra. Sacristdn y el Dr. Martin Zanca describieron un fragmento de 1,8 Kb previo al
punto del inicio de la transcripcion que exhibia actividad transcripcional en células N2a y
PC12 pero no en células HEK293, es decir, Unicamente en lineas celulares que de manera
enddégena expresan TrkA (Sacristan et al, 1999). El Dr. Martin Zanca nos cedid
amablemente las construcciones que habian sido utilizadas para identificar la secuencia
gendmica que contiene la actividad promotora minima del gen trkA del ratéon (Sacristan
et al, 1999). Con estos plasmidos se comenzd analizando la funcién de Bex3 en
experimentos en los que se redujeron los niveles de Bex3. Para eliminar la expresion de
Bex3 en la linea celular N2a se empled un shRNA, que reconocia el RNA mensajero de la
proteina Bex3 de ratdn previamente descrito y de demostrada eficacia (Kim et al, 2004).
Se verifico el descenso en los niveles del mRNA de bex3 en las células N2a infectadas con
particulas lentivirales que expresaban el shRNA contra Bex3 mediante RT-PCR
semicuantitativa frente a las células N2a infectadas con particulas lentivirales que

expresaban el shRNA control (Figura R12).

N2a

C B Figura R12: Descenso del mRNA de bex3 en células N2a. Las células
- bex3 N2a se infectaron con particulas lentivirales que expresaban el control

shRNA o el shRNA contra Bex3 de ratén. Se empled f3-actina como
- actina  control de carga. Se muestra un experimento representativo.

Una vez comprobada la eficacia del shRNA contra Bex3 en las células N2a, estas
fueron transfectadas con el plasmido pMS8, que contiene un fragmento de 1.8 Kb del
promotor de trkA fusionado al gen bacteriano que codifica la proteina cloranfenicol
acetil transferasa (CAT) (Figura R15A) y un plasmido que expresa el shRNA control o el
shRNA contra Bex3. Mediante la técnica de ELISA se cuantificd la cantidad de CAT
presente en los lisados celulares en presencia o ausencia de Bex3. La actividad
promotora se vio reducida cerca de un 35% cuando elimindbamos la proteina Bex3
(100% vs 64,24%, en el grupo control vs Bex3 shRNA, respectivamente) (Figura R13).
Para asegurarnos que la disminucién observada en la actividad transcripcional se debia a
la reduccidn de la proteina Bex3 y no a un efecto inespecifico del shRNA contra Bex3

sobre otros mRNAs, se realizaron experimentos de rescate. En ellos, se empled junto con
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el shRNA contra Bex3 un cDNA de Bex3 resistente al shRNA, es decir, un cDNA de Bex3
con mutaciones en el ultimo nucledtido de varios tripletes (ver Materiales y Métodos
para mas detalle). De esta manera, el shRNA contra Bex3 destruird el mRNA enddgeno,
mientras que no tendra una complementariedad del 100% con el cDNA de Bex3 mutado
y, por lo tanto, éste no serd destruido. Ademas, este cDNA mutado codificara para los
mismos aminoacidos que la proteina silvestre, generando asi una proteina idéntica a la
endogena eliminada con el shRNA procedente del mRNA resistente a la degradacién por
el shRNA contra Bex3. Al emplear esta estrategia, no solamente se recuperaron los
niveles de actividad transcripcional basal observados en el grupo control, si no que
ademas fueron muy superiores (100% vs 203%, en el grupo control vs Bex3 resistente,
respectivamente) (Figura R13). Estos datos nos permiten concluir que la actividad
transcripcional del promotor de trkA esta regulada especificamente por los niveles de

proteina Bex3.
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Para profundizar en el papel de la proteina Bex3 sobre la actividad transcripcional del
promotor de trkA, las células N2a se transfectaron con el vector pMS8 junto con la
proteina Bex3 silvestre (WT) o diversos mutantes que nos permitieran identificar la
region implicada de Bex3 en la modulacidn de la actividad transcripcional. Dichos
experimentos pusieron de manifiesto que la presencia de la proteina Bex3 silvestre
incrementaba la actividad transcripcional del promotor (189%), de manera similar a lo
gue ocurria con la proteina Bex3 resistente (203%) (Figura R14A). Por el contrario, los
mutantes con la pérdida de la secuencia NES (Bex3 L94,97A) o la pérdida del extremo
carboxilo terminal (Bex3 D1 y Bex3 D2) no presentaron la actividad transcripcional

inducida por la proteina Bex3 WT (Figura R14A). La mutaciéon puntual de la lisina 93
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(Bex3 K93R) mostré la misma actividad que la proteina WT. Curiosamente, la mutacién
en la cisteina 121 (Bex3 C121S), que afecta a la caja CaaX, provocd un incremento mayor
en la actividad transcripcional en comparacién con la proteina WT (367% vs 189%, Bex3
C121S vs Bex3 WT, respectivamente) (Figura R14A). Para evaluar los niveles de expresion
de cada proteina mutante en los experimentos anteriores, se realizaron analisis tipo
Western blot. Los niveles de proteina Bex3 que se detectaron fueron similares, a
excepcién de los dos mutantes con deleciones (Bex3 D1 y Bex3 D2) que presentaron
mayor expresién con respecto a los demas mutantes (Figura R14B). Para nuestra
sorpresa, lo mas relevante fue el descubrimiento de una correlacién entre el aumento en
la actividad transcripcional que presentaron las diferentes proteinas Bex3 expresadas y
la presencia de dimeros e incluso tetrdmeros. La proteina Bex3 WT asi como los
mutantes Bex3 K93R y Bex3 C121S que presentaron un incremento en la actividad
transcripcional del promotor, se encontraron en forma dimérica y tetramérica a pesar de
las condiciones desnaturalizantes del Western blot. Sin embargo, los mutantes (Bex3
L94,97A, Bex3 D1 y Bex3 D2) que no incrementaron la actividad transcripcional del
promotor de trkA, se encontraron Unicamente en forma monomérica (Figura R14B).
Siendo necesaria la presencia en el nucleo celular para promover la transcripcion cabe
destacar que los mutantes que no presentaron incremento en la actividad
transcripcional del promotor de trkA se localizaron en mayor proporcién en el nucleo
que los mutantes que si incrementaron la actividad transcripcional asi como la proteina
WT (Figura R16D). Todos estos datos sugieren que la dimerizacion de Bex3, y no solo su
presencia en el nlcleo, podria ser requerida para modular la actividad transcripcional del

