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Resum

La via de la PI3K/PKB juga un paper molt important en el sistema nervios
central durant el desenvolupament neuronal. PDK1 és la master quinasa que
s’encarrega de coordinar les diverses senyals de la PI3K, regulant
diferencialment 'activacié de diferents AGC quinases. A fi d’estudiar el paper
de PDK1 al sistema nervios central, varem generar dos models de ratoli que
presentaven mutats dos dominis funcionals d’aquesta quinasa: el PH-domain i

el PIF-pocket.

En aquesta tesi es desenvolupa la caracteritzaciéo del model de ratoli knock-in
condicional que expressa la mutacio L155E de PDK1 a sistema nervids central.
Aquesta mutacié resulta en la inhabilitacié del domini PIF-pocket de PDK1 i per
tant en una disrupcid del mecanisme d’activacié de totes les AGC quinases que
no presenten PH-domain, com sén RSK, SGK i S6K, perd no PKB. La manca
d’activacido d’aquestes quinases no resulta essencial per les respostes de
supervivéencia i viabilitat cel-lular, perd si que impedeix el correcte
desenvolupament neuronal, el que es tradueix en un déficit de la polaritzacio i
diferenciacié neuronal. Els defectes en aquests processos neuronals resulten
en una reduccio de la mida cerebral i en alteracions fisioldgiques de regions del
cervell com el cortex o 'lhipocamp. Aquestes alteracions impliquen una reduccié
en la connectivitat neuronal i en la comunicacié entre interneurones
gabaérgiques i neurones piramidals, possiblement causada per déficits en els
processos de migracido durant el desenvolupament. Tot aixd0 condueix a un
model de ratoli que presenta alterada la seva conducta davant I'estrés i emula
els simptomes negatius i cognitius de trastorns psiquiatrics com I'esquizofrénia.
Aquests resultats mostren la rellevancia de PDK1, orquestrant la via de la PI3K,
tant durant el desenvolupament neuronal com en la consolidacié del correcte

funcionament del cervell.
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Introduccio

1. Senyalitzacié en el sistema nerviés central
1.1 Neurotrofines i els seus receptors neuronals

Les neurotrofines es van descobrir per primera vegada, al voltant dels anys 50,
com una fraccié abundant de proteina present en les glandules submandibulars
de ratoli anomenada nerve growth factor (NGF) ja que era indispensable pel
desenvolupament i creixement del gangli simpatic (Levi-montalcini and Booker,
1960). En mamifers, s’expressen 4 tipus diferents de neurotrofines: 'NGF, el
brain derived neurotrophic factor (BDNF), la neurotrophin-3 (NT-3) i Ia
neurotrophin-4/5 (NT-4/5). També hi ha dues neurotrofines més perd que
nomeés s’expressen en peixos teleostis, la NT-6 i la NT-7 (Gotz et al., 1994; Lai
et al., 1998). D’altra banda, una segona familia de factors neurotrofics que es
troba encapcgalada pel glial derived neurotrophic factor (GDNF) esta implicada
en el mateix tipus de respostes que les neurotrofines (Lin et al., 1993) actuant a

través de vies de senyalitzacié similars (Soler et al., 1999).

Les neurotrofines son sintetitzades en el reticle endoplasmatic rugos tan de
cél-lules no neuronals com de neurones, on s6n modificades
postraduccionalment i consequentment emmagatzemades en vesicules
secretories. Les pro-neurotrofines son primer proteolitzades en el Trans-Golgi
Network (TGN) per proteases de la familia de les pro-proteina convertases i, un
cop secretades, el seu processament el realitza la serina proteasa plasmina o
matrix metalloproteinases (MMPs) selectives com les MMP-3 i MMP-7 (Lee et
al., 2001). Un cop han estat modificades postraduccionalment, les neurotrofines
s’associen no-covalentment formant homodimers in vivo i, en alguns casos,
heterodimers in vitro (Heymach and Shooter, 1995; Gary and Barde, 1996). En
neurones, I'NGF, la NT-3 i la NT-4 s’alliberen de forma constitutiva per mantenir
activades les vies implicades en respostes de supervivencia cel-lular; mentre
que l'alliberacié del BDNF, que s’acumula en vesicules somatodendritiques, ve
regulada per l'activitat eléctrica neuronal i per tant influeix d’'una forma plastica
en les estructures que formen la xarxa eléctrica neuronal (Goodman et al.,
1996; Farhadi et al., 2000).
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Introduccio

L’NGF va ser la primera neurotrofina que es va definir com un factor trofic que
s’expressava en les cél-lules perifériques tan no-neuronals com en neurones
sensorials i motores. L'NGF s’internalitza juntament amb el seu receptor i es
transporta en vesicules, a través de I'axd, fins al soma neuronal (Thoenen and
Barde, 1980). La desconnexié d’aquesta comunicacié comportava la mort de
les cél-lules nervioses en diferenciacié i una reduccié de la mida d’aquestes;
per tant, es va poder associar per primera vegada les neurotrofines amb una

resposta de supervivéncia i viabilitat cel-lular (Levi-montalcini, 1987).

Més tard, es va descobrir que aquestes proteines dimeriques també jugaven un
paper important en el sistema nervids central en la formacié de les sinapsis i en
la connectivitat neuronal tan durant el desenvolupament embrionari com en el
cervell adult (Gary and Barde, 1996).

Seguint la linia d’experiments de Levi-Montalcini i Booker es va descobrir la
segona neurotrofina, el BDNF (Brain derived neurotrophic factor), a 'observar
que en els extractes de cervell de porc hi havia quelcom que induia el
creixement de les fibres nervioses d’extractes fetals de retina de rata en cultiu i
que no es reproduia en tractar amb NGF (Turner et al.,, 1982). Com a
consequéncia, a aquesta segona neurotrofina se li va atribuir una funcié a nivell
de sistema nervids central mentre que 'NGF mantenia la seva influéncia,

principalment, en el sistema nervids periféric.

La regulacio transcripcional del BDNF pot dependre d’un estimul visual, d’'un
xoc osmotic a la zona ventricular, o de l'activitat neuronal. La regulacié a la
baixa d’aquesta neurotrofina per activitat sinaptica és mediada pels receptors y-
aminobutyric-acid (GABA), i a l'alca a través dels receptors N-methyl-D-
aspartate (NMDA) (Thoenen, 1995). La despolaritzaci6 en la membrana
presinaptica neuronal comporta un entrada de Ca?* a través dels voltatge-gated
Ca?* channels (VGCCs) i els receptors de NMDA. El Ca?* activara la BCAMKII i
la calcineurina (CaN), i aixd permet I'activacio de la yYCAMKII, ja que requereix
de la fosforilacio per la BCAMKII i la defosforilacid per part de la fosfatasa
calcineurina. Un cop activada, la yCAMKII promou la translocacié del complex
Ca?*/CaM al nucli, on activa la CAMKK i el seu substrat la CAMKIV, que alhora

activa al factor de transcripcio cAMP-response element binding protein (CREB)
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i a un dels seus coactivadors, el CREB binding protein (CBP) (Ma et al., 2014).
De forma simultania, la CaN allibera a l'altre coactivador de CREB, CREB-
regulated cotranscription coactivator (CRTC) de la repressio per part de la
proteina 14-3-3, permetent a CRTC translocar a nucli per unir-se a CREB
(Saura and Valero, 2011). CREB s’uneix a sequéncies altament conservades
anomenades sequéncies CRE i que s6n molt abundants en els promotors
ubicats per damunt de la regié 5 untranslated region (5’UTR) del gen que
codifica pel BDNF, induint aixi la seva transcripci6é. D’altra banda, perqué es
doni aquest procés es requereix que la CAMKII, translocada a nucli com a
conseqiiéncia de I'estimul de Ca?*, fosforili i desplaci a la methyl-CpG- binding
protein 2 (MECP2), que en complex amb altres proteines actuen com a

repressors d’aquestes regions reguladores del gen del BDNF (Fig.1).

Caz’::v

PS/y-secrotase

l-'R nf, Nrda2, c-fos
PP e P o

Figura 1. Vies de senyalitzacié que regulen els factors de transcripcié dependents de
CREB a neurones. Esquema on es representa la comunicacié entre la membrana, el
citoplasma i el nucli, en resposta a multiples estimuls extracel-lulars, que requereix la
coordinacio de diverses vies de senyalitzacio. La imatge ha estat extreta i modificada de I'article
(Saura and Valero, 2011).
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Es generen diferents transcrits de BDNF amb diferents llargades dels extrems
5 i 3 UTR, on els que presenten els segments 3 UTR més llargs es
transporten a les dendrites (Park and Poo, 2013). Aquests transcrits es troben
units a ribonucleoproteines (RNPs) que protegeixen els granuls d’ARN de la
traduccié fins que no arriben a la seva destinacio, alhora que interaccionen
amb proteines motores com son les kinesines i dineines, que faran us dels
microtubuls per portar la carrega a nivell presinaptic (Fig.2). Un cop alla,
aquests transcrits seran traduits per tota la maquinaria de sintesi proteica
activada a través de les vies de la mitogen-activated protein kinases (MAPK) i
la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) / mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORCH1) (Hirokawa et al., 2010; Raju et al., 2011).

Monocilium Growth cone
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proteines associades als microtubuls al llarg de la dendrita i I'axd neuronal. Imatge extreta de
(Hirokawa et al., 2010).



Introduccio

Les pro-neurotrofines sén, com hem vist anteriorment, processades i
emmagatzemades en vesicules presinaptiques per ser posteriorment
alliberades (Fig.3). En el cas del BDNF, aquest procés és dependent de la

despolaritzacié neuronal mitjangada pel Ca® (Goodman et al., 1996).

synaptic
terminal

Ca*1

AWA

— RyR ' z
LN o

P.R RyR
ER :
ER
Amplification of initial Ca™ Propagation of Ca* NT-induced
influx via ER Ca* stores wave via ER Ca“ stores NT secretion

Figura 3. El paper de les diferents fonts de Ca® neuronals en I'alliberacié del BDNF. La
primera entrada de Ca®" através de I'estimulacio dels receptor ’AMPA, NMDA i VGCC, genera
una senyal intracel-lular que és amplificada i sostinguda amb I'alliberacié del Ca®* del reticle
endoplasmatic (ER) gracies als receptors de RyR i IP3. Imatge obtinguda de (Lessmann et al.,
2003).

Les diferents neurotrofines poden activar dos tipus de receptors, els receptor
tropomyosin-related kinase (Trk) i els p75 neurotrophin receptor (p75NTR).
Cada neurotrofina té afinitat per un receptor Trk especific perd amb menor
afinitat de nivell nanomolar, totes poden també unir-se al p75NTR. Aquest
receptor juntament amb la proteina sortilina uneixen directament a les pro-
neurotrofines amb una major afinitat que amb les neurotrofines, tot
desencadenant respostes cel-lulars apoptotiques. D’altra banda, si les pro-
neurotrofines s’uneixen a p75NTR acomplexat al receptor neurite outgrowth

inhibitor (Nogo) es déna una inhibicié axonal (Reichardt, 2006).

La inespecificitat del p75NTR pel lligand és deguda a qué el receptor estableix
una unid asimeétrica entre dues regions separades espacialment de

’lhomodimer i els 4 dominis rics en cisteines del receptor (CRD 1, 2, 3, 4). Aix0
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provoca una canvi conformacional en la neurotrofina impedint aixi la formacié
de dimers de p75NTR i habilitant la interaccié amb algun altre receptor Trk que
pot reconeixer especificament una neurotrofina diferent (Fig.4). Aquestes
regions son molt caracteristiques de la superfamilia tumour necrosis factor
receptor superfamily (TNFR-SF) perd a diferéncia de la resta de membres
d’aquesta familia que uneixen a lligands trimérics com el tumour necrotic factor
(TNF), el p75NTR té afinitat per lligands dimérics com les neurotrofines (He and
Garcia, 2004).

Trk/p75 ratio

-

p75

Figura 4. Diagrama de I'equilibri, en la superficie cel-lular, entre els diversos complexes
formats per les neurotrofines i els receptors p75 i Trk. En diagrames d’estructures
tridimensionals es representa, de major a menor grau, la ratio TrkA/p75. La proporcié de cada
receptor que forma el complex és la seglient: 2:2 NGF/TrkA, 1:2:1 TrkA/INGF/p75, 2:1 NGF/p75
i finalment el dimer p75 en abséncia de lligand. La figura ha estat obtinguda i adaptada de (He
and Garcia, 2004).

Els receptors Trk son el segon grup de receptors que poden reconéixer les
neurotrofines. Malgrat haver-hi tantes isoformes, tots els receptors Trk sén
proteines transmembrana d’'uns 140 kDa que presenten un domini extracel-lular
a 'extrem N-terminal i un domini intracel-lular catalitic de tipus tirosina quinasa
a I'extrem C-terminal. EI domini extracel-lular esta format per 3 dominis en
tandem que inclouen repeticions de 24 leucines ( leucine rich region (LRR) 1-3)
i que es troben entre dos clusters rics en cisteines (C1 i C2) homolegs a les
regions del p75NTR. A continuaci6 d’aquesta regid hi ha dos dominis
immunoglobulina (Ig1 i 1g2) que també soén presents en altres molécules
neuronals com son les neural cell adhesion molécules (N-CAMs) o els platelet-
derived growth factor receptor (PGDFR) i per tant, com aquestes proteines,

també tindrien un paper en l'adhesidé neuronal durant el desenvolupament
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(Schneider and Schweiger, 1991). A diferéncia dels p75NTR, els receptors Trk
presenten un domini catalitic intracel-lular que resulta fosforilat en alguns dels
10 residus de tirosina conservats evolutivament d’aquesta regid i que son
indispensables per a l'activacié del receptor (Fig.5A) (Huang and Reichardt,
2003). En el cas del receptor TrkA, les tirosines fosforilades sén la 499, la 643,
la 704, la 760 i la 794, on les 3 primeres permeten I'activaciod del receptor per
auto-transfosforilacié d’aquests residus i estabilitzacio del receptor diméric TrkA
(Fig.5B), mentre que les darreres permetran la transmissié del senyal,
mitjangant el reclutament de diferents proteines adaptadores, a través de les
corresponents vies de senyalitzacié per acabar desencadenant respostes

cel-lulars com el creixement neuritic (Inagaki et al., 1995).

Tots els gens Trk codifiquen per diferents transcrits generant una immensa
varietat funcional de receptors. Aixi, el proto-oncogen TrkA codifica per dues
isoformes proteiques que difereixen en la preséncia de 6 aminoacids propers a
la regi6 transmembrana. Tot i que han estat relacionades amb les mateixes
funcions biologiques, s’ha vist que les isoformes del receptor més llargues
s’expressen en cél-lules neuronals mentre que les que sén més curtes ho fan
en cél-lules no-neuronals. El receptor de TrkB conserva un 88% d’homologia
amb la resta dels receptors en el domini catalitic tot i que, a diferéncia de TrkA,
les diverses isoformes generades difereixen en la llargada d’aquest domini
catalitic, amb dues variants inactives que es caracteritzen per tenir un domini
intracel-lular truncat amb abséncia del domini tirosina quinasa. Respecte a
I’dltim receptor de neurotrofines TrkC, podem trobar fins a 4 isoformes; 3 de les
quals es caracteritzen per tenir elongacions aminoacidiques juxtaposades als
residus de tirosina transfosforilables, mentre que la ultima isoforma del receptor
TrkC tampoc no presenta domini catalitic al igual que algunes isoformes del
receptor TrkB (Barbacid, 1994). Aquests receptors orfes de domini catalitic
estarien implicats en la formacié i consolidacié de la sinapsi, ja que la seva
expressio augmenta en la segona i tercera setmana postnatal, de forma
correlacionada amb el procés de la sinaptogenesi que es dona al cervell. Un
clar exemple és la implicacid de les isoformes del receptor de TrkC truncades
en la diferenciacio de la neurona excitatoria actuant com a molécules d’adhesié
(Takahashi et al., 2011).
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TrkC-d5
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Figura 5. Caracteritzacié estructural dels receptors Trk i p75 i dels seus dominis d’unié a
neurotrofina. (A) Diagrama on es mostren els diferents dominis dels receptors p75 i Trk, i
s'indiquen els dominis amb els quals interacciona la neurotrofina a cada receptor. (B)
Representacié estructural del complex TrkA-NGF. Els mondmers d'NGF es representen amb
els colors vermell i blau; mentre que el domini extracel-lular 5 (d5) del receptor TrkA,
corresponent a 1g2, amb color verd. Les diferents lletres indiquen els extrems del domini, els
loops més rellevants i alguns elements que conformen I'estructura secundaria del complex. (C)
Resolucio cristal-lografica del domini extracel-lular d5 d’unié a neurotrofina Ig2 dels diferents
receptors Trk. S’observen en vermell i en verd cadascun dels mondmers que conformen els
dimers dels diferents receptors. Imatges obtingudes i modificades de (Ultsch et al., 1999;
Wiesmann et al., 1999; Huang and Reichardt, 2003).