promotor de trkA.
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FIGURA R14: Bex3 modula la actividad transcripcional del promotor de trkA. (A) La expresién
de GFP-Bex3 incrementa la actividad transcripcional del plasmido pMS8 en células N2a. Actividad
transcripcional del plasmido pMS8 con diferentes mutantes de GFP-Bex3. Los datos se
representan como media * s.e.m. El valor de p fue calculado usando el test de la t de Student
pareado con dos colas (n=4-9 usando duplicados). (B) Western blot representativo mostrando
los niveles de transfeccidn de los diversos mutantes de Bex3 en células N2a. Se muestra cada
proteina por duplicado.

Para identificar la regidn del promotor de trkA donde Bex3 podria ejercer su funcion,
se utilizaron diferentes construcciones del promotor con deleciones consecutivas desde
el extremo 5° (Figura R15A) junto con GFP o GFP-Bex3. Se emplearon las construcciones
pMS10.3 (que contiene 934 pb previos al punto de inicio transcripcional), pMS16 (que
contiene 150 pb) y pMS22 (que contiene 43 pb). Esta ultima no presenta actividad
transcripcional (Sacristan et al, 1999). Todas las construcciones ensayadas presentaron
mayor actividad transcripcional en presencia de GFP-Bex3 frente a GFP, a excepcion de
la construccion pMS22, que no presenta actividad transcripcional por si sola (Figura
R15B). Con los datos obtenidos podemos decir que la proteina Bex3 estaria ejerciendo su
efecto en los 150 pb previos al inicio de la transcripcion, ya que con la construccion
pMS16 la proteina Bex3 aun es capaz de incrementar la actividad transcripcional basal

del promotor.

4.2 Laproteina Bex3 se une a laregion promotora de trkA

Tras localizar la regién en el promotor de trkA sobre la cual la proteina Bex3 podria
estar ejerciendo su accion y con objeto de determinar si Bex3 se unia al promotor del

gen trkA de ratdn, se realizaron experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina
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(ChIP). Se emplearon células N2a ya que con ellas se habian realizado los experimentos
de actividad trancripcional y se inmunoprecipitdé la proteina Bex3 a partir de lisados
celulares. Tras la inmunoprecipitacidon, fuimos capaces de amplificar mediante PCR la
region que comprende desde -143 pb hasta -19 pb previos al punto de inicio de la
transcripcién del promotor de trkA, ya que nuestros datos previos indicaron que Bex3
estaba ejerciendo su accién en esa region. Como control de la inmunoprecipitacidon se
emplearon IgGs de conejo (Figura R15C). Por lo tanto, Bex3 se une al promotor de trkA

en la regidn proxima al punto inicial de transcripcion.
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FIGURA R15: Bex3 modula la actividad transcripcional uniéndose al promotor de trkA en una
regidn proxima al sitio de inicio de la transcripcidn. (A) Esquema representativo de las diversas
construcciones empleadas, con sucesivas deleciones en el extremo 5° del promotor de trkA de
ratén. Modificado de Sacristan et al. 1999. (B) Mapeo de la regidon del promotor de trkA
modulada por GFP-Bex3. Se muestra la actividad transcripcional de diversos fragmentos del
promotor de trkA transfectados en células N2a junto con GFP o GFP-Bex3. Los datos se
representan como media * s.e.m. El valor de p fue calculado usando el test de la t de Student
pareado con dos colas (n=9-4 usando duplicados). (C) La proteina Bex3 enddgena se une al
promotor de trkA en células N2a. Se realizaron andlisis de tipo ChlIP, usando células N2a con el
anticuerpo a-Bex3-Prot-G-agarosa e IgG-Prot-G-agarosa como control negativo. Se amplificd
mediante PCR la region del promotor de trkA correspondiente a -143 hasta -19 pb. Se muestra
un experimento representativo (n=5).

5 Trafico citoplasma - nucleo de la proteina Bex3

Con respecto al patron de localizacién celular de la proteina Bex3 los datos
publicados hasta la fecha muestran que su localizacidon celular es principalmente
citoplasmatica tanto en rata (Alvarez et al, 2005) como en ratén (Mukai et al, 2000), e
incluso se ha publicado que colocaliza con marcadores mitocondriales (Kim et al, 2004).

Estd descrito que la proteina Bex3 tiene una secuencia de exportacion nuclear (NES)
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(Mukai et al, 2000), aunque no se ha identificado ninguna secuencia de localizacién
nuclear (NLS). El Unico dato que demuestra que la proteina Bex3 puede encontrarse en
el nucleo celular es un mutante generado por el grupo del Dr. Sato, donde mutaron la
secuencia de exportacion nuclear y observaron como el mutante se encontraba

localizado mayoritariamente en el nicleo (Mukai et al, 2000).

De acuerdo con estos resultados previos, decidimos comprobar la localizacién celular
de Bex3. Para ello, se emplearon células HEK293 transfectadas con GFP-Bex3 y se
observd gracias a la expresion de GFP, que la proteina se encuentra principalmente
localizada en el citoplasma celular confirmando los datos previos (Figura R16A). Ademas,
para analizar la localizacién enddgena de la proteina Bex3 se emplearon neuronas en
cultivo de los ganglios raquideos. Se realizaron inmunofluorescencias contra Bex3 y se
observd que en las neuronas de DRG la proteina Bex3 enddgena se localizod
mayoritariamente en el citoplasma celular, corroborando una vez mas los datos previos
(Figura R16B). Para analizar la localizacion celular de los diversos mutantes de la proteina
Bex se emplearon de nuevo células HEK293. Las células fueron transfectadas con GFP,
GFP-Bex3 WT vy los diferentes mutantes Bex3 D1, Bex3 D2, Bex3 K93R y Bex3 C121S
fusionados a GFP. Mediante la expresién de GFP pudimos observar como la proteina WT
asi como los mutantes Bex3 K93R y Bex3 C121S se localizé distribuida principalmente por
el citoplasma celular, mientras que los mutantes delecionados presentaron una
distribucién por toda la célula al igual que la proteina GFP que se empled como control

(Figura 16C).