Les diferents regions extracel-lulars del receptor Trk poden participar en la
interaccié amb el lligand, perod la regio més important i que li déna especificitat
d’'unié per una neurotrofina i no per una altra és el domini 5 extracel-lular (I1g2).
La zona de reconeixement entre el receptor i el lligand implica dues regions:
I'extrem C-terminal del domini Ig2 del receptor, que interacciona amb el full beta
del nucli de 'homodimer del lligand i el qual es troba altament conservat en les
diferents neurotrofines; I'altre regié compren el full ‘ABED’ del domini Ig2 del
receptor, que difereix estructuralment en els diferents Trk i dona especificitat
per un lligand o un altre tot interaccionant amb les regions de I'extrem N-
terminal de I'homodimer, que també varien en les diverses neurotrofines.
(Ultsch et al., 1999; Wiesmann et al., 1999).
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Basant-nos en aquesta unié lligand-receptor trobem que I'NGF transmet la
senyal a través de receptors TrkA; el BDNF i la NT-4, a través dels receptors
TrkB i la NT-3 a través dels receptors TrkC (Fig.6). Aquestes interaccions sén
altament especifiques, tot i que la NT-3 pot induir una activacié, en menor
intensitat, dels receptors de TrkB i TrkA (Barbacid, 1994). A més a més, la
presencia del p75NTR regularia a la baixa l'eficiencia d’activacié del receptor
TrkA per part de la NT-3 i del receptor TrkB per part de les NT-3 i NT-4,
prioritzant I'especificitat d’aquests receptors per les seves respectives i
principals neurotrofines: 'NGF i el BDNF (Huang and Reichardt, 2003).

proNGF proNT-3  proBDNEF proNT-4
e T T T-™7"7"7"7
! 1 1 1 1
I NGF NT-3 BDNF NT-4
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1
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i N Figura 6. Interaccié receptor-
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! l /' l N \i / neurotrofina. Representacio
H @ ¢l @ 1 ~ @ C! de l'especificitat d’'unié de les
CR1 IEr;Rl_} . L,RRH pro-neurotrofines, de forma
: c2
‘ Igl Ig1 exclusiva, als receptors p75, i
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obtinguda de (Huang and
Reichardt, 2003).

p7SNTR  TikA TrkC TrkB
Les respostes de supervivencia i apoptosi neuronals requereixen d’una
complexa intercomunicacié entre els diferents lligands (neurotrofines i
proneurotrofines) i els respectius receptors (p75NTR i els Trk). Els receptors
Trk activats per les diferents neurotrofines senyalitzen la supervivéncia cel-lular
suprimint les proteines apoptotiques a través de la via PISK/PKB, activant les
proteines antiapoptotiques a través de la via de les MAPK, alhora que inactiven
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la via c-Jun N-terminal kinases (JNK)-p53-Bcl2-associated X protein (Bax),
interferint aixi en la apoptosis induida pel receptor p75NTR (Kaplan and Miller,
2000). Si p75NTR s’uneix a neurotrofines, pot arribar a potenciar I'activitat del
receptor de Trk, bé sigui indirectament a través de l'alliberacié de la proteina
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) del seu
repressor, I'inhibitor of kappa B (IkB), tot induint aixi respostes de supervivencia
cel-lular; o bé mitjangant 'activacié de I'esfingomielinasa acidica que hidrolitza
I'esfingomielina i genera ceramides. Aquests fragments lipidics estan implicats
també en l'activacio de I'NF-kB, la proteina JNK i el receptor TrkA, que al seu
torn regula la supervivéncia neuronal selectivament a través de la via de la
PI3K, perd no de la ’ERK i que es troba també involucrat en I'alliberament de
neurotransmissors (Song and Posse De Chaves, 2003; Reichardt, 2006).
Contrariament, els p75NTR sols o units a pro-neurotrofines indueixen la
apoptosis cel-lular a través de la via JNK-p53-Bax, o bé reduint I'afinitat dels
receptors Trk pels seus lligands i per tant disminuint la resposta de
supervivéncia cel-lular (Kaplan and Miller, 2000). Per tant, podem veure que
existeix una regulaci6 molt fina de les vies i les consequents respostes
cel-lulars associades a la uni6 de les neurotrofines als seus receptors, i per tant
encara queda molt per descobrir sobre el funcionament d’aquest mecanisme.

Al llarg de les diferents etapes embrionaries, el receptor TrkB s’expressa en
diferents regions tant a nivell del sistema nerviés central com en el periféric;
perd a diferéncia dels altres receptors Trk, aquest no s’expressa en regions
associades a proliferacié com ara la cresta neural, on es donen fendmens de
mitogénesi previs als processos de migracié (Klein et al., 1990). D’acord amb
aquest fet i que, com hem vist anteriorment, la seva principal neurotrofina esta
implicada en processos de desenvolupament, aixd ens ajuda a entreveure la
importancia d’aquests dos partners en les etapes primerenques de
desenvolupament neuronal i en la consolidacio de la memoria en el cervell

adult a través del manteniment de les xarxes neuronals.

1.2 Vies de senyalitzacio activables per neurotrofines

TrkB i la resta de receptors Trk estimulen diferents respostes cel-lulars a través

de 3 vies classiques de senyalitzacié: la via de la phosphoinositide
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phospholipase C (PLC-y1), la via de la rat sarcoma (Ras)-MAPK i la via de la
PI3K.

Les diferents vies tenen en comu el mecanisme de switch on pel qual les
neurotrofines provoquen la dimeritzacié dels receptors Trk, els quals es
transfosforilen en residus de tirosina presents en el domini catalitic intracel-lular

i que, com hem vist abans, es troben conservats evolutivament.
1.2.1 Via de la PLC-y1

El domini SH2 de la PLC-y1 reconeix la Tyr (Tyrosine) 816 fosforilada del
domini intracel-lular del receptor Trk; aquest interaccié comporta un canvi
conformacional que permet 'activacié de la quinasa (Gresset et al., 2010). Un
cop activada, PLC-y1 hidrolitza el lipid de membrana phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) generant dos fragments que actuaran com a
segons missatgers: el cap hidrofobic diacylglycerol (DAG) i la cua hidrofilica
inositol-(1,4,5)-trisphosphate (IP3). Per una banda, I'lP5 interaccionara amb els
receptors d’IP3; que permeten I'alliberacié del Ca?* intracel-lular i que es veura
sostinguda en el temps per I'activacié dels receptors de ryanodine (Ryr) del
reticle endoplasmatic, resultant en l'activacié de la CaM i la seva via de
senyalitzacié (McPhersonx et al., 1991). D’altra banda, el DAG promou la
translocacié de la protein kinase C (PKC) a la membranaa través de la
interaccié amb el seu domini C1, on és fosforilada per PDK1; mentre que la
interaccié del calci amb el domini C2 li provocara un canvi conformacional que
l'alliberara del seu pseudosubstrat promovent la seva activacié i induint les
corresponents respostes de migracio, diferenciacio, proliferacié i apoptosi, entre
d’altres associades a aquesta quinasa (Fig.7) (Huang and Reichardt, 2003;
Wang, 2006).
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Figura 7. Via d’activacié de les PKC convencionals. Esquema representatiu de la via de la
PLC amb I’ activacié final de la PKC, on els nombres indiquen I'ordre sequencial dels fets que
ocorren en aquesta via de senyalitzacié i que es descriuen en el text. Imatge obtinguda de la
informacié descriptiva de la linia d’investigaci6 del grup del Dr. Michael Leitges del

Biotechnology Centre of Oslo, Blindern, Oslo, Norway.

1.2.2 Via de la Ras-MAPK

El receptor Trk activat és reconegut en el seu domini intracel-lular per la
proteina SH2 domain and collagen-homologous region (Shc) que forma part
d’'una gran familia de proteines anomenades adaptadores i la funcié de les
quals és transmetre el senyal extracel-lular a la via de senyalitzaci6
corresponent. Aquesta proteina té tres dominis: el domini phosphotyrosine
binding domain (PTB), que interacciona i reconeix la Tyr 512 del receptor TrkB,
el domini src homology 2 (SH2), que és caracteristic en aquesta familia de
proteines adaptadores i reconeix també les Tyr fosforilades del receptor, i el
domini central collagen homology (CH1) que és fosforilat per Trk a la Tyr 317,
creant aixi un docking site per la proteina adaptadora Grb2 en complex amb la
proteina son of sevenless (SOS), que transloquen a la membrana en preséncia
de l'estimul (Sasaoka and Kobayashi, 2000). La proteina SOS és una guanine
nucleotide exchange factor (GEF) i catalitza l'intercanvi de guanosine
disphosphate (GDP) a guanosine trisphosphate (GTP) en la proteina rat

sarcoma (Ras) promovent aixi la seva activacié (Chardin et al., 1993; Nimnual
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et al., 1998). Hi ha diferents isoformes de Ras i les diferéncies funcionals entre
elles poden ser degudes a la seva localitzacié (Fig.8B). L'H-Ras es troba en
zones lipidiques de la membrana molt estructurades com son els lipids raft; K-
Ras, es troba en zones lipidigues més desorganitzades, mentre la ras related
protein (Rap) es troba en vesicules endosomals. Les diferents variants de Ras
activen la map kinase kinase kinase (MEKK) B-Raf, isoforma més activa al
sistema nervids central sota l'estimul de I'NGF, i la senyal d’aquesta és
sostinguda en el temps per la proteina Rap1, que es troba regulada per la via
de la PI3K alhora que és activada per la proteina adaptadora CT10 Regulator
of Kinase (CRK) i la GEF, CRK SH3-binding protein (C3G) (York et al., 1998).
B-Raf activa per fosforilaci6 MEK1/2 i la seva corresponent MAPK, ERK1/2.
Cada MEKK activa una MAPK diferent, les que es troben principalment
implicades en respostes d’apoptosi i supervivéncia son la ERK1/2, la JNK1-3, la
p38ila ERKS5 (Fig.8A) (Robinson and Cobb, 1997; Pearson et al., 2001).

A B Serum/EGF
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MAP Kinase Cascades Mediate Many Signal Transduction Events m m,,:;;mp
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Figura 8. Via de senyalitzacio de la Ras-MAPK. (A) Esquema de les diferents vies de
senyalitzaci6 que porten a l'activacio de les MEK i consequentment de les MAPK. (B)
Representacioé de la via candnica de la MAPK que acaba comportant la fosforilacié de RSK per
part ERK 1/2 i de PDK1. Imatges obtingudes de (Pearson et al., 2001; Anjum and Blenis,
2008).

Les quinases ERK1/2 es troben prop dels receptors i transportadors de la
membrana plasmatica proximes a regions de lipids rafts, en la membrana

plasmatica dels endosomes i properes a microtubuls. El trafic a nucli de la
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ERK1/2 inactiva es dona a través de la interaccié amb les nucleoporines en
processos independents d’energia, mentre que un cop activada entra a nucli, a
través de processos dependents d’energia per activar factors de transcripcio
(Ranganathan et al., 2006; Raman et al., 2007).

1.2.3 Via de la PI3K

Les PI3Ks son una familia de lipid quinases que addicionen un grup fosfat en
el grup hidroxil de la posicié D3 de I'anell inositol dels fosfolipids PtdIns, Ptdins-
4-phosphate (PtdIns4P) i del Ptdins-(4,5)-bisphosphate (Ptdins(4,5)P,) (Fig.9).
D’aquestes reaccions enzimatiques en resultaran els lipids Ptdins(3)P, PtdIns
(3,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3 respectivament; aquests fosfoinositols son accessibles

a fosfatases que revertiran el procés enzimatic eliminant un grup fosfat.
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Figura 9. Reaccions catalitzades per les PI3Ks. Imatge obtinguda de (Vanhaesebroeck et
al., 2012).

Hi han 3 classes diferents de PI3Ks en funcié de la seva estructura i
I'especificitat pel seu substrat lipidic: les PI3K de classe | consten d’'una
subunitat reguladora que conté dominis SH2 que li permetran interaccionar
amb els receptors de membrana activats o amb les seves proteines
adaptadores, i una subunitat catalitica amb activitat lipid quinasa; les PI3K de
classe Il conformades per les variants PI3K-C2a, PI3K-C2B i PI3K-C2y; i la

PI3K de classe lll representada unicament per la PIK3C3 o Vps34. Dins les
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PI3K de classe | trobem les de classe IA conformades per les subunitats
catalitiques p110a, p110B, p110y que interaccionen amb les subunitats
reguladores p85a, p85B, p55a, p50a i pS5y, mentre que la p110 y només pot
interaccionar amb la subunitat p87, formant el grup de les PI3K de classe IB
(Vanhaesebroeck et al., 1997, 2010).
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Figura 10. Classificacio i estructura dels dominis de les PI3Ks. Les PI3K es poden dividir
en 3 classes en funci6 de la seva estructura i les caracteristiques o funcions bioquimiques. En
la imatge es classifiquen les diferents PI3K de classe I, Il i lll en funcié dels lipids amb els que
interaccionen i si la seva estructura la defineix com una subunitat catalitica o reguladora. Totes
les subunitats catalitiques de la PI3K, com a minim, contenen un domini C2, un domini

helicoidal i un domini catalitic.

Les PI3K de classe | poden interaccionar i ser activades a través de receptors
Trk, receptors G-protein cupled receptors (GPCR) i proteines G (GBy)
acoblades a aquests receptors, aixi com mitjancant la proteina Ras, ja que
totes les subunitats p110 de les PI3K de classe | presenten Ras binding
domains (RBD). Aquest tipus de PI3K soén les uniques capaces de generar
PtdIns(3,4,5)P; (PIP3) a partir de Ptdins(4,5)P, (PIP2), que pot ser defosforilat
per la fosfatasa phosphatase and tensin homologue (PTEN) generant
PtdIns(4,5)P,, per SH2-containing Inositol 5-Phosphatase (SHIP) generant
PtdIins(3,4)P, o per la INPP4A/4B generant Ptdins-3-P. El PIP3 és un potent
segon missatger que indueix la translocacié de diferents proteines efectores a
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la membrana plasmatica. Aquestes inclouen Serine/Treonine, Tyrosine
proteines quinasa, proteines adaptadores i GTPases que comparteixen
homologia en un domini anomenat pleckstrin homology (PH-domain) present
per exemple a la phosphoinositide-dependent kinase-1 (PDK1) o la proteina
kinase B (PKB). Aquest domini reconeix els fosfoinositids de membrana que
presenten grups fosfat en posicions adjacents de I'anell inositol, a diferéncia
d’altres dominis que reconeixen els productes lipidics sense grups fosfats
proxims com pot ser el cas del domini phox (PX) present en la serum and
glucocorticoid inducible kinase 3 (SGK3) o el zing-finger-like (FYVE) present a
la proteina Rho/Rac guanine nucleotide exchange factor (Rho/Rac GEF) FGD1

(Fig.11).
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Figura 11. Diferents dominis proteics d’uni6 a lipids. En la imatge es mostren totes les
reaccions enzimatiques que catalitzen la formacié dels diferents fosfoinositols, aixi com també
les diferents quinases implicades i les corresponents fosfatases que reverteixen aquests
processos. En diferents colors es representen els diferents fosfoinositols i els dominis proteics
amb els que poden interaccionar especificament. Imatge obtinguda i modificada de (Lemmon,
2008).
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Les PI3K de classe | es troben properes als diferents receptors de la membrana
plasmatica i poden generar PIP3 que, malgrat assolir concentracions
fisiologiques 10 o 20 vegades inferiors que les del seu precursor PIP2, és
reconegut de forma altament especifica per les proteines que presenten
dominis PH com la PKB. D’altra banda les PI3K de classe Il i lll es troben
proximes a membranes d’endosomes on generen Pdtins-3-P, que és reconegut
majoritariament per proteines que presenten dominis PX com I'SGKS3. Les PI3K
de classe lll estan més relacionades amb la regulacié del trafic vesicular
relacionat a processos de fagocitosi, endocitosi, autofagia, aixi com també en
'activaciéo de la traduccié proteica protagonitzada per la S6K i induida per
aminoacids (Compans and Cooper, 2008; Lemmon, 2008; Vanhaesebroeck et
al., 2010; Bago et al., 2014).

La desregulacié de la PI3K a través de mutacions que atenuen aquesta via
contribueixen a trastorns del metabolisme com I'aparicié de diabetis tipus 2 i
afectacions en el creixement cel-lular i la sintesi proteica dependents del
mammalian target of rapamycin complex-1 (mTORC1); mentre que si la
consequéncia de la mutacido és una sobre activacié de la via donara lloc a
alteracions a nivell de proliferacio cel-lular com les que succeeixen a la majoria
de cancers humans. Les primeres associacions de la PI3K amb cancer varen
ser en l'estudi de cél-lules transformants que presentaven nivells augmentats
de PIP3, perd no va ser fins als 1990 quan es varen detectar, en els cancers
humans més avancgats, delecions del locus 1023 corresponents on mapa el
gen de la fosfatasa de PIP3, PTEN (Taula 1). A partir d’'aqui i fins a I'actualitat
s’han anat descobrint diferents mutacions puntuals o amplificacions en diferents
proteines de la via de la PI3K que desencadenaven una sobre activacio

d’aquesta via (Engelman et al., 2006).
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Genetic mutations Cancer type Percentage Genetic mutations Cancer type Percentage
frequency frequency
PIK3CA (p110c) PTEN
Mutations Breast 26% (176/684) tzt::’; osity Glioblastoma 54%(95/180)
h Prostate 35% (88/250)
Colon 26% (88/337) Breast 23%(37/164)
Glioma 8% (14/182) Melanoma 37%(53/143)
Gastric 47% (14/30)
Hepatocellular 36%(26/73) Mutations® Glioblastoma 28%(122/432)
Ovatian 1R EAES) Prostate 12% (26/218)
Lung 2% (4/253)
Gastric 7% (24/338) Breast 0%(0/164)
Melanoma 8% (15/185)
Amplifications Head and neck 42% (54/128)
: Gastric 0% (0/30)
Thyroid 9% (12/128) AKT
Lung: Amplifications Ovarian 12%(18/147)
Squamous cell 66% (46/70) Pancreatic 20%(7/35)
Adenocarcinoma 5% (4/86) Breast 3% (3/106)
Breast 9% (8/92) Gastric 20% (1/5)
Gastric 36% (20/55) Head and neck 30% (12/40)
Oesophageal 6% (5/87) PIK3R1 (p85c)
adenocarcinoma Mutations Ovarian 4% (3/80)
Cervical 69% (11/16) Colon 2% (1/60)

Taula 1. Freqiiéncia de mutacié en la via de la PI3K-PKB en cancer. Descripcio del tipus de
cancer i la freqlencia d’aparicié com a conseqiiéncia de mutacions, amplificacions o pérdues
d’heterozigozitat en els diferents gens descrits a la taula. Taula obtinguda i modificada de
(Engelman et al., 2006).

D’altra banda, la PI3K també juga un paper important en el sistema nerviés
central (SNC) controlant els processos de migracid neuronal, plasticitat
sinaptica, neurogénesi, supervivéncia i mort neuronal. Mutacions puntuals en
les diferents subunitats catalitiques de les PI3K de classe | es troben
associades, d’'una forma especifica, a diferents desordres mentals (Fig.12)
(Gross and Bassell, 2014).
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Figura 12. Representacio il-lustrativa dels diferents receptors neuronals i la senyalitzacié
dependent de les subunitats de les PI3K de classe I. Es mostra la implicaci6 de la via de la
PI3K en els diferents desordres mentals, que es troben associats a I'especificitat de la subunitat

de la PI3K pel corresponent receptor neuronal. Imatge obtinguda de (Gross and Bassell, 2014).

1.3 Regulacié de la via de la PI3K

La via de la PI3K, tal i com hem vist anteriorment, és activada a sistema nervios
central a través de receptors ionotropics com els N-Methyl-D-aspartate
receptors (NMDA-R) o els a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid receptors (AMPA-R), receptors GPCR acoblats a proteines G activables
per neurotransmissors, aixi com també a través de receptors tirosina quinasa,
com els Trk, activables per neurotrofines. L’activacié de la PI3K comporta la
generacio de PIP3 que permet reclutar, a la membrana plasmatica, diferents
proteines que presenten dominis PH, com son la 3-phosphoinositide dependent
protein kinase-1 (PDK1) i la PKB. En estat basal, PDK1 es localitza a la
membrana plasmatica gracies a que interacciona amb lipids anidonics com la
fosfatidilserina a través dels aminoacids basics propers al seu domini PH
(Lucas and Cho, 2011), i es troba constitutivament activa com a conseqiéncia
de la autofosforilacié en trans de la serina 241 al loop d’activacio del domini
quinasa (Casamayor et al.,, 1999a; Komander et al., 2005; Lucas and Cho,
2011). En canvi, PKB resta inactiva al citosol i només es transloca a membrana
responent als augments de PIP3 previs a la desacetilacié dels residus inclosos
al domini PH per part de les sirtuin1 (SIRT1) i sirtuin2 (SIRT2) en processos

dependents de la homeodstasi energética de la cél-lula (Sundaresan et al., 2011;
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Ramakrishnan et al., 2014). Aixi, en resposta a augments de PIP3, PKB
col-localitza a la membrana plasmatica amb PDK1 i PDK1 s’encarrega de
fosforilar-la a la treonina 308, mentre que el complex 2 d'mTOR (mTORC2)
fosforila la serina 473. Aquesta fosforilacié dual és indispensable per I'activacio
de PKB. La via és inactivada a través d'un feedback negatiu de la p70
ribosomal protein S6 kinase (S6K), i a través de les fosfatases protein
phosphatase 2A (PP2A) i PH-domain and Leucine rich repeat Protein
Phosphatase (PHLPP) que s’encarreguen de defosforilar la treonina 308 i la
serina 473 respectivament i actuen per tant com a gens supressors de tumors
(Alessi et al., 1997; Harrington et al., 2004; Bayascas and Alessi, 2005; Gao et
al., 2005; Sarbassov et al., 2005). Per tant es podria pensar que les respostes
generades per les PI3K podrien ser atribuides, amb caracter general, a PDK1 i

PKB i als corresponents substrats que regulen.
1.4 Familia de les AGC quinases

Les proteines quinasa son enzims reguladors que catalitzen I'addicié d’un grup
fosfat en residus de Serina, Treonina o Tirosina dels seus substrats, provocant-
los aixi canvis conformacionals que impliquen alteracions en les seves funcions
(Fig.13A). Entre les 518 quinases que conformen el quinoma huma es va
descobrir un grup de 60 Serine/Treonine quinases que varen ser anomenades
AGC quinases en referéncia a I’'homologia que presenten el seu domini catalitic
amb el de les quinases c-AMP dependent protein kinase 1 (PKA), c-GMP
dependent protein kinase (PKG) i protein kinase C (PKC) (Fig.13B).
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Figura 13. Familia de les AGC: procedéncia, membres que la conformen i estructura dels

seus dominis. (A) Dendograma dels 491 dominis corresponents als 478 gens de les

eucaryotic protein kinases (ePK). Els grups principals es troben indicats amb diferents

coloracions i sén els homolegs of yeast Sterile 7 Sterile 11, Sterile 20 kinases (STE), el Casein
kinase 1 (CKI), les Containing PKA, PKG, PKC families (AGC), el Calcium/calmodulin-
dependent protein kinase (CAMK), el Containing CDK, MAPK, GSK3, CLK families (CMGC), e
receptor guanylate cyclase (RGC), el Tyrosine kinase (TK) i el Tyrosine kinase—like (TKL). (B)

Dendograma de la familia de les AGC quinases on s’inclouen tots els membres que la

conformen.(C) Representacié de I'estructura dels diferents dominis que contenen les quinases

de la familia de les AGC. Tots els membres d’aquesta familia presenten homologia pel domini

quinasa i alguns en presenten per dominis indispensables en la via de la PI3K com els dominis

PH i PX. Imatges obtingudes i modificades de (Manning et al., 2002; Pearce et al., 2010).

Els membres de la familia de les AGC quinases comparteixen una elevada

homologia estructural i un mateix mecanisme d’activacié per fosforilacié de
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dues regions altament conservades: el T-loop ubicat al domini catalitic i
I’hidrophobic motif (H-motif) present en la regi¢ adjacent no catalitica del domini
quinasa (Fig.13C). També alguns membres d’aquest grup tenen un tercer
domini anomenat el turn motif que esta implicat en mantenir la integritat de la
quinasa i protegir-la de la defosforilacié (Manning et al., 2002; Pearce et al.,
2010).

1.5 PDK1 i les quinases dependents del PIF-pocket

PDK1 es troba entre les quinases evolutivament més ancestrals d’aquesta
familia i esta codificada al genoma per un gen de copia unica que déna lloc a
una proteina de 556 aminoacids. PDK1 presenta un domini globular a I'extrem
N-terminal corresponent al domini quinasa i un altra a I'extrem C-terminal
corresponent al domini PH d’interacci6 amb PIP3 (Fig.14C). Dins del domini
quinasa s’hi troba la regié corresponent al T-loop que conté la Ser241
(Fig.14A), una butxaca hidrofobica anomenada PDK1 interacting fragment
pocket (PIF-pocket) i una una aC-helix que comunica aquestes dues regions
amb lI'extrem N-terminal i que actuaria mantenint la quinasa activa en un
equilibri enzimatic dependent de la preséncia del substrat fosforilat (Biondi,
2002).

A

phosphate

,’5‘\ HM-pocket
gV 507/ pocket

N-terminal lobe

Arga72 VL1

Figura 14. PDK1 i els seus dominis d’activacié: el PIF-pocket i el PH-domain. (A)

Estructura del domini quinasa de la proteina PDK1. Les fletxes indiquen les diferents regions
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funcionals de la quinasa. Els residus indicats amb taronja o gris, representen els aminoacids
indispensables pel funcionament d’aquestes regions i els quals han estat dianes de mutacié per
estudiar el seu paper en l'estructura de cada regid. Les esferes vermelles representen els
atoms d’oxigen; en blau, el de nitrogen i en porpra, els fosfors. (B) Imatge del domini PIF-
pocket de PDK1 on en gris es mostra I'’esquelet hidrocarbonat; en taronja, les cadenes laterals
dels aminoacids que conformen el domini i una linia negre discontinua mostra les interaccions
per pont d’hidrogen dels anteriors residus amb I'i6 sulfat. (C) Cristall del domini PH de PDK1 on
es mostra la interaccié dels aminoacids indicats en verd amb el PIP3 on es representen en
blau, I'anell inositol i en porpra/vermell, els grups fosfats. Les imatges han estat obtingudes de
(Biondi, 2002; Komander et al., 2005; Bayascas et al., 2008a).

El PIF-pocket va ser descobert al observar que aquesta butxaca hidrofobica en
el domini quinasa de PDK1 era capag¢ de recone&ixer una regié de la protein
kinase C-related kinase-2 (PRK2) anomenada PDK1 interacting fragment (PIF)
(Fig.14B). Mutacions puntuals d’aquest domini d’'interaccid, inhabilitaven la uni6
de PDK1 amb el seu substrat i disminuien la capacitat de fosforilar-lo in vitro
(Biondi et al., 2000).

Mentre que PKB és activada per mecanismes dependents del domini PH, el
que garanteix una resposta rapida davant d’un estimul agut; les quinases de la
familia de les AGC que no presenten PH-domain requereixen de la fosforilacio
prévia en la seqiéncia Phe-Xaa-Xaa-Phe/Tyr-Ser/Thr-Phe/Tyr de I'extrem C-
terminal corresponent al motiu hidrofobic, fet que genera un docking site que
pot ser reconegut pel PIF-pocket de PDK1. Un cop unida, PDK1 fosforila el T-
loop de la corresponent AGC quinasa, el que permet que el motiu hidrofobic
fosforilat interaccioni amb una butxaca hidrofobica de la propia quinasa
homologa al PIF-pocket de PDK1, estabilitzant aixi la AGC quinasa en la seva
conformacié activa (Balendran et al., 2000; Bayascas, 2010). Val a dir que en
abséncia del mecanisme d’activaciéo de PKB dependent del PH-domain, PDK1
també pot reconéixer el motiu hidrofobic de PKB fosforilar el seu T-loop i

contribuir a la seva activacié (Fig.15) (Najafov et al., 2012; Zhou et al., 2014).
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Figura 15. Model on es mostra I’evolucié dels mecanismes d’activacié6 de PKB. En la

imatge es representa la relacié del domini PH de PDK1 amb I’evolucid de la complexitat de les

K465E/K465E

respostes cel-lulars associades a PKB. Els ratolins PDK1 , PKB és activada d’una

forma PIF-pocket dependent i per tant es preserven només les respostes basiques de
supervivéncia; mentre que els ratolins que no presenten la mutacio, PKB és activada d’'una
forma més rapida i dependent del PH-domain de PDK1 a fi de preservar tant les respostes
simples i més ancestrals com les més evolucionades i complexes. Imatge obtinguda de (Zhou
et al., 2014).

Entre les quinases dependents del PIF-pocket de PDK1 trobem la S6K, la p90
ribosomal S6 kinase (RSK), la SGK i les diferents PKC, que seran fosforilades
diferencialment en el seu motiu hidrofobic per la corresponent quinasa
(Fig.16A). Concretament, la S6K és fosforilada per ' mTORC1 en la treonina
389 de I'HM; aixd permetra la posterior activacio de la proteina a través de la
fosforilacio de la serina 229 en el T-loop per part de PDK1 (Fig.16B). En canvi
la RSK, que presenta dos dominis quinasa cataliticament actius, requereix que
la proteina ERK s’uneixi i fosforili la treonina 573 del domini quinasa de I'extrem
C-terminal perqué aquest fosforili la serina 380 de la regid linker, creant el
docking site que sera reconegut pel PIF-pocket de PDK1 i permetra la
consequent fosforilacié de la serina 227 en el T-loop del domini quinasa ubicat
a I'extrem N-terminal (Fig.16C) (Pullen et al., 1998; Frodin et al., 2000, 2002).
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Figura 16. Activacié de les AGC dependents de la via de la PI3K. (A) Mecanisme d’activacio
de les AGC quinases a través de la fosforilacié dual de I'H-motif pel corresponent complex
d'mTOR i del T-loop, per PDK1. (B) Esquema del mecanisme d’activacio de I'S6K sota I'estimul
de factor trofic, on es mostren els diferents residus fosforilats, indicats amb taronja, i les
corresponents quinases que les realitzen (C) Representacié del mecanisme d’activacié per
autofosforilacié de RSK, on es mostren els diferents residus fosforilats, indicats amb taronja, i
les corresponents quinases que les realitzen. Imatges extretes i modificades de (Bayascas,
2010; Pearce et al., 2010).

D’altra banda el grup de les PKC es divideix en les PKC convencionals a,p i y
que son activades al-lostéricament per Ca®* i DAG mentre que les noves PKCs
formades per les isoformes 6,6, i 6 so6n activades unicament per DAG
(Fig.17B). Les PKC convencionals a,f i y i la no convencional € serien
fosforilades en el motiu hidrofobic per mTORC2, mentre que la fosforilacio de
I’'HM de la resta de les noves PKC (d,n i 8) és sensible a la rapamicina i per tant
dependria de I'mTORCH1, tot i que hi ha certa controvérsia i molt per estudiar

sobre la regulacié de la fosforilaci6 de les PKC en el seu motiu hidrofobic
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(Fig.17A). Hi ha un tercer grup de PKC anomenades atipiques formades per les
PKC C i A i les PKC-related kinases (PRK) que no son activables
al-lostericament ni per Ca?* ni DAG i els aminoacids Ser/Thr del seu motiu
hidrofobic es troben substituits per aminoacids acidics (Asp o Glu) que
mimetitzen la fosforilacié d’aquest domini. El motiu hidrofobic de les PRK és
aixi reconegut constitutivament pel PIF-pocket de PDK1 i habilita la fosforilacio
d’aquestes quinases en el T-loop d’activacié (Fig16A). La fosforilacié del motiu
hidrofobic de les diferents PKC es veu afavorida també per la interaccié de la
xaperona heat shock protein 90 (HSP90) i la co-xaperona Cdc37 amb el domini
PXXP clamp d’aquestes quinases, evitant aixi la seva degradacié com també
passa amb altres proteines com la ERK5 (Balendran et al., 2000; Newton,
2001, 2010; Ikenoue et al., 2008; Bayascas, 2010; Erazo et al., 2013).

regulatory kinase CT C1 Cc2
activation  turn  hydrophobic 2+
pseudosubstrate\ C1A C1B C2  hinge lo?p mollf /motif DG PS Ca* PIP,
conventional ~-EEEELYH D ¢ & @ &
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Figura 17. Classificacio de les PKC i afinitat pels diferents lipids de membrana. (A)
Estructura dels dominis dels diferents membres que formen la familia de les PKC. El canvi de
tirosina/triptoéfan (Y/W) en el domini C1B marca l'afinitat d’aquest domini per les membranes
enriquides amb DAG. El domini C2 conté una regié d’aminoacids basics, indicats amb el simbol
++, que permeten la interaccio de la PKC amb PIP2. La regid hinge correspon a una seqiiéncia
d’aminoacids que connecta I'extrem N-terminal amb el C-terminal de la proteina. (B) Taula on
es mostra amb el simbol + I'afinitat dels dominis C1 per diacylglycerol (DG) i phosphatidylserine
(PS); aixi com també el domini C2 pel Ca % i PIP2. Imatge obtinguda i modificada de (Newton,
2010)

Finalment dins d’aquest grup de les quinases dependents de PIF-pocket
trobem la serum and glucocorticoid inducible quinase (SGK), I'expressio de la
qual es troba regulada per l'estrés cel-lular associat a [lalliberaci6 de

glucocorticoids que interaccionen amb les sequeéencies glucocorticoid regulated
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elements (GRE) del promotor del gen de la SGK. L’activaci6é d’aquesta quinasa
esta també associada a la via de la PI3K, concretament ’mTORC2 s’encarrega
de la fosforilacié en la serina 422 corresponent a 'HM mentre que PDK1,
després de reconéixer aquesta primera fosforilacio, s’encarregara de fosforilar
la treonina 256 present en el T-loop de la proteina a fi d’activar-la (Kobayashi
and Cohen, 1999; Park et al., 1999; Garcia-Martinez and Alessi, 2008). La SGK
és sensible alhora que un bon sensor dels canvis en el volum i osmolaritat
cel-lular perqué esta implicada en la regulacié de diferent canals ionics. Aixi,
I'SGK evita la degradacio dels epithelial Na* channels (ENaC) fosforilant i
inhibint la E3-ubiquitina proteina lligasa Nedd4-2. A la vegada, Nedd4-2
poliubiquitina en un feedback negatiu la sequencia PEST present en els ultims
60 aminoacids de la SGK i indueix la seva degradacid, mantenint aixi la
homeostasi del Na* al rony6 (Brickley et al., 2002; Zhou and Snyder, 2005).
També s’han descrit altres E3-ubiquitina proteina lligasa com la C-terminus of
Hsp 70-interacting protein (CHIP), responsable de la degradaci6é de la SGK a
través de la interaccié amb la HSP70; o també la E3-lligasa cullin-1 que promou
la ubiquitinacié i degradacié d’'SGK en associar-se a I'’element rictor inclos en el
complex d'mTORC2 (Belova et al., 2006; Gao et al., 2010). L’estret vincle entre
'SGK i la lligasa Nedd4-2 també esta implicat en el manteniment dels
transportadors EAAT4 de glutamat de les cél-lules de Purkinge, evitant aixi la
citotoxicitat de I'excés de glutamat extracel-lular; en I'expressio de la subunitat
GLUR1 dels receptors AMPA a membrana, que esta implicat en processos de
consolidacié de memoaria; i també, en els transportadors d’aminoacids SN1 en

cél-lules astrocitaries (Bohmer et al., 2004; Lang et al., 2010).