Para verificar los datos obtenidos por el grupo del Dr. Sato, decidimos mutar
especificamente la secuencia de exportacion nuclear de la proteina Bex3. Como se ha
mencionado anteriormente, Bex3 presenta una secuencia de exportacion nuclear rica en
leucinas, por lo que decidimos cambiar la leucina 94 y la leucina 97 por dos alaninas,
para de este modo destruir la secuencia NES (Bex3 L94,97A). Las células HEK293 se
transfectaron con el mutante GFP-Bex3 L94,97A y se observd como la proteina se
encontraba localizada principalmente en el nucleo celular (Figura R17A). Esta localizaciéon
es, notoriamente, opuesta a la observada en las células transfectadas con la proteina

WT, lo que pone de manifiesto que la localizacidn citoplasmatica de la proteina Bex3 se
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debe a una eficiente traslocacion desde el nucleo hacia el citoplasma mediada por su

secuencia NES.

A

FIGURA R16: Localizacion
celular de la proteina Bex3 WT
y de los mutantes de Bex3. (A)
Localizacién subcelular de la
proteina GFP-Bex3 en células
HEK293. Las células HEK293
fueron transfectadas con GFP-
Bex3. (B) La proteina Bex3 se
localiza principalmente en el
citoplasma de las células PC12.
Se realizaron inmunofluores-
cencias contra la proteina Bex3.
(C) Localizacién celular de los
diversos mutantes de Ia
proteina Bex3. Las células
HEK293 fueron transfectadas
con GFP, con la proteina GFP-
Bex3 WT o con los mutantes
GFP-Bex3 D1, GFP-Bex3 D2,
GFP-Bex3 K93R y GFP-Bex3
C121S para visualizar su
localizacién celular mediante la
expresion de GFP.

HEK293

DRG

Ademas, quisimos analizar si la proteina Bex3 WT, a pesar de tener una localizaciéon
citoplasmatica, se traslocaba de manera enddgena al nucleo. Para ello, se transfectaron
células HEK293 con GFP-Bex3 y se afiadio leptomicina B (LMB), un inhibidor especifico
del factor de exportacién nuclear Crm1 que no afecta a la importacidn (Fornerod et al,
1997). Crm1 es el receptor de exportacion para las proteinas que tienen una secuencia
NES rica en leucinas, como es el caso de Bex3. La LMB se afladié durante 6 horas, tiempo
tras el cual se afiadid Hoechst 33342 para marcar los nucleos. La proteina GFP-Bex3 en
condiciones basales se encontré localizada en el citoplasma (Figura R16A y R17A)
mientras que cuando se afadid LMB, se localizé mayoritariamente acumulada en el
nucleo (Figura R17B). La proteina GFP-ARMS (proteina con cuatro pasos
transmembrana) se empled como control de las posibles acciones inespecificas causadas

por la LMB y se observé que no modificd su distribucidn celular por la presencia de la
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LMB (Figura R17B). Estos datos demuestran que la proteina GFP-Bex3 se trasloca al

nucleo aunque es eficientemente exportada gracias a su secuencia NES.
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S E (A) Localizacién subcelular de
E < las proteinas GFP-Bex3 y GFP-
[}
o - Bex3 L94,97A en células
HEK293. Las células HEK293
B fueron transfectadas y a las 24

h los nucleos se visualizaron
con Hoechst 33342. (B) Lla
proteina Bex3 se acumula en el
nucleo tras el tratamiento con
leptomicina B (LMB). Se
transfectaron células HEK293 vy
tras 24 h las células fueron
tratadas con LMB (10 ng/ml)
durante 6 h. Los nucleos se
visualizaron con Hoechst
33342. Barra de escala, 20 um.
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6 Efecto del NGF sobre la actividad transcripcional del promotor de trkA
y la dimerizacidon de Bex3 en el nucleo celular

Se ha descrito previamente que el NGF modula la traslocacidn al nucleo de varias de

NTR como por ejemplo SC-1 o Salll (Chittka &

las proteinas adaptadoras del receptor p75
Chao, 1999; Pincheira et al, 2009). Ademas, la proteina Bexl modifica su localizacién
celular tras un estimulo de NGF (Vilar et al, 2006). Por ello, nos planteamos si el NGF
afectaria a la localizacion celular de Bex3. Para averiguar si era asi, se realizaron
inmunofluorescencias contra Bex3 en células PC12 en respuesta a NGF. Se emplearon
dos anticuerpos diferentes contra Bex3 que reconocen dos epitopos distintos en la
proteina Bex3 (un anticuerpo comercial y un anticuerpo desarrollado en el laboratorio

que reconoce la region rica en histidinas y asparraginas Unica de la proteina Bex3) lo que

nos permitié dar mayor validez a los datos. Se observd que en ausencia de NGF la
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proteina Bex3 enddgena se encuentra principalmente localizada en el citoplasma celular
lo que coincide con los datos previos (Figura R18A). Sin embargo, tras un tratamiento
con NGF de 15 minutos al menos una fraccion de la proteina Bex3 parecid localizarse
también en el nlcleo celular (Figura R18A). Para apoyar estos datos, se realizaron
fraccionamientos subcelulares en células PC12-6/15 en presencia/ausencia de NGF. Se
analizo la presencia de Bex3 en la fraccion nuclear y se observé que en ausencia de NGF
Bex3 se encontré en forma monomérica, mientras que en presencia de NGF Bex3 se
encontré en forma monomérica y dimérica en el nucleo (Figura R18B). Por todo ello,
podemos decir que la proteina Bex3 podria encontrarse en forma de dimero en el nucleo

tras un estimulo con NGF.

Se ha descrito que el NGF estimula la actividad transcripcional de trkA en células
PC12 y en neuronas colinérgicas de los nucleos basales (Holtzman et al, 1992; Li et al,
1995; Meakin et al, 1992; Zhou et al, 1995). Asi mismo, también esta documentado que
el NGF incrementa los niveles del mRNA de bex3 (Mukai et al, 2000). Por todo ello,
quisimos investigar si la actividad transcripcional de trkA en respuesta a NGF podria estar
mediada por Bex3. Para ello, se realizaron experimentos de reporte de actividad
transcripcional con el promotor de trkA en presencia/ausencia de Bex3 en respuesta a
NGF. Se emplearon células PC12 ya que las células N2a presentan mayoritariamente un
receptor TrkA truncado y no responden bien al NGF (Tesis doctoral de Laura Andrés
Martin, Salamanca 2007). Ademds, el plasmido pMS8 presenta también actividad
transcripcional en este tipo celular (Sacristan et al, 1999). Las células PC12 se
transfectaron con el vector pMS8 y GFP o GFP-Bex3 y se midié la actividad
transcripcional sin estimulo o con estimulos de NGF (100 ng/ml) durante 30 minutos o
18 horas. Dichos experimentos mostraron, en concordancia con los datos publicados
anteriormente (Meakin et al, 1992; Zhou et al, 1995), que las células transfectadas con
GFP y estimuladas con NGF durante 18 horas aumentaron los niveles de actividad
transcripcional del promotor de trkA en un 21% (Figura R18C). Sin embargo, cuando las
células PC12 expresaron GFP-Bex3 el incremento en la actividad transcripcional en
respuesta a NGF aumenté hasta llegar a un 39% (Figura R18C). El tratamiento con NGF
durante 30 minutos no incremento los niveles de actividad transcripcional respecto al no

tratamiento en ninguno de los dos grupos, lo que concuerda con resultados previos
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(Meakin et al, 1992; Zhou et al, 1995). Ademas, cabe recalcar que incluso en ausencia de
NGF la proteina Bex3 incremento la actividad transcripcional basal en las células PC12 de
manera similar a lo descrito anteriormente para las células N2a (100% vs 160%, en el
grupo GFP vs GFP-Bex3, respectivamente) (Figura R18C). Por lo tanto, podemos concluir
que Bex3 no solo modula la actividad transcripcional del promotor de trkA en

condiciones basales si no también en respuesta a NGF.
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Figura R18: El tratamiento con NGF regula la actividad transcripcional del promotor de trkA y
la dimerizaciéon de Bex3 en el nucleo. (A) Los niveles de Bex3 se incrementan en el nucleo
celular tras un tratamiento con NGF. Inmunofluorescencias contra Bex3 en células PC12 en
presencia/ausencia de NGF. Se emplearon dos anticuerpos diferentes para reconocer la proteina
Bex3: a-Bex3 (paneles superiores) y a-Bex3 705 (paneles inferiores). Se empled Hoechst 33342
para marcar los nucleos celulares. (B) Presencia de Bex3 dimerizado en el nucleo en respuesta a
NGF. Se realizé un fraccionamiento subcelular en células PC12-6/15 tratadas o no con NGF (100
ng/ml). Se realizé un anélisis de tipo Western blot con la fraccidon nuclear para detectar la
proteina Bex3. Se empled pH3 como control de fracciones nucleares. (C) El NGF incrementa la
actividad transcripcional del promotor de trkA. Las células PC12 fueron transfectadas con el
plasmido pMS8 y GFP o GFP-Bex3 y se trataron con NGF (100 ng/ml) durante 30 min, 18h o no
fueron tratadas. Los datos se representan como media + s.e.m. El valor de p fue calculado
usando el test de la t de Student pareado con dos colas (n=3 con duplicados).

7 Implicacidon de la proteina Bex3 en supervivencia y diferenciacion

Una de las principales funciones mediadas por el NGF a través de los receptores TrkA

es la supervivencia de las neuronas sensoriales y simpaticas durante el desarrollo del
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sistema nervioso periférico. Se ha descrito que la activaciéon de TrkA tiene un papel
central en dicha supervivencia (Huang & Reichardt, 2003). Si la reduccion de Bex3 en las
neuronas de los ganglios raquideos provoco una disminucién en los niveles de TrkA, es
muy probable que las rutas de sefalizacion intracelulares desencadenadas por el
receptor en respuesta a NGF se vean también afectadas tras la reduccion de Bex3. Para
estudiar dicha hipotesis, decidimos analizar la sefializacion mediada por TrkA tras reducir
los niveles de la proteina Bex3. Para ello, las neuronas de los ganglios raquideos en
cultivo se infectaron con particulas lentivirales que expresaban bien un shRNA control o
bien el shRNA contra Bex3. Tras una semana de infeccidén, dichas neuronas fueron
privadas de NGF durante una noche vy, al dia siguiente fueron estimuladas con NGF para
analizar los niveles de activacidn del receptor asi como de las principales proteinas que
median sus cascadas de sefializacién mediante Western blot. Se pudo observar como la
reduccion de TrkA inducida por la disminucién de Bex3 conllevd a una activacion menor
del receptor (niveles de receptor fosforilado) y de las proteinas Akt y MAPK fosforiladas
(Figura R19A). Una de las consecuencias directas de una menor activacion de las
cascadas mediadas por las proteinas Akt y MAPK podria ser un descenso en la
supervivencia de estas neuronas. Para estudiar este hecho, se transfectaron neuronas de
DRG con un plasmido que expresa el shRNA control o el shRNA contra Bex3. Las
neuronas fueron transfectadas a pesar de la baja eficiencia de esta técnica en vez de ser
infectadas, porque datos previos del laboratorio habian mostrado que la infeccién con
particulas lentivirales favorecia la supervivencia neuronal. El NGF se retiré del medio de
cultivo de las células transfectadas y se analizé la supervivencia neuronal desde las 48
hasta las 72 horas después de retirar el NGF. Los plasmidos empleados en la transfeccién
expresaban la proteina GFP, lo que nos permitié identificar mediante fluorescencia las
neuronas transfectadas. Se consideraron células apoptéticas aquellas que tras afadir
Hoestch 33342 presentaron un nucleo condensado o fragmentado (Figura R19B). El
porcentaje de apoptosis observado tras la retirada del NGF fue de un 16,80% en la
neuronas transfectadas con el plasmido que expresa el shRNA control, mientras que en
las transfectadas con el plasmido que expresa el shRNA contra Bex3 fue de un 28,95%
(Figura R19C). Por lo tanto, los datos indican que Bex3 es capaz de influir en la
supervivencia de las neuronas de los ganglios raquideos dependientes de NGF a través