La SGK presenta moltes semblances amb la quinasa PKB. Ambdues presenten
3 isoformes, on la SGK3 i la PKBy son les més abundants al sistema nervios
central, i a nivell estructural presenten dominis d’interaccié a fosfoinositids, en
el cas de 'SGK3 un domini PX que reconeix Pdtlns-3-P mentre PKB presenta
un domini PH vinculat a l'activacié6 de la quinasa en increments de PIP3
(Easton et al., 2005; Vanhaesebroeck et al., 2010). D’altra banda, ambdues
quinases son activades per PDK1 i mTORC2 i comparteixen alguns substrats
en comu com ara I’ N-myc downregulated gene 1 (NDRG1) que és fosforilat per

I’'SGK en condicions basals i per PKB en resposta a estimuls aguts; o el factor
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de transcripcio forkhead box group O transcription factor 3a (FOXO3a), implicat
en l'expressié de gens proapoptotics (Garcia-Martinez and Alessi, 2008;
Zurashvili et al., 2013). Per tant no és tan dificil pensar que aquestes dues
quinases puguin intercedir en les mateixes respostes cel-lulars de

supervivéncia i apoptosis (Fig.18).

CYTOKINES GROWTH FACTORS CELL STRESS
GM-CSF glucocorticoids PDGF heatshock Ischemic injury
IL-3 serum FSH uv hepatitis SGK
IL-6 TGF-B hyperosmotic Activators
FGF

SGK Kinase
Activators
FOXO3a
TSC2  B-RAF  ERK AlP4 FLI BAD SGK
PRAS40 MDM2 Targets
GSK3-B8 IKKalpha
Cell Growth & Proliferation Cell Migration Cell Survival

Figura 18. Via d’activacio de la SGK. Classificacié dels diferents estimuls implicats en
I'activacio de les isoformes d’'SGK a través de la fosforilacié del domini H-motif de la quinasa,
per part dmTORC2, i en el T-loop per part de PDK1. En els corresponents requadres
s’indiquen els substrats regulats per les diferents isoformes d’'SGK i PKB i les respostes

associades a ells. Imatges obtingudes de (Bruhn et al., 2010).

2. Supervivencia i mort neuronal

La paraula apoptosi en grec significa “la caiguda de les fulles dels arbres a la
tardor” i es va descriure al anys 1970 com aquell conjunt de fendmens que
porten a l'eliminacidé, d’'una forma programada, de diferents cél-lules d’'una
poblacio. Aquest procés comporta una condensacio nuclear i citoplasmatica

que condueix a una fragmentacid cel-lular, on els fragments generats son
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reconeguts i fagocitats ja sigui per les cel-lules epitelials, fibroblasts adjacents o
cél-lules del sistema immunitari (Fig.19A), les quals processaran i acabaran
degradant aquests fragments en vesicules lisosomals (Kerr J. F. R., Wyllie A.
H., 1972). La mort cel-lular programada és molt important en els processos de
consolidaciéo dels o6ssos, on els osteocits i els osteoclasts participen en
I'eliminacio dels condrocits i la consequent calcificacid del cartilag; en la
formacio del blastocist; en I'eliminacié de la cua del capgrés en el procés de
metamorfosis d’alguns amfibis; durant el desenvolupament embrionari, amb el
clar exemple de l'eliminaci6 de les ceél-lules que formen les membranes
interdigitals per acabar donant I'extremitat en els mamifers (Fig.19B); i sobretot

durant el desenvolupament neuronal (Gilbert, 2000; Alberts et al., 2008).
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Figura 19. Apoptosis: de la cél-lula a 'organisme. (A) Diagrama on es mostra els diferents
processos que ocorren en una cél-lula apoptotica. (B) Consequéncies fenotipiques, a nivell
macromolecular i en diferents organismes, d’'una mort cel-lular programada. En la imatge
superior es mostra la pérdua de la cua del capgros, associada a I'apoptosi de les cél-lules que
la conformen, durant el procés de metamorfosis a la granota. La imatge central representa el
procés d’osteogenesi en que, a través de fendmens apoptotics, es substitueix el cartilag per
matriu O0ssia. En la imatge inferior s’observa la pérdua de les membranes interdigitals durant el
desenvolupament embrionari d’'un ratoli. Imatges obtingudes de (Kerr J. F. R., Wyllie A. H,,
1972; Gilbert, 2000; Alberts et al., 2008).
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En el sistema nervids central, un cop tots els processos de desenvolupament
s’han donat i per tan la mort cel-lular programada genéticament ha finalitzat, es
desencadenen un conjunt de respostes en les neurones postmitotiques que sén
desencadenades per l'activitat sinaptica, per diferents neurotransmissors i per
diferents neurotrofines a fi d’evitar I'apoptosi. Aquests diferents estimuls soén els
responsables d’inhibir aquest procés i promoure la supervivéncia neuronal, com
hem vist que ho feia 'NGF en les neurones del gangli dorsal del sistema
nerviés periféric en els experiments de Rita Levi Montalcini dels anys 1980
(Levi-montalcini, 1987; Oppenheim, 1991). Com hem vist abans, les diferents
neurotrofines regulen, a través dels receptors Trk i p75, els fendmens de
supervivéncia i apoptosi neuronal a través de dues vies de senyalitzacié
principals: la via de la PI3K-PKB i |a via de les Ras/Raf MAPK.

En la via de la PI3K hi ha diferents quinases sota el control de la master
quinasa PDK1 que regulen aquestes respostes de supervivencia neuronal, pero

la principal i a la que histdéricament se li ha atribuit un paper central és PKB.
2.1 Eix PI3K/PKB/GSK3 en la supervivéncia neuronal

En cél-lules de mamifer, PKB esta codificada per 3 gens diferents ubicats en 3
cromosomes diferents que codifiquen per 3 isoformes de la quinasa amb un
80% d’homologia de sequencia: PKBa, PKB i PKBy. A través dels diferents
models murins de ratoli knockout per cadascuna de les tres isoformes es va
poder descobrir en quines respostes cel-lulars estaven implicades a diferents
teixits. La isoforma PKBa és indispensable per la supervivéncia i proliferacio
cel-lular, ja que els ratolins deficients per aquesta isoforma moren poc després
de néixer com a consequéncia de greus problemes en el desenvolupament. Els
ratolins knockout per les isoformes PKB[ i y presenten un desenvolupament
normal i arriben a néixer i sobreviure, tot i mostrar defectes a nivell de
creixement. La PKBB té un paper indispensable en I'homeodstasi i el
metabolisme de la glucosa a través de la seva expressio en els teixits diana de
la insulina com sén el fetge, muscul, teixit adipés i pancrees. Els ratolins
deficients per PKBB presenten una diabetis severa (hiperglicemia,
hiperinsulinemia intolerancia a la glucosa i incapacitat del muscul per assimilar

la glucosa), un augment dels nivells de triglicérids en sang, una reducci6 del
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teixit adipds dependent de I'edat, una pérdua de les cél-lules 3 dels illots de
Langerhans del pancrees i un reduccié de la mida dels teixits associada a una
reduccio del volum cel-lular (Garofalo et al., 2003; Dummler and Hemmings,
2007). Ratolins deficients per PKBy presenten també una reduccié d’'un 20% de
la mida del cervell i dels testicles respecte els ratolins salvatges, organs on
s’expressa de forma més abundant aquesta tercera isoforma de PKB (Fig.20)
(Tschopp et al., 2005).

Skin, bone, muscle development
Adipogenesis
Postnatal survival .ﬂ‘ﬂ_ a&t&. &

Functional specificity

Whole body
weight and size

Figura 20. Regulacié de la senyalitzacié de PKB. (A) Solapament i especificitat de funcions
de les tres isoformes de PKB. (B) Possibles factors que condicionen I'especificitat funcional de
les diferents isoformes de PKB. Imatge obtinguda i modificada de (Gonzalez and McGraw,
2009).

PKB és responsable de fosforilar una gran varietat de substrats en seqténcies
conservades que responen al consens RXRXX[S/T]B, on R és una arginina, X
pot ser qualsevol aminoacid, S/T pot ser tan un residu de serina com un de
treonina, i B correspondria a un aminoacid hidrofobic voluminés com els
aminoacids aromatics (Fig.21). La regulacié de molts d’aquests substrats és
compartida amb altres quinases activades per PDK1, com son RSK i SGK
(Fig.21B), i per tant les respostes atribuides historicament a PKB podrien també
ser mediades per aquestes altres quinases de la familia de les AGC (Alessi et
al., 1996; Manning and Cantley, 2007).
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Figura 21. Substrats de PKB responsables de les respostes cel-lulars atribuides a
aquesta quinasa. (A) Regulacié dels diferents substrats de PKB i la seva contribucié en les
diferents respostes cel-lulars. (B) Taula on es mostren les quinases de la familia de les AGC
activades per PDK1, els diferents substrats que regulen, i les corresponents sequéncies
aminoacidiques consens de fosforilacio; aixi com també les diferents malalties associades a la

seva desregulacié. Imatges obtingudes de (Manning and Cantley, 2007; Pearce et al., 2010).

D’entre els nombrosos substrats de la PKB trobem les isoformes de la glucogen
synthase kinase 3 a i B (GSK3a i GSK3pB), les quals poden ser inhibides en
preséncia d’estimul trofic per PKB en fosforilar la serina 21 i 9 respectivament
(Fig.22A). La inhibicié de GSK3 i la defosforilacio dels seus substrats (Fig.22D)
contribueix en diferents respostes cel-lulars, com ara la homeostasi de glucosa
a través de la defosforilacié i activacié de la glicogen sintasa, que és I'ultim
enzim implicat en la biosintesi de glicogen, aixi com la sintesi proteica, que
regula el creixement cel-lular a través de la defosforilaci6 de I' eukaryotic
protein synthesis initiation factor 2B (elF2B), promovent aixi 'assemblatge de la
maquinaria de traduccié (Fig.22B). GSK3 també es troba implicada en la
progressio del cicle cel-lular i en la supervivéncia i en la proliferacié de la
cél-lula, a través de la desfosforilacié de c-myelocytomatosis oncogene (c-myc)
i de la ciclina D1, evitant aixi la poliubiquitinacié i consequent degradacio
d’aquestes proteines. A més a més, GSK3 també s’encarrega de fosforilar al
factor de transcripcio c-jun en un lloc proper al domini d’'unié a DNA, evitant que
pugui interaccionar amb la proteina c-FBJ osteosarcoma oncogene (c-fos) i
formar [I'adaptor protein complex 1 (AP-1). Aquest complex resulta
indispensable per la transcripcio de gens necessaris per la progressio de la

fase G1 del cicle cel-lular, com la mateixa ciclina D1, o per reprimir I'expressio
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de gens com p53 o p21, que arresten a la cél-lula en aquesta fase del cicle
(Fig.22C) (Wisdom et al., 1999; Frame and Cohen, 2001).
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Figura 22. Regulacié de GSK3 i els seus substrats. (A) Esquema on es representen les
diferents quinases que regulen de forma inhibitdria GSK3p a través de la fosforilacié en la
serina 9. (B) La insulina estimula la sintesi proteica i de glicogen a través de la inhibicié de
GSKa3. Possibles dianes de GSK3 agrupades i indicades amb diferents colors en funcio de la
resposta cel-lular en qué es troben implicades. (C) Els simbols + i — representen la regulacio
activadora o inhibidora dels diferents factors de transcripcié que es troben sota el control de
GSKa3. (D) Representacio del lloc de fosforilacié per GSK3 de diferents substrats i del lloc de
fosforilacié ubicat a n+4 aminoacids del lloc de fosforilaci6 de GSK3 que és especific per la
corresponent priming kinase. Imatges obtingudes de (Frame and Cohen, 2001; Cohen and
Goedert, 2004a; Jope and Roh, 2006).

D’altra banda, la GSK3 esta vinculada directe o indirectament amb cancer,

malalties neurodegeneratives i trastorns de conducta. La majoria de pacients
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amb cancer colorectal presenten mutacions en les proteines adenomatous
polyposis coli (APC) o B-catenina, les quals juntament amb GSK3, 'axina i la
casein kinase 1 apha (CK1a) formen un complex que permet a GSK3 fosforilar
a la B-catenina, que alhora és poliubiquitinada i enviada a degradacid. Si
aquest complex és desestructurat a través de I'estimulacié apical de la via de
wingless-type MMTYV integration site family (Wnt), la B-catenina translocara a
nucli on actuara com a coactivador de factors de transcripcié de la familia dels
T-cell factor (TCF)/ Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF). Aquests factors
de transcripcio transcriuen gens com el c-myc i la ciclina D1 que es troben
implicats, com hem vist abans, en la proliferacié cel-lular (Fig.23). També la -
catenina juga un paper important en fenobmens de migracié cel-lular durant el
desenvolupament neuronal, aixi com també en processos d’epithelial
mesenchymal transition (EMT) en estadis primerencs de metastasis. Aixo és
degut a la seva interaccié amb diverses proteines d’adhesid, com poden ser les
E-cadherines i les a-catenines, a fi d”’ancorar-les al citoesquelet d’actina
(Doble, B. W. and R.Woodgett, 2003; Beaulieu et al., 2009; Markowitz and
Bertagnolli, 2009; Wu and Pan, 2010).
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Figura 23. Esquema representatiu de la via de Wnt i la regulacié de la B-catenina. Imatge
obtinguda i modificada de (Wu and Pan, 2010).
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No va ser fins al 1996, amb el descobriment del liti com un potent inhibidor de
GSK3, que es va relacionar GSK3 amb malalties de trastorns mentals. El liti
actua com a inhibidor competitiu pel lloc d’'unié de GSK3 a I'i6 Mg2+ que resulta
indispensable per la unié a ATP. El liti també desestabilitza el complex PKB-
Barrestina-PP2A, evitant que PKB sigui defosforilada per aquesta (Fig.24B).
Ambdues actuacions es tradueixen en una inhibicié6 de I'activitat de GSKS3:
directa, per la inhibicié competitiva del Li pel Mg?*, i indirecta, per la fosforilacio
de GSK3 dependent de PKB (Jope, 2003; Beaulieu et al., 2009). GSK3 ha estat
associada a trastorns com [I'esquizofrénia, associada a una elevada
neurotransmissio dopaminérgica, i la depressié major, associada a una
deficient neurotransmissio serotonergica (Fig.24C/D); en ambdds casos es
déna una sobreactivacio de les vies regulades pels corresponents receptors de
dopamina D2 i de serotonina 5HT2, o una inhibici6é de les seves corresponents
isoformes D1 i 5HT1. (Jope and Roh, 2006). També es va descobrir en
diferents deméncies i malalties neurodegeneratives mutacions en la proteina
Tau, que pertany a la familia de les microtubule-associated proteins (MAP), la
qual pot ser fosforilada per diferents proteines i entre elles GSK3. La
hiperfosforilaci6 de Tau comporta que no pugui interaccionar amb els
microtubuls, donant lloc a la formacié de filaments insolubles que provocaran la
tipica degeneracié de les cél-lules nervioses que té lloc a les diferents taupaties
(Fig.24A) (Cohen and Goedert, 2004b).
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Figura 24. Diferents vies de senyalitzacio regulades per GSK3 i associades a desordres
mental o malalties neurodegeneratives. (A) Esquema on es representa com la proteina Tau
aberrant acaba comportant el col-lapse dels microtubuls i la formacié dels cabdells de Tau en la
malaltia neurodegenerativa de I'Alzheimer. (B) En preséncia de dopamina, la quinasa G-protein
coupled receptor kinase (GRK) fosforila el receptor D2 de dopamina i permet la formacié del
complex B-arrestina/PP2A/PKB i la consequent finalitzacié de la senyalitzacié6 dependent de
PKB. (C) Descripcié esquematica de la regulacié de GSK3 dependent del receptors D1 i D2 de
dopamina i els canvis associats a I'esquizofrenia. (D) Esquema on es representa la regulacio
de GSK3 a través dels receptors 5SHT1A i 5HT2, aixi com també la seva relacié amb la
depressid major. Imatges obtingudes de (Jope and Roh, 2006; Beaulieu et al., 2009; Aso and
Ferrer, 2013)

2.2 El denominador comu d’SGK i PKB: FoxO

Una de les grans pedres filosofals de la via de la PI3K és el substrat de PKB
forkhead box O (FoxO) o també anomenat forkhead in rhabdomyosarcomas
(FKHR). Aquest factor de transcripcié es troba regulat, com hem vist abans, per
una quinasa dependent del PIF-pocket de PDK1, SGK, i per una quinasa
dependent del PH-domain de PDK1, PKB. En ratolins s’expressen les

isoformes FoxO1, 3 i 4 que es troben principalment al citoplasma i FoxO6 que
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€s nuclear. Només les variants 1, 3 i 6 s’expressen de forma dinamica tan en
el cervell en desenvolupament com en I'adult i totes les podem localitzar en la
regio hipocampal, on principalment es donen processos d’aprenentatge i la
neurogénesi secundaria adulta. Aixd deixa entreveure el paper imprescindible
que juguen les diferents isoformes de FoxO, i en particular FoXOG6, en la
consolidaciéo de la memoria i la funcidé sinaptica. Per la seva banda, FoXO3
s’encarrega de la homeostasi de les neuronal stem cells (NSC), que és I'eina
principal de regeneracid del teixit nervids, indispensable per mantenir-lo en
condicions oOptimes, tot beneficiant I'organisme amb un augment de la
longevitat (Hoekman et al., 2006; Salih et al., 2012; Webb et al., 2013).