de la modulacién del receptor de neurotrofinas TrkA y de sus vias de sefializacidn.
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(C) Cuantificacion del porcentaje de apoptosis en las neuronas transfectadas a las 48-72h tras la
retirada del NGF. Los datos se presentan como media + S.E.M. El nimero total de neuronas
transfectadas fue de 249 en el grupo control y de 464 en el grupo shRNA Bex3 en cuatro
experimentos independientes. El valor de p ha sido calculado usando el test de la t de Student
con dos colas.

Otra de las principales funciones mediada por el NGF a través de los receptores TrkA
es la diferenciacién neuronal. En este caso, para investigar si la reduccion de TrkA debida
a un descenso en los niveles de Bex3 afectaba también a la diferenciacidon se emplearon
células PC12, un modelo ampliamente utilizado para el estudio de la diferenciacion
inducida por NGF (Greene & Tischler, 1976). Las células PC12 fueron infectadas con
particulas lentivirales que expresaban bien el shRNA control o bien el shRNA contra
Bex3. Tras 4 dias de infeccion, las células PC12 fueron estimuladas con NGF para
promover su diferenciacion. A las 48-72 horas se analizd el porcentaje de células
diferenciadas en cada grupo experimental. Gracias a la expresidon de la proteina GFP se
pudieron analizar Unicamente las células infectadas (Figura R20A). Las células PC12
fueron consideradas diferenciadas cuando la extensiéon de una de sus neuritas era el
doble del tamafo del cuerpo celular. El porcentaje de diferenciacion en las células

infectadas con particulas lentivirales que expresaban el shRNA control tras 48-72h en
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presencia de NGF fue del 36,5% mientras que las células infectadas particulas lentivirales
gue expresaban el shRNA contra Bex3 presentaron un porcentaje de diferenciacién del
20,5% (Figura R20B). Por lo tanto, los datos indican que Bex3 es capaz de influir en la

diferenciacidn de las células PC12 inducida por NGF.
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FIGURA R20: Bex3 modula la diferenciacion de las células PC12. (A) El descenso de TrkA
inducido por la reduccién de Bex3 conlleva un descenso en la diferenciacion de las células PC12.
Imagenes de fluorescencia de las células PC12 tras ser infectadas y en presencia de NGF durante
48-72 horas. Las células infectadas se visualizan gracias a la expresién de GFP. (B) Cuantificacion
de los niveles de diferenciacion. La cuantificacion se realizé a las 48-72h en presencia de NGF. Se
muestran los datos de dos experimentos con un total de 98 células contadas en el grupo control
y 112 células en el grupo donde se disminuyd la expresion de Bex3.
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Discusién

El desarrollo del sistema nervioso es un proceso sumamente complicado que
requiere una coordinaciéon a nivel temporal y espacial basada en la adecuada
regulacién de los genes implicados en dicho proceso. Entre ellos, las neurotrofinas y
sus receptores son responsables directos de la supervivencia y la diferenciacién de

las neuronas sensoriales y simpaticas durante el desarrollo.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se proporciona un estudio detallado de
la expresién del receptor de neurotrofinas TrkA a través de la modulacién de la
actividad transcripcional de su promotor regulada directamente por la proteina

Bex3.

Primeramente, se observé como el receptor de neurotrofinas TrkA y la proteina
Bex3 interaccionaban a través de los dominios yuxtamembrana y carboxilo terminal,
respectivamente. Curiosamente, la reduccién de la proteina Bex3 en las neuronas
sensoriales de DRG causé un aumento en la apoptosis de las neuronas dependientes
de NGF y una disminucién en la diferenciacion de las células PC12 tras un
tratamiento con NGF. Estos efectos fueron provocados por una disminucion de los
niveles TrkA y de su sefializacion en respuesta a NGF. La disminucidn de los niveles
del receptor se produjo como consecuencia de una reduccidn de los niveles del RNA
mensajero de trkA. Los efectos de la eliminacion de Bex3 fueron especificos para

TrkA ya que no afectaron a los niveles del receptor TrkB en neuronas de hipocampo.

La reduccion o la sobre-expresiéon de Bex3 en células N2a conllevd una
disminucion o un aumento en la actividad transcripcional del promotor de trkA,
respectivamente. Ademas, hemos observado que la actividad del promotor de trkA
se correlaciond con el estado de dimerizacion de la proteina Bex3, ya que aquellos
mutantes de Bex3 que no formaban dimeros no incrementaron la actividad
transcripcional basal del promotor de trkA. Por otro lado, se observéd que el
tratamiento con NGF provocé una acumulacién de Bex3 en forma de dimeros en el
nucleo celular. Ademas, la actividad transcripcional del promotor de trkA en
respuesta al NGF fue aln mayor en presencia de la proteina Bex3. Por otra parte,
ensayos de inmunoprecipitacién de cromatina indicaron que Bex3 se asocia con el

promotor de trkA en la regidn previa al inicio de la transcripcion.
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Los resultados presentados en esta memoria apuntan al papel de la proteina
Bex3 en la regulacidon de los niveles de la proteina TrkA a través de la modulacion de
la actividad transcripcional de su promotor tanto en condiciones basales como en

respuesta a NGF.

La primera parte de esta Tesis Doctoral se basé en esclarecer la interaccidn entre
la proteina Bex3 y el receptor de neurotrofinas TrkA detectada en un ensayo de
doble hibrido. Mediante experimentos de co-inmunoprecipitacion en diversos tipos
celulares se puso de manifiesto que las dos proteinas estudiadas interaccionaban a
nivel endégeno (Figura R2). Con el uso de diversos mutantes de la proteina Bex3 y de
proteinas recombinantes que expresaban distintos fragmentos de la region
yuxtamembrana del receptor, se pudo detectar que la interaccidon entre las dos
proteinas tenia lugar mediante el dominio carboxilo terminal de Bex3 y mas
concretamente a través de los ultimos 33 aminodcidos (91-124 aa) y toda la regién
yuxtamembrana del receptor (Figuras R3 y R4). Esa misma regién de la proteina Bex3
ha sido descrita también como la region con la que interacciona con el receptor de
neurotrofinas p75" " (81-106 aa) y con las proteinas Smac (70-124 aa), 14-3-3¢ (81-
124 aa) y DRG-1 (79-111 aa) (Kimura et al, 2001; Mukai et al, 2000; Yoon et al, 2004;
Yu et al, 2006). Sin embargo, el posible papel de la interaccién entre TrkA y Bex3 aun
esta por dilucidar. Una posible hipdtesis es que la interaccion sea un mecanismo
regulador de la/s funcidén/es de Bex3. A pesar de que el ensayo de doble hibrido se
realizd con la regidon yuxtamembrana del receptor TrkB, la interaccion de Bex3 con
TrkB aun estda por confirmar. Los experimentos realizados en neuronas de
hipocampo en cultivo que expresan el receptor TrkB y donde se ha descrito que la
expresion de Bex3 es especialmente abundante (Kim et al, 2004), pusieron de
manifiesto que los niveles de Bex3 no afectaban a los niveles del receptor TrkB ni a
nivel de mRNA ni a nivel de proteina (Figura R11C, D, E). Todo ello indica que Bex3

podria ejercer otras funciones en el hipocampo.

La proteina Bex3 tiene en su extremo carboxilo una secuencia CaaX que esta
disefiada para que la proteina sufra modificaciones post-traduccionales que faciliten
el anclaje de la proteina a las membranas celulares (Kim et al, 2004; Mukai et al,

2000). Dicha secuencia CaaX podria favorecer la localizacion de Bex3 en la
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membrana plasmatica y su interaccién con los receptores de neurotrofinas, puesto
gue se ha descrito que la secuencia CaaX de Bex3 es funcional (Kim et al, 2004).
Mediante imagenes de microscopia de células HEK293 transfectadas no se han
observado diferencias en la localizacion celular del mutante Bex3 C121S que tiene
mutada la secuencia CaaX con respecto a la proteina silvestre (Figura R16C),
localizdndose ambas proteinas distribuidas principalmente por el citoplasma. Sin
embargo, en los experimentos de reporte de actividad transcripcional del promotor
de trkA el mutante Bex3 C121S presentd un incremento tres veces superior al
presentado por la proteina silvestre (Figura R14A), lo que haria pensar que al no
presentar la secuencia CaaX, su anclaje a membranas celulares no serd el mismo que
el de la proteina silvestre y podria estar mas libre en el citoplasma teniendo de este
modo un mejor acceso al nucleo con respecto a la proteina silvestre. Ello podria
explicar el incremento en la actividad transcripcional del mutante Bex3 C121S frente
a la proteina silvestre. Otra posible hipdtesis para la funcidon de la interaccién entre

las proteinas TrkA y Bex3 es que Bex3 fuese un nexo de unidn entre el receptor TrkA

NTR NTR

y el receptor p75™ ". Se ha demostrado que la comunicacién entre TrkAy p75™ " para

NTR (Esposito

crear el sitio de alta afinidad no requiere el dominio extracelular de p75
et al, 2001). Por ello, se ha postulado que probablemente ambos receptores se
comuniquen a través de la convergencia de sus vias de sefializacion y/o a través de
moléculas adaptadoras compartidas, en vez de a través de interacciones
extracelulares directas (Bibel et al, 1999; Esposito et al, 2001). Bex3 al interaccionar
con los dos receptores del NGF podria ser una de dichas proteinas adaptadoras que

promueven la comunicaciéon y/o la sefalizacion de los dos receptores

conjuntamente.

Los datos obtenidos en los experimentos de reporte de actividad transcripcional
del promotor de trkA en las células N2a empleando el plasmido pMS8 con la
eliminacion o la sobre-expresidon de Bex3 pusieron de manifiesto la participacién de
Bex3 en la induccidon de la actividad promotora del gen trkA de ratéon (Figuras R13 y
R14A). Es mas, la reduccion de la proteina Bex3 enddgena de los cultivos de

neuronas de los ganglios raquideos provocé una reduccién de los niveles del mRNA
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de trkA del 50%, lo que da una importancia aun mayor a la implicacién de la proteina

Bex3 en la transcripcién del gen trkA (Figura R10).

Para poder discernir si Bex3 podria estar mediando el manteniendo de la
expresion de trkA o si podria promover el inicio de la expresidn durante el desarrollo
temprano del ratén, se analizé la expresidn espacio-temporal de las dos proteinas
durante el desarrollo embrionario. Las hibridaciones in situ y las
inmunofluorescencias realizadas en las mismas secciones a distintos estadios del
desarrollo embrionario del ratén nos permitieron dilucidar que ambas proteinas se
estaban expresando en las mismas neuronas de los DRG (Figura R5B). Sin embargo,
con respecto a la expresion temporal, con las hibridaciones in situ no pudimos
detectar cual de las dos proteinas tiene una expresién anterior o si se expresan a la
vez (Figura R5A). Aunque la bibliografia apoya una expresidn previa de la proteina
Bex3 durante el desarrollo embrionario del ratén (Kendall et al, 2003; Kim et al,
2004), los datos disponibles en el desarrollo de los ganglios raquideos no son
suficientes y se requeririan experimentos adicionales para poder discernir cual es el

patron temporal de expresion de ambas proteinas.