El mecanisme pel qual FoxO intercedeix en aquestes respostes cel-lulars
consisteix en qué, sota I'estimul d’algun factor trofic, PKB i SGK sén activades
via PI3K-PDK1 i s’encarreguen de fosforilar a FoxO, creant un docking site per
les proteines 14-3-3, que al seu torn retenen FoxO al citoplasma i eviten que
transloqui a nucli (Brunet et al., 2001). En canvi, FoxO és retingut al nucli si
préeviament és fosforilat en altres residus per quinases de resposta a estrés
cel-lular com la 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK),
la Jun-N-terminal kinase (JNK), la extracellular signal regulated kinase (ERK) o
la p38 mitogen activated protein kinase (MAPK). Com a consequéncia es
promou la transcripcié selectiva, dependent de la desacetilasa SIRT1 que
elimina les acetilacions promogudes per les acetilases CBP i p300, de gens
associats a la resisténcia a I'estrés, i es disminuieix la dels gens vinculats a
'apoptosi (Brunet et al., 2004; Webb and Brunet, 2014). Els gens apoptotics
son transcrits en abséncia d’estimul extracel-lular, on PKB i SGK es troben
inactives i per tant permeten que FoXO transloqui a nucli gracies al fet que
presenta una nuclear localitzation sequence (NLS) que és reconeguda per la

importina a de la membrana nuclear (Fig.25) (Brownawell et al., 2001).
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Figura 25. Regulacié de FoxO en resposta a estimuls externs i intracel-lulars. Imatge
obtinguda i modificada de (Huang and Tindall, 2007).

FoxO regula molt finament I'expressié d’aquesta gran varietat de gens a través
de les FoxO regulatory elements (FRE), sequéncies que es troben en els seus
promotors, i ho fa d’'una forma dependent de les modificacions postraduccionals
que pateixi ja siguin fosforilacions, acetilacions o desacetilacions, aixi com dels

altres factors de transcripcié amb qui interaccioni.

D’entre tots els gens proapoptotics, FoxO regula I'expressio del gen Fas Ligand
(FasL), del tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) i de
la Bcl-2 interacting mediator of cell death (Bim), que és una proteina del
subgrup de proteines de la familia B cell leukemia/lymphoma 2 (BCL-2) que
nomeés conté dominis BH3 i que, juntament amb Bcl-6, que inhibeix la proteina
implicada en supervivéncia B-cell lymphoma-extra large (Bcl-X.), sén inductors
de la via intrinseca de l'apoptosi. D’altra banda, FoxO també pot aturar la
progressio del cicle cel-lular en la fase G1 regulant a la baixa I'expressié de les
ciclines D1 i D2, i a la fase G2/M induint I'expressid de la growth arrest and
DNA damage-inducible protein 45a (Gadd45a) i la ciclina G2. També davant

d'un estrés oxidatiu indueix I'expressio de la manganesium superoxid
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dismutase (MnSOD9), la superoxid dismutase 2 (Sod2) i la catalasa que
contribueixen a la detoxificacié dels reactive oxigen species (ROS) (Fig.26).

Deixant de banda els gens que FoxO pot regular per si sol, també pot regular
I'expressié d’'un ampli ventall de gens gracies a la cooperacio d’altres factors de
transcripcio. Entre ells trobem el Runt domain containing transcription factor
(RUNXS3) que juntament amb FoxO indueixen I'expressié de Bim; les proteines
SMAD3 i 4, que sota I'estimul del TGF i en col-laboracié amb FoxO indueixen
I'expressio de p27, que inhibeix els complexes ciclina-E/cdk2 i ciclina-D/cdk4 i
evita aixi la progressio de la fase G1; aquesta inhibici6 és antagonitzada al
afegir-se FoxG1 al complex SMAD3/4/FoxO (Seoane et al., 2004; Huang and
Tindall, 2007; Calnan and Brunet, 2008). Similarment, la B-catenina en complex
amb FoxO indueix I'expressié de gens com I'lQGAP2, que es troba implicat en
la reorganitzaciod del citoesquelet i la desestabilitzacié de les unions cél-lula-
cél-lula dependents d’E-cadherines; aquest fet promou un augment de la
motilitat cel-lular relacionada amb processos de migracio i angiogénesi que sén
importantissims en processos de metastasi associats a alguns cancers com el

carcinoma de colon (Tenbaum et al., 2012).
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Figura 26. Funcié dels gens regulats per FoxO i respostes cel-lular que desencadenen.

Imatge obtinguda de (Calnan and Brunet, 2008).

FoxO també regula gens implicats en l'autofagia. Aquesta resposta cel-lular
resulta ser un mecanisme de supervivéncia que s’activa en processos de
manteniment cel-lular a través del turn-over de mitocondries i de diferents

organuls, en I'eliminacié de patdogens intracel-lulars a través de la induccio de
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les respostes innata i adaptativa del sistema immunitari, i en I'eliminacio de la
inflamacio associada a aquestes respostes (Fig.27). De la mateixa manera,
quan la cél-lula es troba en condicions d’estrés, a fi d’escapar de la mort ho fa a
través del metabolisme de lipids via lipofagia intercedida pels lipid droplets o
mitjangcant I'eliminacié d’agregats proteics, 'acumulacié dels quals podria ser
citotoxica, com ara els filaments insolubles de Tau o de a-sinucleina,
caracteristics de malalties com I’Alzheimer o el Parkinson (Choi et al., 2013).
Aquest procés es troba regulat pels autophagy related-genes (atg) que
coordinen tot el procés de formacié de I'autofagosoma fins a l'alliberacié del
contingut processat. FoxO3 indueix I'expressié d’alguns atg com ara I'LC3b
(Map1lc3b), Gabarapl1, Pi3klll, Ulk2, Atg12l, Beclin1, Atg4b i Bnip3 (Webb and
Brunet, 2014).
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Figura 27. Influéncia de l'autofagia en la progressio de diferents malalties. En blau
s'indiquen el processos, associats a l'autofagia, que eviten la progressié de la corresponent
malaltia; mentre que en vermell es mostren els processos que afavoreixen la progressio
d’aquestes. Imatge obtinguda de (Choi et al., 2013).
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L’autofagia s’inicia amb la formacio del fagofor, on hi participa un complex de
proteines format per I'unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK), ATG13L
i RB1-inducible coiled-coil 1 (Rb1cc1 o FIP200) (Fig.28). Si en el medi hi ha
abundancia de nutrients, o sota I'estimul d'un factor trofic, aquest complex
triméric és desestructurat com a consequéncia de la fosforilacié d’'ULK a la
serina 757 per part d'mTORC1; ULK passara a interaccionar amb la AMPK,
que al seu torn mantindra la hiperfosforilacio d’ULK (Kim et al., 2011; Shang et
al., 2011). En canvi, en condicions de deprivacio trofica, la via de la PI3K-PKB
no és activa i mTORC1 no es pot activar. Per tant TAMPK, a part d’inhibir
mTORC1 a diferents nivells, no podra interaccionar amb ULK i aquest sera
defosforilat iniciant I'autofagia amb la formacié del fagofor gracies a la
interaccié de les proteines ATG13L i FIP200 (Fig29.C/D). Posteriorment es
constituira l'autofagosoma, on participa el complex VSP34 format per les
proteines Beclin-1, ATG14 i la PI3K de classe 3 VSP34, que generara PI3-P,
permetent la crida de proteines amb dominis d’interaccié a aquest fosfoinositid,

que ajudaran a la nucleacié de I'autofagosoma i a la progressié de I'autofagia.
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Figura 28. Autofagia i formacié de I'autofagosoma. (A) Esquema on es representen les
diferents fases del procés d’autofagia. (B) Seqliencia on es descriu el procés de formacio de
I'autofagosoma i les proteines que es troben implicades en aquest. Imatge obtinguda i editada
de (Choi et al., 2013; Russell et al., 2014).

En aquestes condicions, FoxO no pot ser retingut al citoplasma per les 14-3-3
ja que soén dependents de la fosforilacié per PKB, i per tant transloca a nucli a fi
d’'induir I'expressié de la glutamina sintasa amb la consequent sintesi de
glutamina (Fig.29C). Tant la glutamina de nova sintesi com la que pot ser
captada del medi extracel-lular a través del transportador uniport de glutamina
solute carrier family 1 (SLC1AS5) eviten la formaci6 d’'mTORC1, Ia
translocalitzacié al lisosoma, i la seva activacié dependent de les diferents
GEFs ubicades en aquest compartiment intracel-lular (Fig.29A) (van der Vos et
al., 2012; Russell et al., 2014; Webb and Brunet, 2014). La leucina i altres
aminoacids no essencials son els responsables d’activar aquestes GEFs, perd
ja que a nivell intracel-lular es troba en concentracions baixes, €s necessaria la
seva internalitzaci6 a través del transportador bidireccional antiport
SLCA7/SLC3A2 que acobla la sortida de glutamina amb Ila entrada
d’aminoacids essencials (EAA) com la leucina (Nicklin et al., 2009a).
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Figura 29. Induccié de I'autofagia a través d’mTORC1: importancia de la disponibilitat de
nutrients i les condicions d’hipoxia cel-lular en I'activacié del procés. (A) L-glutamina i el
transportador bidireccional antiport SLCA7/SLC3A2 regulen els processos d’autofagia via
mTORCH1. (B) Interaccié antagonica entre FoxO i la via dmTORC1 en el procés d’autofagia
marcat per la concentracio extracel-lular de nutrients. (C) Esquema on es mostra la inactivacio
d'mTORC1 dependent dAMPK i TSC2 en condicions d’hipoxia o déficit de nutrients. (D) Model
d'autofagia a través del mecanisme de fosforilacio, per part de 'AMPK i d'mTORCH1, i
defosforilacio d’'ULK en resposta a nutrients que regula la formacié del complex proteic format
per 'AMPK, I'Atg101 i la proteina FIP200. La numeraci6 indica la sequéncia del procés.
Imatges obtingudes i modificades de (Nicklin et al., 2009b; Shang et al., 2011; Russell et al.,
2014; Webb and Brunet, 2014).

L’autofagia es troba aixi finament regulada per la via de la de la PI3K on FoxO,

substrat de PKB i SGK, és capac¢ d’induir 'acumulacié d’alts nivells de
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glutamina intracel-lular i evita que es formi el complex d'mTORC1 al lisosoma.
A més a més FoxO regula negativament I'expressio de raptor, membre
indispensable del complex dmTORCH1, i per tant evita la inhibicié de 'autofagia
per mTORC1 alhora que afavoreix la formacié del complex mTORC2 per
I'equilibri dinamic entre els dos complexes (Jia et al., 2004; Duran et al., 2012;
Webb and Brunet, 2014). No obstant aixd, mTORC1 no només és conegut pel
paper que desenvolupa en l'autofagia, sind que és un importantissim sensor
metabolic que regula el creixement i la diferenciacié cel-lular principalment a
través d’'una de les AGC quinases dependent del PIF-pocket de PDK1: la S6K.

3. Creixement i diferenciacio cel-lular: mTOR

La proteina mamalian target of rapamycin (mMTOR) és una serina/treonina
quinasa atipica de la familia de les phosphoinositide 3-kinase-related kinases
(PIKKS) que modula diferents respostes cel-lulars, integrant la informacié sobre
la disponibilitat nutricional i energética del medi, aixi com també els diferents
estimuls als quals és sensible la PI3K. La quinasa mTOR interacciona amb
diferents proteines formant dos complexes diferenciats estructuralment i per la
seva sensibilitat a la rapamicina: 'mTORC1 i ’ImTORC2. Ambdés complexes
contenen mTOR, DEP domain containing mTOR-interacting protein (Deptor),
mLST8, aixi com també les proteines TELO2 interacting protein 1 (Tti1) i tel2
que ajuden a I'assemblatge i estabilitzacié dels complex. L’ mTORC2 conté, a
més a més, la proteina rictor que juntament amb mSin1 i protor 1/2
contribueixen a la fosforilacié del motiu hidrofobic de SGK i PKB; mentre que
mTORC1 incorpora a raptor, el qual deixa d’interaccionar-hi quan la rapamicina
s'uneix a la proteina FKBP12 i reconeixen el domini FRB d'mTOR,
desestructurant aixi especificament el complex 1 d'mTOR i evitant la seva
activacio (Pearce et al., 2011; Laplante and Sabatini, 2012) (Fig.30).
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Figura 30. Composicidé i funcions d'mTORC1 i mTORC2. Esquema representatiu dels
diferents estimuls que regulen I'activitat dels dos complexes d'mTOR, aixi com també les
funcions que desenvolupen ja sigui inhibint-les o promovent-les. A la part inferior de la imatge
es mostren les diferents proteines, tant comunes com especifiques, que conformen mTORC1 i
mTORC2. Imatge obtinguda i modificada de (Laplante and Sabatini, 2012).

En preséncia d’'un estimul trofic com el BDNF, I'activacié dels receptors Trk i
p75, aixi com també la produccié de fosfoinositids com el PIP3, permeten la
dissociacié de la GTPasa Rac1 del seu inhibidor RhoGDI. Quan Rac1 és
activada ajuda a translocar a la membrana diferents membres de les PIKKs
com la PI3K que pot interaccionar, a través del seu extrem C-terminal, amb el
colesterol que és abundant en els lipids rafts. Per tant, sota estimul trofic, Rac1
contribueix a l'activaciéo de la PI3K a la membrana plasmatica, mTORC2 al
reticle endoplasmatic i mTORC1 a la membrana lisosomal o d’endosomes
(DerMardirossian and Bokoch, 2005; Xu et al., 2010; Boulbés et al., 2011; Saci
et al., 2011). Un cop al lisosoma, mTORC1 és activat directament per la
GTPasa Rheb, i duna forma dependent d’aminoacids per un complex
heterodiméric que interacciona amb raptor i és actiu quan les GTPases RagA/B
es troben unides a GTP i RagC/D a GDP. Les Rag GTPases formen
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heterodimers i es localitzen i sén activades a la membrana lisosomal gracies al
complex proteic Ragulator, que actua com a GEF de les Rag A/B i les ancora a
la membrana com a consequéncia de I'habilitat d’alguns dels seus components
per interaccionar amb certs tipus de lipids (Sancak et al., 2010). Dues de les
proteines de Ragulator , la p18 i la p14, interaccionen i transmeten el canvi
conformacional de la v-ATPasa en resposta a la hidrolisi I’ATP induida per
’acumulacié d’aminoacids a nivell lisosomal, que permet el transport d’aquests
aminoacids dins del lisosoma associat al gradient de protons generat (Fig.31).
D’altra banda, en preséncia d’aminoacids, la Leucil-tRNA syntethasa (LeuRS)
transloca a la membrana lisosomal on, d’'una forma dependent d’ATP i de
leucina, actua com a GAP de les Rag C/D, promovent 'activacié dmTORC1
(Huang et al., 2008; Sancak et al., 2008; Zoncu et al., 2011a; Han et al., 2012).

GROWTH FACTORS
AMINOACIDS

Lysosome
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mTORC1

Figura 31. Via de senyalitzaci6 d’mTORC1 i procés d’activacio del complex al lisosoma

dependent d’aminoacids. Imatge cedida pel Dr. José Ramoén Bayascas Ramirez.

El complex 1 d'mTOR es troba implicat en processos tan essencials que el
knockout (KO) d'mTOR resulta incompatible amb la viabilitat cel-lular essent

letal embrionari a nivell postimplantacional (Gangloff et al., 2004) i la seva
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desregulaciéo es troba associada a malalties neurodegeneratives, trastorns
metabdlics i cancer. Un cas similar passa amb el KO de raptor i també amb el
de rictor, tot i que els ratolins deficients en I'expressio de rictor tinguin una
esperanga de vida més llarga que els dos models murins anteriors (Guertin et
al., 2006). Dels dos complexes, mTORC2 és activat en cél-lules en creixement
al interaccionar amb els ribosomes d’'una forma dependent de la via de la PI3K i
d’aminoacids i intercedeix en respostes de supervivéncia i viabilitat cel-lular
mitjangant I'activacié de PKB, SGK i algunes PKC. El complex mTORC2 també
regula la mida cel-lular exclusivament a nivell de sistema nerviés central via
PKB i de forma independent a mTORC1 (Easton et al., 2005; Guertin et al.,
2006; Gan et al.,, 2011; Tato et al., 2011; Thomanetz et al.,, 2013). D’altra
banda, mTORC1 s’encarrega del control del creixement i mida cel-lular a través
de l'activacié de substrats com S6K i 4EBP1 (Fig.32), que desenvolupen un
paper importantissim en la sintesi proteica i participen en el complex iniciador

de la traducci6 (Dennis et al., 2012; Magnuson et al., 2012).

_ | mToRC1 O mTORC1 On

Figura 32. Model on es mostra el procés de formacié del preinitiation complex (PIC),
format per diferents proteines i regulat principalment per S6K i 4EBP1, que permetra la
iniciacié de la sintesi proteica dependent d’mTORC1. Imatges obtingudes i modificades de
(Magnuson et al., 2012).

Al sistema nervios central, S6K participa en processos de creacio i consolidacié
sinaptica aixi com també en la traduccié axonal asimétrica d'mRNAs (Fig.33), a
fi d’actuar de forma rapida davant les necessitats neuronals en resposta a
senyals extracel-lulars sense haver de passar pel nucli (Cheng et al., 2011a;
Jung et al., 2012).
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Figura 33. Expressio génica localitzada a través del control de la traduccié localitzada
d’'mRNAs. En I'esquema es descriu la transcripci6 d'mRNA nuclear, el conseqlent transport
axonal, dependent de les ribonucleoproteines, del transcriptoma i la sintesi proteica regulada

especificament pels diferents estimuls extracel-lulars. Imatge obtinguda de (Jung et al., 2014).

La rellevancia funcional d'mTORC1 implica el requeriment de mecanismes i
sensors molt fins que regulin I'activitat d’aquesta quinasa. Aquests sistemes
actuen en situacions extremes de manca d’oxigen o nutrients inhibint mTORCA1
i les respostes de creixement cel-lular associades per tal de prioritzar les de
supervivéncia. Entre aquests sistemes de regulacid trobem el complex
TSC1/TSC2, que inhibeix la GEF d'mTORC1; PRAS40, que interacciona amb
mTORC1 a fi d’evitar que fosforili els seus substrats; i TAMPK, que evita que
raptor interaccioni amb el complex al ser fosforilat i segrestat per proteines 14-
3-3, a la vegada que indueix 'activacié de TSC1/2 (Kwiatkowski and Manning,
2005; Sancak et al., 2007; Gwinn et al., 2008). Per la seva banda la hipdxia
indueix I'expressié de I'hipoxia induced factor (HIF) que regula gens de
resposta a hipoxia com I'RTP801/REDD1, que al seu torn inhibeixen les
respostes de creixement cel-lular a través, altra cop, de I'activacié del complex
TSC1/2 (Shoshani et al., 2002; Brugarolas et al., 2004). Augments en els nivells
de la proteina REDD1 i la consequent inhibicié6 de la via d’'mTORC1 d'una
forma TSC1/2 dependent, es troben associats tan a malalties

neurodegeneratives com el Parkinson com a trastorns psiquiatrics com la

64



Introduccio

depressié major (Malagelada et al., 2006, 2008; Dazert and Hall, 2011; Ota et
al., 2014). De forma totalment antagonica a les situacions prévies, la inhibicio
parcial o el manteniment d’una activitat baixa dmTORC1 promou un increment
de I'esperanca de vida al reduir els efectes secundaris de la intenses respostes
cel-lulars associades al complex, aixi com també pot frenar la progressio
d’algunes malalties neurodegeneratives (Malagelada et al., 2010; Zoncu et al.,
2011b).

D’altra banda, tant la via de la PIS3K/PDK1/PKB com la via de la MAPK/RSK
associades a supervivéncia cel-lular, s’encarreguen d’inhibir per fosforilacio el
complex TSC1/2 i PRAS40 per alliberar a mTORC1 a fi que finalitzi les
respostes metaboliques, estructurals i de plasticitat iniciades pels estimuls
trofics extracel-lulars (Roux et al., 2004; Vander Haar et al., 2007; Urbanska et
al., 2012) (Fig.34).

PI3K

1 ‘?/. mTORC2 |

Ptdins(3,4,5)P,

Figura 34. La via PI3K/PDK1/PKB i ’AMPK son els sensors que regulen diferencialment
I'activacié d’mTORC1 a través de PRAS40 i TSC2.
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4. Desenvolupament neuronal

El desenvolupament neuronal engloba tots aquells canvis morfoldgics que
pateixen les neurones postmitdtiques en resposta als diferents estimuls
extracel-lulars. Aquests canvis els ajudaran a integrar-se en les seves
respectives localitzacions del cervell a través dels diversos processos
migratoris que tenen lloc durant les diferents etapes del desenvolupament
embrionari, i participaran en la consolidacié estructural i funcional dels diferents

circuits neuronals postnatals.

Aquest procés es pot simplificar principalment en 5 etapes observables en
cultius primaris de neurones corticals o hipocampals durant els diferents dies
de cultiu in vitro (DIV). La primera etapa es dona durant les primeres 6 hores
del DIVO i es caracteritza per una poblacid de neurones amb lamelipodies i
filopodies que presenten un simetria esférica; durant la segona etapa inclosa
entre les 6-12 hores del DIVO es formen i creixen les neurites; en la tercera
etapa compresa entre el DIV2 i el DIV4 es dona la polaritzacid neuronal, que
inclou la diferenciacid axo-dendritica i el creixement axonal, mentre que
'elongacié dendritica forma part de la quarta etapa corresponent a l'interval
entre els DIV4 i 7. A partir del DIV7 i dins la cinquena etapa continuen els
processos d’arboritzacié dendritica i ramificacié axonal, juntament amb la
formacié de les espines dendritiques, acabant amb la sinaptogénesi com a
procés de connexid i comunicacio de les neurones madures, i la plasticitat
implicita en ella (Dotti et al., 1988) (Fig.35).
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Figura 35. Polaritzacié neuronal. (A) Imatge on es representa el procés de polaritzacié
neuronal in vivo de les neurones corticals al llarg de les diferents capes del cortex. (B) Imatge
on es representa el procés de polaritzacié de les neurones corticals in vitro. Es referencien els
diferents estadis de diferenciacio i I'equivaléncia en DIV, aixi com també els fenotips neuronals

que apareixen en cada estadi. Imatge obtinguda i editada de (Barnes and Polleux, 2009)

4.1 Neuritogénesi

La neurona postmitdtica presenta una simetria esférica la qual és alterada per
diferents senyals intrinsecs o extrinsecs. Aquests estimuls extrinsecs engloben
tan components de la matriu extracel-lular incloent la laminina, la tenascina, la
col-lagena o l'acid hialuronic, com molécules solubles representades pels
fibroblast growth factors (FGF), el transformin growth factor (TGF-3), el vascular
endothelial-cell growth factor (VEGF), l'insulin growth factor (IGF), aixi com
diferents neurotrofines. Tots ells indueixen una reorganitzacié dels filaments
d’actina generant protusions en la neurona com ara les lamelipodies que
s’associen a funcions migratories o les filopodies que actuen com a sensor

transmetent aquests canvis extracel-lulars a nivell intracel-lular (da Silva and
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Dotti, 2002) (Fig.36A). Els components de la matriu extracel-lular interaccionen
amb receptors de membrana associats a molécules d’adhesioé cel-lular com les
integrines o les cell adhesion molecule (CAM), creant microdominis amb una
elevada densitat d’aquests receptors. Aquests activaran canals de Ca?*,
comportant un augment del Ca?* intracel-lular i ' AMP ciclic amb la conseqiient
activacié de les CAMK, la CaM i la PKA (Gomez et al., 2001; Spitzer, 2002);
mentre que neurotrofines com I'NGF o el BDNF interaccionen amb receptors
Trk induint P'activacié de la via de la MAPK i la PI3K (Labelle and Leclerc,
2000). Aquests senyals intrinsecs es tradueixen en una desestabilitzacié dels
filaments d’actina regulada per canvis d’activitat en les Rho GTPases,
concretament per una inactivacié de la proteina ras homolog gene family,
member A (Rhoa) i el seu substrat rho-associated coiled-coil-containing protein
kinase (ROCK), i una activacio de Ras i RhoG que activaran al seu torn les Rho
GTPases cell division cycle 2 (Cdc42) i RAS-related C3 botulinum substrate
1 (Rac1). Els anteriors fets es tradueixen en un augment del volum de la
membrana plasmatica a través del transport i fusié d’endosomes amb aquests
microdominis de membrana (Fig.36B). L’activacié d’aquestes Rho GTPases
també es troba implicat en el dinamisme dels filaments d’actina i la
polimeritzacid dels microtubuls, donant lloc a la formacié de les neurites, la
seva elongacié fins a 15 ym i el seu dinamisme expressat amb la seva
capacitat d’extensié i de retraccié (Da Silva et al., 2003; Santos Da Silva et al.,
2004; Govek et al., 2005) (Fig.36C).
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Figura 36. Neuritogénesi: trencament de

I’esfera neuronal. (A) Imatges in vivo de la

formacié de la neurita i els seu corresponent

esquema representatiu. (B) Paper de les

proteines associades a I'actina en la formacié i

extensid de la neurita. (C) Imatge representativa on s’observa el paper de RhoA i de
Rac/Cdc42 en els processos de neuritogénesi i axonogénesi. EI compost Y-27632 és un
inhibidor de RhoA i provoca la formacié de multiples processos neuritics observables en la
imatge in vitro de la neurona cortical. Imatges obtingudes i modificades de (da Silva and Dotti,
2002).

4.2 Polaritzacio

Hi ha un gran ventall de senyals extracel-lulars que es troben implicades en els
processos de diferenciacio, d’atraccié i de retraccié axonal. Es el cas de les
netrines, les semaforines, les slit i les efrines, que regulen a nivell intracel-lular
activaciéo de diferents GTPases; aixi com també hi ha implicades diferents
neurotrofines com I'NGF i el BDNF o proteines secretades com la de Whnt
(Labelle and Leclerc, 2000; Govek et al., 2005; Hilliard and Bargmann, 2006).
Aquest gradient d’estimuls extracel-lulars activen el corresponents receptors
que indueixen un augment de l'activitat de Ras i de la PI3K i comporten un
increment de PIP3 a la membrana, procés que és revertit per la fosfatasa PTEN

tot impedint 'axonogénesi (Ménager et al., 2004). L’augment d’aquest segon
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missatger promou, a través de la Rab1b, l'activacio de la GTPasa Cdc42.
Aquesta GTPasa interacciona amb el complex format per PARG, PAR3 i les
PKC atipiques; complex que al seu torn activa la Rho GTPasa Rac1, implicada
en un feedback positiu sobre la via de la PI3K (Schwamborn and Puschel,
2004; Arimura, Nariko and Kaibuchi, 2007) (Fig.37).

Neuropiling | s—

Figura 37. Entramat de vies de senyalitzacié que regulen la polaritzacié i a la vegada la

migracié neuronal. Imatge obtinguda de (Ayala et al., 2007).

La diferenciacié de la neurita a axé i la seva consequent elongacioé es dona per
un trencament de [I'equilibri dinamic entre els filaments d’actina i els
microtubuls: els filaments d’actina es desestabilitzen a través de la inhibici6é de
RhoA, i els microtubuls polimeritzen com a consequéncia de la inhibicio de la
proteina MARK2 i de GSK3, evitant-se aixi la fosforilacié de les proteines Tau,
MAP2 i CRMP2 que s’associa a la desestabilitzacié dels microtubuls (Hur and
Zhou, 2010) (Fig.38A). D’altra banda, la diferenciacié axonal ve donada per
fendmens de degradacié proteosomal on en totes les neurites no polaritzades
es dona una ubiquitinacio, per part les les ubiquitin lligases SMAD specific E3
ubiquitin protein ligase 1 (smurf1) i smurf2, i degradacié de la proteina BRSK1 i
de la proteina PARG, evitant la formacié del complex PAR3/PAR6/PKCa
(Fig.38B).
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Figura 38. Vies de senyalitzacié implicades en I’axonogénesi. (A) Paper de la GSK3 en la

polaritzacié neuronal. (B) Model de polaritzacié axonal induit per I'activacié de PKA en resposta

al BDNF. Imatges obtingudes de (Hur and Zhou, 2010; Ruiz Babot, 2013).

De forma analoga, en la neurita que esdevindra ax6é es dona un augment del
Ca?" intracel-lular que promou 'activacio de la PKA. Aquesta quinasa fosforilara
al seu substrat smurf1, tot provocant-li un canvi d’especificitat, ja que passa
d’afavorir la ubiquitinaci6 i degradacié de PARG6 a la de RhoA, permetent aixi la
formacié del complex par-3 family cell polarity regulator (PAR3)/PAR6/PKCa
especificament en el con de creixement de I'axé en fase d’elongacié i no en les
neurites indiferenciades (Shi et al., 2003; Wang et al., 2003; Cheng et al.,
2011b). També evitara la degradacido de la brain-specific serine/threonine
kinase 1 (BRSK1), preservant aixi les respostes d’aquesta quinasa que es
troben associades a l'orientacié del centrosoma, la nucleacio i I’ estabilitzacio
dels microtubuls a través de la regulacié de la fosforilaci6 de microtubule-
associated protein 2 (Map2) i Tau (Ebneth et al., 1999; Kishi et al., 2005).
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L’expressio i activacio per fosforilacio de les BRSK esta intimament relacionada
amb la via de la MAPK i la PI3BK-PDK1, on I'activacié de la BRSK1 i la BRSK2
és dependent de la quinasa LKB1, la qual és fosforilada en la serina 431 tant
per la RSK, la PKA com per la PKC atipica PKC( (Lizcano et al., 2004; Xie et
al., 2008). La proteina LKB1 inactiva es distribueix de forma homogenia per tota
la neurona i és activada, en complex amb les proteines STE20-related kinase
adaptor (STRAD) i mouse protein-25 (MO25), en resposta a augments
localitzats de Ca®" intracel-lular dependents de neurotrofines com el BDNF.
Aquests augments de calci promouen la localitzacié de I'LKB1 a la neurita que
esdevindra axé i al llarg de I'axd en creixement, associada amb totes les altres
proteines implicades en la diferenciacié axonal que hem vist anteriorment
(Shelly et al., 2007; Winckler, 2007; Barnes et al., 2008). De forma analoga,
I’expressid axonal de les BRSKs i d’altres proteines implicades en la dinamica
dels microtubuls, com Tau o phospho-mimetic collapsin response mediator
protein 2 (CMRP2), depén d'mTORCH1 i dels seu substrat S6K que, com hem
vist anteriorment, es troben regulats per la via de la PI3K-PDK1-PKB. Aquesta
via és activada en la neurita que es diferenciara a axé i participa en la traduccio
local de proteines imprescindibles per I'elongacié axonal (Shi et al., 2003;
Morita and Sobue, 2009; Zurashvili et al., 2013).

4.3 Sinaptogeénesi

L’elongaciéo de I'axd finalitza quan aquest arriba a la corresponent regid
cerebral, on s’inicia la cinquena etapa del desenvolupament neuronal descrita
en el model d’Arimura i Cabiuchi 2007. Aquesta etapa inclou la formacié de
sinapsis i principalment es basa en la interaccié de I'axé amb la cél-lula diana,
establint una sinapsis primerenca d’etiologia quimica, que pot estabilitzar-se i
madurar o desestabilitzar-se i perdre’'s. En les etapes inicials de la
sinaptogénesi neuronal axo-dendritica es formen filopodies a les dendrites que
presenten un elevat dinamisme dels filaments d’actina, semblant al de les
neurites en resposta de les molécules senyalitzadores extracel-lulars, a fi de
contactar amb els axons proxims i establir una sinapsis. Diferents receptors,
com els Trk a través de la via de la PI3K, els receptors d’efrines o les

cadherines via Rho GTPases, i la familia de les proteines WNT; es troben
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implicats en el dinamisme d’aquestes filopodies, perd sobretot en la maduracio
d’aquestes sinapsis a través d’'una remodelacié estructural i funcional de la
filopodia per esdevenir una sinapsis madura en forma d'espina dendritica
(Salinas and Price, 2005; Moeller et al., 2006; Kayser et al., 2008; Zhang et al.,
2009; Ciani et al., 2011; Park and Poo, 2013) (Fig.39A).
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Figura 39. Vies de senyalitzacié implicades en I’axonogénesi. (A) Classificaci6 morfologica

Smooth endoplasmic reticulum

& &

de les espines dendritiques. (B) Estructura de I'espina dendritica. L'smooth endoplasmic
reticulum (SER) es troba en algun tipus d’espines dendritiques, proxim a la membrana sinaptica
i a les proteines d’ancoratge que interaccionen amb la post synaptic density (PSD); d’aquesta
manera actua com a reservori de Ca % per alliberar aquest segon missatger en resposta de
I'estimul extracel-lular i per tant activar la via de senyalitzacié corresponent. (C) Model de
sinaptogenesis dependent d’EphrB. Un cop s’estableix una unié axonal estable ephrinB/EphB,
és quan es dona la diferenciacié de la terminal presinaptica, el reclutament de receptors NMDA
i AMPA a nivel postinaptic i la conseqiient formacié de I'espina dendritica. Imatges obtingudes
de (Kim and Sheng, 2004; Kayser et al., 2008).
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Aquest procés consisteix en un canvi estructural en els filaments d’actina, que
es retrauen i es ramifiquen d’'una forma dependent de les Rho GTPases; i en
una habilitacié funcional de I'espina, basada en el reclutament de diferents
receptors dAMPA i d’NMDA (Fig.39C). Aquests receptors s’estabilitzen a la
membrana de la futura espina per diferents proteines amb dominis PDZ com la
PSD95 (Fig.39B), que s’hi localitza en augments de Ca®" intracel-lular d’una
forma CAMKII dependent, definint aixi la naturalesa inhibitoria o excitatoria de
la sinapsis (Kim and Sheng, 2004; Cline, 2005).