Sorprendentemente, al observar la drdstica disminucion de los niveles de TrkA
(mds de un 75%) en aquellas neuronas que presentaron niveles bajos de Bex3 (Figura
R8) quisimos evaluar los niveles de ubiquitinacidon del receptor TrkA puesto que se
habia publicado que la proteina Bex3 inhibia la ubiquitinacion mediada por XIAP, de
la proteina Smac al interaccionar Bex3 con esta ultima (Yoon et al, 2004). Sin
embargo, los datos obtenidos no mostraron efectos de Bex3 sobre la ubiquitinacion
de TrkA (Figura R9A) lo que pone de manifiesto que la proteina Bex3 podria ejercer
efectos diversos sobre las proteinas con las que interactia. Por otro lado hay que
destacar que la ubiquitinacion de TrkA se midié en células HEK293 transfectadas con
plasmidos que expresaban TrkA y GFP-Bex3 mientras que para analizar los niveles de
ubiquitinacion de Smac, Yoon y colaboradores realizaron los experimentos de
ubiquitinacion sobre-expresando la proteina ubiquitina lo que podria también

producir resultados diferentes.

En los cultivos de neuronas de los ganglios raquideos, la disminucion de la

proteina Bex3 enddgena conllevd un descenso en los niveles del mRNA de trkA del
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50% frente a las neuronas control mientras que el descenso observado en los niveles
de proteina fue de mds de un 75% de media (Figuras R8B y R10). Esta diferencia
entre los niveles de mRNA y de proteina hace suponer que Bex3 pudiese estar
modulando también la traduccion del mRNA de trkA, y por tanto produciendo unos
niveles menores de proteina. En un ensayo de doble hibrido que se realizé con la
proteina Bex3 para identificar proteinas con las que interaccionase y poder dilucidar
sus funciones, se identificaron 5 clones independientes que codificaron la subunidad
P40 del factor de iniciacidon eucariotico elF3, por lo que Bex3 podria desempefar
algun papel en la iniciaciéon de la traduccién (Tong et al, 2003). El factor elF3 se
asocia al factor elF4E que forma parte de las estructuras denominadas "P Bodies"
que controlan la traduccién y/o la degradacién de ciertos mRNAs. La composicién de
los "P Bodies" asi como los mecanismos a través de los cuales producen la represién
traduccional aln se desconocen en gran medida (Eulalio et al, 2007; Parker & Sheth,
2007). El punteado caracteristico que presentan los "P Bodies" en las células se
asemeja mucho al punteado que presentd la proteina Bex3 cuando se sobre-expresé
en las células HEK293 (Figura R16A, D y R17A), por lo que no se puede descartar la
presencia de Bex3 en los "P Bodies", lo que podria explicar la diferencia encontrada
entre el descenso del mRNA de trkA y los niveles de proteina tras reducir los niveles

de la proteina Bex3.

Para promover la actividad transcripcional del promotor de trkA la proteina Bex3
deberia localizarse en el nucleo celular. Los mutantes Bex3 D1, Bex3 D2 y Bex3
L94,97A se localizaron en mayor proporcién en el nucleo celular que la proteina Bex3
silvestre y los mutantes Bex3 K93R y Bex3 C121S (Figura R16C). Sin embargo, no
fueron capaces de incrementar los niveles de actividad basal del promotor de trkA
en las células N2a (Figura R14A). Esto nos hace pensar que la presencia en el nucleo
no es suficiente para promover el incremento en la actividad transcripcional de trkA.
Por otro lado, la dimerizacion es un requisito indispensable para muchos factores de
transcripcién asi como un mecanismo de regulacion (Lee, 1992). Se observd que los
mutantes de Bex3 que no eran capaces de formar dimeros, a pesar de encontrarse
en el ndcleo, no incrementaron los niveles de transcripcidon basal en las células N2a

(Figura R14A, B). Sin embargo, la proteina Bex3 silvestre y los mutantes Bex3 K93R y
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Bex3 C121S que si formaron dimeros o tetrameros incrementaron de manera
significativa la actividad transcripcional basal del promotor de trkA (Figura R14A, B).
El mutante Bex3 C121S incluso presentd una actividad transcripcional tres veces
superior a la observada con la proteina silvestre. Este hecho podria deberse, como se
ha comentado anteriormente, a que el mutante Bex3 C121S al no tener una
secuencia CaaX funcional podria encontrarse mas libre en el citoplasma celular en
vez de estar anclado a membranas y asi tener mayor acceso al nucleo. Todo ello
indica que la regulacidon de la actividad de Bex3 en la transcripcidén del promotor de
trkA podria deberse a una regulacion de su estado de dimerizacién y/o de su
localizacidén, junto con un estricto control de sus niveles ya que la proteina en forma
de mondmero sufre una degradacién mayor por el proteosoma que cuando se

encuentra en forma de dimero (Alvarez et al, 2005; Mukai et al, 2000).

Mediante el empleo de diferentes construcciones que contenian distintos
fragmentos del promotor de trkA de ratén se observd que el efecto de la proteina
Bex3 induciendo la actividad transcripcional tendria lugar en los 150 pb previos al
punto inicial de transcripcion (Figura R15B). Mediante experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina, se encontré que la proteina Bex3 se une a dicha
region promotora de trkA (Figura R15C), aunque queda por averiguar si se une de
manera directa o a través de otros factores, ya que anteriormente se habia descrito
que el factor de transcripcidén Spl forma parte de un complejo que se une a dicha
region del promotor (Sacristan et al, 1999). Por ello es posible que Bex3 estuviese

formando parte de ese complejo junto con Spl aunque habria que confirmarlo.

Se habia descrito que la proteina Bex3 tenia una localizacién citoplasmatica
(Alvarez et al, 2005; Mukai et al, 2000). Sin embargo, nuestros datos previos
indicaban que Bex3 debia en algun momento localizarse en el ndcleo para poder
promover la transcripcion del promotor de trkA. Para analizar la localizacion celular
de la proteina Bex3, se realizaron inmunofluorescencias en neuronas de DRG y en
células PC12 y se comprobd que la proteina Bex3 enddgena en esos tipos celulares
se localiza mayoritariamente en el citoplasma (Figura R16B y R18A). También se
realizaron transfecciones en células HEK293 con la proteina GFP-Bex3 en

presencia/ausencia de leptomicina B para bloquear especificamente la exportacién
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nuclear. Las imagenes de microscopia mostraron que la proteina Bex3 presenta una
localizacion principalmente citoplasmatica pero pusieron de manifiesto la
translocacidn de la proteina Bex3 entre el citoplasma y el nucleo, siendo exportada
eficientemente gracias a su secuencia NES (Figura R17A, B), corroborando de este

modo los datos previos (Mukai et al, 2000).

El mecanismo que modula la translocacién de la proteina Bex3 se desconoce por
completo puesto que no presenta ninguna secuencia de localizacion nuclear
conocida hasta el momento en su secuencia lineal. Se pueden plantear varias
posibilidades no excluyentes para elucidar el transito de la proteina Bex3: 1) se ha
demostrado que las proteinas de la familia 14-3-3 son proteinas reguladoras capaces
de unirse a numerosas proteinas citoplasmaticas como fosfatasas, quinasas o incluso
receptores de membrana (Fu et al, 2000). Las proteinas de la familia 14-3-3 se unen
a proteinas en el citoplasma e impiden su translocacion al nucleo, reteniendo de este
modo diversos factores de transcripcion en el citoplasma (Dalal et al, 1999; Kanai et
al, 2000; Kumagai & Dunphy, 1999). Se ha descrito que Bex3 interacciona con la
proteina 14-3-3-¢, uno de los siete miembros que componen la familia en mamiferos
(Kimura et al, 2001). Dicha interaccidon podria estar regulando el tréfico de la
proteina Bex3; 2) datos recientes han demostrado que tras la escisién del receptor
p75NTR via y-secretasa, su dominio intracelular (ICD) se transloca al nucleo (Frade,
2005; Kanning et al, 2003). Cabe destacar que un alto numero de proteinas
adaptadoras que interactuan con el ICD, se localizan en el nucleo tras la activacién
de p75NTR y/o TrkA por NGF (Chittka et al, 2004; Kenchappa et al, 2006; Kendall et al,
2003; Pincheira et al, 2009; Salehi et al, 2000), lo que nos hace suponer que tal vez
Bex3 se transloque al nucleo conjuntamente con la regién ICD del receptor p75NTR; 3)
la translocacién de la proteina Bex3 podria estar regulada por la asociacidon de sus
monomeros. Se ha demostrado que la secuencia NES a parte de ser necesaria para la
exportacion eficaz del nucleo, también es necesaria para la asociacién de los
monomeros. Tal vez, cuando la proteina Bex3 se encuentra en forma de dimero la
secuencia NES no pueda unirse a la exportina Crm1 y asi la exportacidon de la
proteina no seria posible a menos que Bex3 se encontrase en forma de mondmero;

4) la proteina Bex3 podria estar sufriendo un trafico dinamico constante; podria
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estar siendo importada al nucleo celular junto con otras proteinas y gracias a su

secuencia NES esta constante y eficazmente siendo exportada.

Puesto que el estimulo con NGF en las células PC12 produjo un acumulo de la
proteina Bex3 en el nlcleo, como muestran las inmunofluorescencias contra Bex3 en
presencia/ausencia de NGF (Figura R18A) y puesto que el tratamiento con NGF
produjo también la dimerizacion la proteina Bex3 en el nucleo (Figura R18B), cabe la

posibilidad de que sea la sefializacién del NGF a través de TrkA o de p75"""

quien
regule la dimerizacién de la proteina Bex3 en el nucleo a través de diversas cascadas
de sefializacion. Teniendo en cuenta ademas que se observé que el NGF estimula la
actividad transcripcional del promotor de trkA en células PC12 corroborando datos
previos (Meakin et al, 1992; Zhou et al, 1995) y que se observd que en presencia de
Bex3 la actividad transcripcional promovida por el NGF estaba potenciada (Figura
R18C), cobra mas fuerza la idea de que el NGF es responsable de mediar la

dimerizacion de Bex3 y facilitar asi la actividad transcripcional del promotor del gen

trkA.

Entre las principales funciones mediadas por el NGF a través de los receptores
TrkA cabe destacar la diferenciacidon asi como la supervivencia de las neuronas
sensoriales y simpdticas durante el desarrollo del sistema nervioso periférico. La
activacion de las cascadas de senalizacion mediadas por TrkA tiene un papel central
en ambas funciones (Huang & Reichardt, 2003). Se observé como la reduccidon de
Bex3 en las neuronas de los ganglios raquideos provocd una disminucion de la
sefializacion intracelular mediada por TrkA a causa del descenso en sus niveles
(Figura R19A). Una de las consecuencias de una menor activacién de las cascadas
mediadas por TrkA en respuesta a NGF es un descenso en la supervivencia de las
neuronas dependientes de NGF. El porcentaje de apoptosis tras la retirada del NGF
se incrementd en aquellas neuronas que presentaron niveles inferiores de proteina
Bex3 (Figura R19C). De manera similar, la reduccion de la proteina Bex3 en las
células PC12 condujo a un descenso en la diferenciacién de estas células tras un
estimulo de NGF (Figura R20B). Por lo tanto, la proteina Bex3 esta directamente

relacionada con la diferenciacién de las células PC12 asi como la supervivencia de las
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neuronas de los ganglios raquideos dependientes de NGF, mediante la modulacién

de los niveles de TrkA.
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VI.

. La proteina Bex3 interacciona con el receptor de neurotrofinas TrkA,

mediante sus dominios carboxilo terminal y yuxtamembrana,

respectivamente.

. Bex3 modula la expresién de la proteina TrkA, pero no de TrkB, a través

de la regulacion de los niveles del RNA mensajero de trkA.

Bex3 induce la actividad transcripcional basal del promotor del gen

trkA de ratén y potencia la actividad transcripcional inducida por NGF.

. La proteina Bex3 se une a la regiéon promotora del gen trkA de ratén

gue comprende 150 pares de bases previos al inicio de la transcripcion.

El tratamiento con NGF provoca la dimerizacién de Bex3 en el nucleo

de las células PC12-6/15.

Los niveles de Bex3 modulan la sefializacién mediada por NGF/TrkA, la
supervivencia de las neuronas sensoriales dependientes de NGF asi

como la diferenciacidn de las células PC12 en respuesta a NGF.
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