5. Mouse Neocortex

Les regions cerebrals del cortex i I'hipocamp es formen en etapes
primerenques dels desenvolupament cerebral i es troben ubicades en la regio
posterior del cervell en desenvolupament anomenada telencéfal. A diferéncia
d’altres regions implicades en processos de formacio i consolidacié de memoria
com l'estriat, aquestes tenen un origen comu en la regié del pallium del
telencéfal i el seu desenvolupament és previ als processos de migracid

neuronal.

5.1 Migracié neuronal

La migracid neuronal consisteix en el desplagament de les neurones
postmitotiques a les seves regions de desti, i ho fan gracies als diferents canvis
morfologics que pateixen durant el desenvolupament neuronal en resposta als
diferents estimuls extracel-lulars descrits anteriorment. El cortex d’'un adult esta
format principalment per neurones glutamatérgiques excitatories i per
interneurones gabaérgiques que inhibeixen les anteriors a través de la secrecio
del neurotransmissor GABA. Aquest juntament amb la glicina provoquen una
hiperpolaritzacié de la membrana postsinaptica associada a I'obertura de
canals anionics de CI” que redueix I'eficiencia dels inputs excitatoris (Fishell and
Rudy, 2011). Tot i I'estreta relacié que presenten, aquests dos tipus neuronals
difereixen en la localitzacié dels seus respectius precursors neuronals encara
que comparteixin les mateixes regions de desti. Aixd deixa entreveure dos tipus
de migracié diferents en funcié del tipus neuronal: la migracié radial i la

migracio tangencial.
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5.1.1 Migracié Radial i Corticogéenesi

En la migracié radial els precursors de les neurones glutamatérgiques o
piramidals es troben en la zona ventricular (VZ), regié ubicada a la regié del
pallium del telencéfal que es disposa radialment al tub neural i que és per on
les neurones migren de forma perpendicular, direccionant-se a la capa més

interna de les meninges, la piamater.

En la zona ventricular, els precursors neuronals d’origen epitelial o també
coneguts com a glia radial (RGC) pateixen una divisié asimétrica generant més
glia radial, neurones postmitdtiques o ceél-lules precursores intermedies (IPC);
les quals es dividiran de forma simétrica a la zona subventricular, adjacent a la
VZ, per donar lloc a les futures neurones. La glia radial té el seu nucli en la VZ
des d’on projecta un unic procés a la piamater creant aixi una bastida per les
neurones piramidals. Aquestes interaccionen amb la glia radial fisicament a
través de les diferents molécules d’adhesié cel-lular i quimicament amb
diverses molécules guia a fi de desplagar-se per processos de nucleoquinesis
fins a la seva corresponent destinacié (Fig.40). Un cop totes les neurones
postmitdtiques han assolit la seva destinacié donant lloc a les diferents capes
corticals, la glia radial retraura els seus processos i es diferenciara a astrocits
(Rakic, 1972; Marin and Rubenstein, 2003; Kriegstein and Noctor, 2004).

MZ

svz

vz

Figura 40. Migracio radial de les cél-lules progenitores en el cervell en desenvolupament.
S’indiquen les diferents regions del cervell embrionari observades des d’'un pla coronal: el

neocortex (NCx), la lateral ganglionic eminence (LGE), la medial ganglionic eminence (MGE), i
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la preoptic area (POA). La fletxa blava representa la direccié de la migracié de les neurones
excitatories des de la zona ventricular del cortex. Aquesta migracié, que es doéna en el
neocortex, es mostra amb detall a la imatge de la dreta i es descriu al text principal. Imatge
obtinguda i editada de (Marin and Mdiller, 2014).

La corticogénesi s'inicia al voltant del dies embrionaris 10-11 amb la primera
cohort de neurones que migren des de la zona ventricular, donant lloc a la
preplaca. Aquesta preplaca formada per les primeres neurones queda dividida,
com a consequéncia d’'un segon moviment migratdori que formara la capa
cortical (CP), en una capa més proxima a la regié piamater anomenada zona
marginal (MZ) i en la subplaca (SP). En la zona marginal resideixen les Cajal
Retzius provinents de la primera cohort neuronal que, a través de la secrecid
de la glicoproteina de matriu extracel-lular relina, orientaran les consequents
migracions neuronals a la seva correcta ubicaci6 (Hevner et al., 2003;
Frotscher, 2010). Aixd comporta que cada nova cohort neuronal sobrepassi
’'anterior capa cortical i es dipositi a sobre formant-ne una de nova, de tal
manera que les capes corticals més internes provindran de moviment
migratoris ancestrals i les més externes provindran de migracions neuronals
més recents (Fig.41). Durant el desenvolupament embrionari es formaran la
cinquena i la sisena capa cortical, a diferéncia de la resta de capes que es
consolidaran en el moment del naixement i que es trobaran limitades entre la
primera capa formada per les Cajal Retzius i la subplaca, proxima als ventricles
cerebrals, que juntament amb la primera comparteixen el mateix origen i

antiguitat neuronal (Molyneaux et al., 2007).
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Figura 41. Corticogénesi. (A) Formacié de les diferents capes corticals des de l'etapa
embrionaria fins I'adult. (B) Naixement solapat, en la zona ventricular i subventricular, dels
diferents subtipus de neurones que projectaran i formaran les corresponents capes corticals.

Imatge obtinguda de (Molyneaux et al., 2007).

5.1.2 Migracié tangencial

En la migraci6 tangencial, els precursors neuronals d’interneurones
gabaérgiques i oligodendrocits es desplacen principalment des de la medial
ganglionic eminence (MGE) pero també des les diferents regions que abarquen
la lateral ganglionic eminence (LGE), la caudal ganglionic eminence (CGE), la
preoptic area (POA) i el septum del subpalium a fi d’arribar al pallium del
telencéfal, seguint una trajectoria paral-lela als ventricles del cervell i evitant
'entrada o el pas per l'estriat (Fig.42A). Durant aquest tipus de migracié les
interneurones interaccionen entre elles o amb els axons en creixement de les
projeccions neuronals per arribar a la seva destinacio en el cortex, I'hipocamp o
el bulb olfactori. Per evitar passar per la placa cortical, les interneurones més
superficials migren a través de la MZ, i les més basals a través de la zona més
profunda de la I1Z o fins la SVZ (Fig.42B). Un cop passada I'etapa embrionaria
resten precursors de neurones glutamatérgiques a la VZ del cortex i precursors
d’interneurones provinents de la LGE i la CGE a la SVZ, que es poden
diferenciar i migrar radialment fins assolir la corresponent capa cortical (Meyer
et al., 1998; Anderson et al., 2001; Marin et al., 2010; Bartolini et al., 2013).
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Figura 42. Migracié de les interneurones gabaérgiques. (A) Patrons de migracié de les
interneurones en el telencéfal en desenvolupament . La imatge mostra una hemiseccio rostral i
caudal del cervell embrionari a E15, on la numeraci6 indica la sequiéncia de processos que
ocorren en el procés migratori fins que la interneurona assoleix la seva corresponent
destinacié. (B) Representacio esquematica de la integracié de les interneurones gabaérgiques
al neocortex. La imatge ha estat obtinguda i modificada de (Bartolini et al., 2013; Guo and
Anton, 2014).

De la mateixa manera que trobem diverses subpoblacions de neurones
piramidals en funcio de la seva connectivitat i disposicid en les capes corticals,
també hi ha fins a 20 classes diferents d’interneurones en funcié de la seva
morfologia, neuroquimica i caracteristiques electrofisiologiques. La distribucio
d’aquestes en les capes difereix en les diferents subpoblacions; com n’és el cas
de les interneurones provinents de la MGE, majoritariament formades per
poblacions positives pels marcadors d’interneurones gabaeérgiques
parvoalbumina i somatoestatina, que responen a patrons semblants i associats
a la migracié de les neurones piramidals durant el desenvolupament embrionari
(Fig.43). Per aixd alteracions en la migracio i per tant distribucié cortical de les
neurones piramidals es traslladen en disfuncions en la migracié d’aquestes
subpoblacions d’interneurones gabaergiques, alterant I'equilibri excitatori-

inhibitori dels circuits neuronals (Marin and Mller, 2014).
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Figura 43. Tipus de neurones inhibitories respecte les excitatories i distribucié

d’aquestes en les corresponents capes corticals. Imatge obtinguda de (Marin and Mdiller,
2014).

6. Malalties associades a defectes en la migracié neuronal

El trencament de I'harmonia, la correcta disposicido i funcionament de les
neurones glutamatérgiques i gabaérgiques associat al procés de migracio i
d’interacci6 amb les diferents molécules guia i proteines de la matriu
extracel-lular, condueix a diferents desordres neuroldgics exemplificats en
models murins com els ratolins reeler i els ratolins lissencefalics; perd també en
humans, traduint-se en malalties psiquiatriques com la depressié major, les

Autism Spectrum Disorder (ASD), I'epilepsia o 'esquizofrenia (Fig.44B).

Tant els ratolins reeler com els lissencefalics principalment presenten defectes
en la migracio de les neurones piramidals i per tant alteracions en la distribucio
de les diferents capes corticals. La relina és secretada per les neurones de la
zona marginal del cortex i per tant el seu defecte com a molécula guia evita que
(Fig.44A). Com a

consequencia no poden disposar-se per sobre de les altres capes corticals

les neurones piramidals puguin superar la subplaca

formades per neurones provinents de migracions prévies i s’obté un patrd i
disposicio invertida de les capes en la placa cortical (D’Arcangelo et al., 1995).
Un cas semblant passa en els models lissencefalics de ratoli i pacients amb el
Mieller Diecker syndrome (MDS) que presenten mutacions en el gen

Lissencephaly-1 (LIS1), proteina que juntament amb altres proteines com la
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lamina, la nuclear distribution gene E-like homolog 1 (Ndel1) i la doblecourtin
(Dcx) i sota I'estimul de la relina interaccionen amb els microtubuls i participen
en processos tant indispensables en la migracié radial com la nucleoquinesis
(Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001; D’Arcangelo, 2006; Coffinier et al.,
2011). La desregulaciéo d’aquesta via es caracteritza per un ampli ventall de
fenotips en funcié de la regié afectada per la mutacié i la quantitat de proteina
LIS1 activa, perd es defineix principalment per una desorganitzacié de les
capes corticals sumat a una allisament i aprimament del cortex (Hirotsune et
al., 1998; Assadi et al., 2003; Wynshaw-Boris, 2007).
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Figura 44. Paper de la relina i LIS1 en la migracié neuronal dependent dels microtubuls.
(A) Via de senyalitzacio de la relina a neurones (B) Esquema de la distribucié de les neurones
corticals en un cervell normal i en cortexs que presenten anormalitats durant el seu
desenvolupament. Imatges obtingudes i editades de (Lambert de Rouvroit and Goffinet, 2001;
Herz and Chen, 2006).
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Alteracions en la via induible per reelina comporten una desregulaci6 de la via
de la PI3K-PKB que implica una reducci6 de l'activitat de PKB i una
sobreactivacio de la proteina associada a microtubuls GSK3. L’activacié
permanent de GSK3 es troba associada a trastorns psiquiatrics com
’esquizofrenia, les fases maniaques del sindrome bipolar o I'autisme. Des de
mitjans del segle XX se’ls ha aplicat als pacients, amb efectes pal-liatius, les
terapies d’electroconvulsio i tractaments quimics com el liti o I'acid valproic per
descobrir anys més tard que els diferents tractaments compartien GSK3 com a
diana inhibitdria (Jope, 2003, 2011; Emamian et al., 2004; Prickaerts et al.,
2006; Ackermann et al., 2010; Mines et al., 2010; Emamian, 2012).

En els trastorns anteriors, sobretot en el cas de I'esquizofrénia, la patologia no
sempre es troba lligada a problemes en la migracié radial de les neurones
piramidals, sin6 que també inclou alteracions en les poblacions d’interneurones
gabaérgiques i els fenobmens de migracié tangencial associada a elles.
L’esquizofrénia afecta un 1% de la poblaci6 mundial i es sol desenvolupar
durant l'adolescéncia o en linici de la vida adulta. Aquest trastorn té una
etiologia genética perd sobretot cursa sota la influencia de diferents factors
externs desconeguts fins al moment, amb I'excepcié del consum de cannabis
durant I'adolescéncia. La majoria de pacients amb esquizofrénia no presenten
una reduccio en el nombre de neurones siné déficits en la sincronitzacié entre
les neurones piramidals i les interneurones gabaérgiques del cortex prefrontal i
cingulat (Thune et al., 2001) (Fig.45A).

Les diferents hipotesis associades a I'alteracié de I'harmonia cortical es basen
en una dessensibilitzacio generalitzada de les neurones glutamatérgiques
corticals a I'inhibidor GABA secretat per les interneurones. D’entre les diferents
poblacions d’interneurones, les “Basquet cells” i les “Chandelier”, que s’ubiquen
en les capes 3 i 4 del cortex i son parvoalbumina positives, estarien implicades
en la malaltia (Fig.45C/D). Aquestes poblacions d’interneurones presentarien
una reduccio en la sintesi, dependent de BDNF i de l'activacio de Trk, de
'enzim glutamic acid decarboxylase (GAD67) que catalitza la conversié de

acid glutamic al neurotransmissor inhibitori GABA (Cellerino et al., 1996;
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Weickert et al., 2003; Lewis et al., 2005; Akbarian and Huang, 2006; Curley and
Lewis, 2012; Glausier et al., 2014).
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Figura 45. Desregulacions bioquimiques de les interneurones en la patologia de
I'esquizofrénia. (A) Distribucio i caracteristiques morfologiques i bioquimiques de les diferents
subpoblacions de neurones corticals gabaérgiques. Aquestes subpoblacions les conformen les
chandelier (Ch), les wide arbor (WA), les calbindin-expressing double bouquet (DB) indicades
en vermell, les calretinin-expressing (DB) indicades en groc, les neurogliaform (Ng), les
Martinotti (M) i les Cajal-Retzius cell (CRC). L’ax6 de les neurones piramidals, diana de les
interneurones, es representa com a l'axon initial segment (ais). (B) Esquema de les
desregulacions transcripcionals que ocorren en les interneurones d’'una capa cortical
especifica, les quals es trobem intimament associades a alteracions en I'expressié de les
subunitats del receptor GABA de les neurones piramidals del cortex prefrontal dorsolateral de
pacients amb esquizofrénia. (C) Grafic on es mostra I'expressio de la parvoalbumina en les
diferents capes del cortex prefrontal dorsolateral de pacients amb esquizofrénia respecte els
control. (D) Grafica on es comparen tant els nivells totals de GADG67 en el cortex prefrontal,
com els presents en les terminals axoniques de les neurones positives per parvoalbumina de
pacients control respecte els que pateixen esquizofrénia. Imatges extretes i editades de (Lewis
et al., 2005; Beneyto et al., 2011; Curley and Lewis, 2012)
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La disminucio en la secrecié d’aquest neurotransmissor es deu en molts casos
a un mecanisme compensatori procedent de les interneurones per potenciar la
debilitada senyal glutamatergica, perpetuada amb una reduccié de I'expressio
dels receptors AMPA i d’NMDA que reben les neurones piramidals del cortex.
Aquesta situacié es dona en alguns pacients d’esquizofrénia per una alteracié
en la via NRG1/ErbB4, la qual participa en I'estabilitzacié dels receptors
excitatoris dAMPA i per tant en la consolidacié i plasticitat sinaptica de les
neurones piramidals; o bé per una reduccido del talem associat a una
degeneracio o atrofia de les neurones que el conformen, i per tant un
empobriment de la comunicaci6 amb el cortex a través de les projeccions
talamico-corticals (Popken et al., 2000; Li et al., 2007; Hu et al., 2014) (Fig.46).
D’altra banda, en alguns casos d’esquizofrénia la dessensibilitzacié de les
neurones glutamatergiques respon a una reduccio de fins al 20% en I'expressio
de les subunitats a1 i B2 dels receptors del neurotransmissor GABA a les
neurones piramidals presents en les capes 3 i 4 del cortex (Fig.45B); regio
poblada i regulada inhibitdriament per poblacions parvoalbumina positives

d’interneurones gabaérgiques (Beneyto et al., 2011).

frontal / sub-cortical cortical-striatal-limbic circuits micro-circuit level
interaction ]

il Glutamate (+)
Dopamine

[l striatum [ cortex [l interneuron

~¥. VTA [l thalamus [T ami-/ [l pyramidal cell

cellular deficits manifest at the system level

Figura 46. ll-lustracié conceptual per computacié on es mostren les arees i microcircuits
que estarien alterats en la malaltia de I’esquizofrénia. Imatge obtinguda de (Anticevic and
Corlett, 2012).

En definitiva, qualsevol de les situacions anteriors comporten un trencament de
la sincronitzacié eléctrica entre els dos tipus neuronals, resultant en una

disminucié de les ones 0 i y en el cortex prefrontal. Aquests alteracid es
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tradueix en alguns dels simptomes del trastorn psiquiatric, com la psicosis o
I'afectacié i consolidacié de la memoria de treball (Haenschel et al., 2009;
Minzenberg et al., 2010) (Fig.47).
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7. Historia i evolucio dels models animals de PDK1

Un cop es va descobrir que PDK1 era la quinasa responsable, en resposta a
PIP3, de fosforilar i activar PKB, i que per tant havia de jugar un paper
important en les respostes cel-lulars intercedides per la via PI3K-PKB, es varen
analitzar les consequéncies de I'abséncia de PDK1 en diferents models
eucariotes (Alessi et al., 1997; Currie et al., 1999). Aixi, la deleci6 del gen de
PDK1 a través d’estratégies de knockout impossibilitava l'activacié de PKB,
RSK i S6K i resultava indispensable per la viabilitat i el desenvolupament
d’'organismes com Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegants,
Drosophila i ratoli (Casamayor et al., 1999b; Paradis et al., 1999; Williams et
al., 2000; Cho et al., 2001).

Amb I'objectiu d’analitzar I'impacte de la delecié del gen de PDK1 en mamifers,
es va dissenyar un al-lel knockout condicional en el que els exons tres i quatre
del gen de PDK1 de ratoli, que codifiquen per regions essencials del domini
catalitic, es troben flanquejats per llocs LoxP i per tant poden ser reconeguts i
escindits per la Cre-Recombinasa, donant lloc a un al-lel nul. A més a més, la

no eliminacié del marcador de seleccié procariota de la neomicina, també
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flanquejat per dos sequéncies LoxP, va permetre la generacié d'un al-lel
hipomorf en el qué una senyal acceptora d’splicing ubicada al inici de la ORF
(open reading frame) de la neomicina procariota interferia amb I'expressio
normal del gen de PDK1. Els embrions homozigots per I'al-lel knockout de
PDK1 (PDK17") eren més petits que els embrions control i morien al dia 9.5
embrionari a causa de grans defectes a nivell de desenvolupament. D’altra

1 il

banda, els homozigots per I'al-lel hipomorf (PDK1™), de la mateixa manera que

els heterozigots per I'al-lel hipomorf i I'al-lel knockout de PDK1 (PDK1™"

) eren
viables, fértils i arribaven a I'’edat adulta; tot i expressar només entre un 10 i un
20% de la proteina PDK1. Aquesta reduccié en els nivells de la quinasa
resultaven en una reduccié de la mida del ratoli i els seus 6rgans en un 40-
50%, deixant entreveure el paper de PDK1 en el control del creixement cel-lular

(Lawlor et al., 2002) (Fig.48).
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Figura 48. Generacid de ratolins knockout i hipomorfs de PDK1. (A) Diagrama il-lustratiu
dels diferents al-lels de PDK1 generats. (B) Deteccié per Western Blot de la quantitat total de
PDK1 i PKB dextractes proteics procedents de cel-lules ES que expressaven els
corresponents al-lels de la quinasa. (C) Assajos proteina quinasa amb els corresponents
extractes proteics procedents de ceél-lules ES dels genotips indicats. (D) Imatges
representatives obtingudes amb scanning electron microscopy (SEM) on es mostra la
morfologia dels embrions knockout de PDK1 respecte dels control. (E) Fotografies
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comparatives dels ratolins hipomorfs de PDK1 generats respecte dels control a nivell
embrionari, postnatal i adult. Imatges obtingudes de (Lawlor et al., 2002).

Estudis bioquimics i estructurals previs havien definit la implicacid
indispensable del dominis d’interaccié PH i PIF-pocket en la senyalitzacié per
PDK1, aixi com també els aminoacids essencials que participaven en la
interaccié amb PIP3 i el substrat respectivament (Currie et al., 1999; Biondi,
2002). A fi d’'intentar superar els defectes a nivells de desenvolupament del
ratoli knockout i per tant obtenir ratolins viables, es varen realitzar estrategies
de knockin on es mutaven els aminoacids essencials pel correcte funcionament
de cada domini de PDK1 en cél-lules embryonic stem cells (ES). Les cél-lules
ES amb el domini PIF-pocket de PDK1 inhabilitat pel canvi de la leucina 155 a
un acid glutamic (L155E) presentaven una inhibicié de l'activitat de PKC, S6K,
RSK i SGK; mentre que les ceél-lules ES que presentaven el PH-domain
inactivat per la triple mutacio de I'arginina 472 a la 474 a leucines (RRR—>LLL),
(Collins et al., 2003;

McManus et al., 2004). Els ratolins amb la mutacié LLL del PH-domain i la

presentaven defectes només en l'activacié de PKB

L155E del PIF-pocket de PDK1 tampoc eren viables i morien entre els dies 11 i

12 del desenvolupament embrionari (McManus et al., 2004) (Fig.49).
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Figura 49. La primera estratégia de Knockin del PIF-pocket i del PH-domain de PDK1. (A)
Diagrama il-lustratiu de I'estrategia knockin del domini PH de PDK1 en cél-lules ES. En la
imatge de la dreta, obtinguda a dia E10.5, es compara morfologicament els embrions dels

corresponent genotip que es troba indicat al marge superior. (B) Diagrama il-lustratiu de
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I'estratégia knockin del domini PIF-pocket de PDK1 en cél-lules ES. En la imatge de la dreta,
obtinguda a dia E11.5, es compara morfologicament els embrions dels corresponent genotip
que es troba indicat al marge superior. Les fletxes en les corresponents imatges indiquen els
Blood vessels (BV) i el forebrain (FB). Imatges obtingudes i modificades de (Collins et al., 2003;
McManus et al., 2004).

De forma contemporania s’havien generat ratolins KO de PDK1 especifics de
teixit, que eren viables perd morien a les poques setmanes de néixer (Mora et
al., 2003, 2005).

A partir d’aquest escenari es va decidir de dissenyar tres estratégies per dirigir
la mutacié del PIF-pocket de PDK1 al teixit a estudiar. Amb dos dels tres
meétodes es va aconseguir generar ratolins viables que expressaven la mutacio
del PIF-pocket de PDK1 en el teixit muscular, perd0 només I'estrategia del
minigene es va utilitzar per generar ratolins que expressaven aquest domini de
PDK1 inhabilitat a SNC.

L’estratégia del minigene consisteix en el disseny d’'un al-lel condicional de
PDK1 que conté la mutacié L155E introduida en I'exd 4 per mutagenesi dirigida
i un minigene que correspon a la pauta oberta de lectura de PDK1
corresponent als exons tres fins al catorze seguit d’'una sequéncia molt forta de
finalitzacio de la transcripcié. A més a més, aquest minigene es troba flanquejat
per sequéncies LoxP de 34 parells de bases que sén reconegudes per la Cre-
recombinasa del bacteriofag P1. Els ratolins que expressen I'al-lel condicional
de PDK1 es varen creuar amb ratolins que expressen la Cre-Recombinasa sota
el promotor especific del teixit d’interés, en el cas del muscul esquelétic i
cardiac el promotor de la muscle creatin kinase (Mck) i en el cas del sistema
nervios central el promotor neuronal de la nestina. En els teixits dels ratolins
resultants on no s’expressa la Cre-Recombinasa es traduira la proteina
funcional de PDK1, mentre que en els teixits diana la Cre-Recombinasa
reconeixera els llocs LoxP del minigene, I'escindira i per tant s’expressara la
proteina mutant (Fig.50A). Els ratolins PDK1 L155E knockin condicional
especifics de muscul expressaven nivells de PDK1 comparables als control
pero tenien el domini PIF-pocket inhabilitat al muscul esquelétic i com a
consequéncia presentaven defectes en I'activacio de la S6K i el seu substrat
S6, mentre que mantenien intacte I'activacié de PKB i els seus substrats

87



Introduccio

(Fig.50C). Els ratolins neixien en les esperades proporcions mendelianes, eran
viables i amb una mida normal, i no presentaven alteracions en la homeostasi
de la glucosa ni en la captaci6 muscular de glucosa dependent d’insulina
(Fig.50B). Inesperadament, es va constatar que en els teixits on no
s’expressava la Cre-Recombinassa es transcrivia i es traduia una quantitat
significativa de proteina amb el PIF-pocket de PDK1 inhabilitat. Aquesta
expressid no desitjada resulta del fet que la maquinaria transcripcional
sobrepassa la sequéncia de finalitzacié de la transcripcié del minigene, mentre
que la maquinaria d’splicing utilitza el donador situat al final de I'exd dos i
I'acceptor ubicat a l'inici de I'exd tres endogen, eliminant aixi tota la sequéncia
del minigene (Fig.49D). Aquest fenomen ha permés la generacio de diferents
series al-léliques associades a quantitats creixents de proteina mutant de PDK1
que permeten analitzar amb més precisi6 la via PI3K-PDK1-PKB i les funcions

atribuides a cada quinasa de la familia de les AGC (Bayascas et al., 2006).
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Figura 50. Knockin condicional de teixit del PIF-pocket de PDK1. (A) Diagrama de
I'estrategia del Minigene per crear el knockin condicional espcific de teixit del PIF-pocket de
PDK1. (B) Estratégia de creuaments per generar els ratolins que expressen la proteina PDK1
L155E mutant al muscul. El nombre (n) i la proporcié (%) de ratolins de cada genotip resultants
del creuament representatiu entre un ratoli PDK1 ** Cre* i un PDK1 " Cre™ es troben indicats.
(C) La proteina PDK1 va se purificada per afinitat a la resina PIF-sefarosa a partir d'extractes
proteics de fetge i muscul dels corresponents genotips. (D) Esquema on es reflexa el leacking
en I'expressio de la proteina mutant de PDK1 a partir de les dades obtingudes d’amplificar per
RT-PCR I'RNA obtingut del muscul cardiac dels corresponents genotips. Imatges obtingudes i

modificades de (Bayascas et al., 2006).

De forma paral-lela I'any 2004 es va publicar el cristall del domini PH de PDK1
on es mostrava els diferents aminoacids que conformaven aquest domini i que
participaven en la interacci6 amb els diferents fosfatidilinositols. L’analisi del

cristall d’aquest domini de PDK1 va ajudar a entendre la causa de la letalitat
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embrionaria dels embrions que expressaven la mutacié en 3 de les arginines
d’aquest domini, on dues d’elles interaccionaven amb I'anell inositol de PIP3
pero I'arginina 474 establia enllagos imprescindibles pel correcte plegament del
domini PH. La mutacié d’aquest aminoacid comportava la desestabilitzacié de
PDK1 i la seva consequent degradacid, fet que comportava la creacié d’una
fenocopia del knockout de PDK1 i impedia discernir quines de les
consequencies fenotipiques eren degudes a la mutacié i quines a una reduccié
dels nivells I'expressio de PDK1. A partir d’aqui i tenint en compte que la lisina
465 establia interaccions indispensables amb el segon missatger PIP3 pero
sense participar en el plegament del domini, es va generar un model knockin de
ratoli pel PH-domain de PDK1 basat en canvi de la lisina 465 per una acid
glutamic, que inhabilitava el domini impedint la interacci6 amb PIP3 perd

mantenia la integritat de la quinasa (Fig.51).
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Figura 51. Generacié dels ratolins knockin K465E de PDK1. (A) A la dreta, imatge ampliada
de I'estructura cristal-lografica del domini PH de PDK1 mutat, on al centre es realca en negre el
canvi de la lisina 465 per un acid glutamic. A I'esquerra, panell on s’analitza I’ especificitat
d’'unié a fosfatidilinositols de la proteina PDK1 wild type i de la mutant mitjangcant I’ assaig de
solapament lipid-proteina. (B) Diagrama de I'estratégia per generar els ratolins PDK1 K4¢°F/465E,
(C) La proteina PDK1 va se purificada per afinitat a la resina PIP3-agarosa i a la PIF-sefarosa a
partir d’extractes proteics de fetge dels corresponents genotips. En el panell superior es mostra
com interaccionen els dominis de PDK1 amb les corresponents resines.(D) Assajos proteina
quinasa amb els extractes proteics procedents del fetge dels diferents genotips i amb el
T308tide peptide com a substrat. Imatges obtingudes i editades de (Komander et al., 2004;

Bayascas et al., 2008a)

Els ratolins que presenten aquesta mutacié tenen nivells reduits d’activitat PKB

i de la fosforilacié dels diferents substrats regulats per aquesta quinasa, aixi
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com també una reduccidé de [l'activitat de las S6K i el seu substrat S6
indirectament per la sobreinhibicié del complex mTORC1 per part de TSC2 i
PRAS40, substrats de PKB. D’altra banda, els ratolins mutants presenten una
activacié normal de substrats independents del domini PH de PDK1 com ara
RSK, SGK o algunes PKC. La desregulacio de la via PDK1-PKB en els ratolins
que presenten la mutacié del PH-domain de PDK1 els comporta una reduccié
de la mida respecte els animals control associada a la hipoactivacié d'mTORCA1
(Fig.52B). Aquests ratolins presenten els clars simptomes de la diabetis tipus 2
d’intolerancia a la glucosa i resisténcia a la insulina, tot i que aconsegueixen
mantenir la homeostasi de glucosa i la demanda d’insulina augmentant la
massa del pancreas. En individus d’'un any d’edat també es presenta una
reduccid del 50% del pes associada a una reduccié de la massa del teixit
adipds (Bayascas, 2008; Bayascas et al., 2008b) (Fig.52C). A nivell del sistema
nervios, la reduccid de l'activitat de PKB causada per la mutacio K465E de
PDK1 no es tradueix en una reduccié de la viabilitat i supervivéncia cel-lular, fet
que es podria explicar per mecanismes compensatoris orquestrats per altres
vies. Contrariament, la reduccio en 'activacio de PKB si que comporta defectes
a nivell de polaritzacié i elongacié axonal durant el desenvolupament
embrionari que son revertits en l'organisme adult (Zurashvili et al., 2013)
(Fig.52A).
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PDK1 PDK1 K465E

Kl K465E

Figura 52. Consegqiiéncies de la mutacié del domini PH de PDK1. (A) Imatges obtingudes
amb microscopi d’epifluorescéncia a 20X de neurones hipocampals procedents de ratolins wild
type (WT) i knockin (KI K465E) pel PH-domain de PDK1. Es distingeix I'axé en verd pel
marcador axonal Tau; les dendrites en vermell pel marcador dendritic MAP2 i en blau el nucli.
(B) Fotografies representatives dels corresponents genotips d’embrions a E15.5. (C) Imatges
del ratolins WT i PDK1 K465E generats a dia postnatal 14 (P14). En la fotografia inferior es
mostra el teixit adipés abdominal dels corresponents ratolins d’'un any d’edat. Imatges
obtingudes i modificades de (Bayascas, 2008; Zurashvili et al., 2013).
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Objectius

Objectiu principal: Determinar la funcié de PDK1 al sistema nervids central a
partir de la caracteritzacio dels ratolins knock-in condicionals que expressen la
mutacié L155E de PDK1.

Objectiu 1: Confirmar que I'expressio de la mutaciéo L155E de PDK1 es dona
especificament al SNC i que inhabilita el domini PIF-pocket de la quinasa,

sense alterar els nivells totals de la proteina.

Objectiu 2: Estudi de I'impacte bioquimic que genera la mutacié L155E de

PDK1 en I'activacié de les diferents AGC quinases activables per PDK1 .

Objectiu 3: Avaluar el paper de PDK1 i les quinases dependents del seu

domini PIF-pocket en les respostes de supervivencia i viabilitat neuronal.
Objectiu 4: Avaluar el paper de PDK1 i les quinases dependents del seu
domini PIF-pocket en el desenvolupament neuronal i la consequent formacié

del cervell adult.

Objectiu 5: Explorar la implicacié de PDK1 en la conducta i en les funcions

cognitives dels ratolins.
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Material i metodes

1. Model animal

Els ratolins Nestin-Cre varen ser cedits pel professor Ulrich Mueller de I’'Scripps
Research Institute (Tronche et al., 1999), mentre que els ratolins knockin
condicional L155E de PDK1 i els corresponents procediments de genotipatge
varen ser desenvolupats préviament pel Dr. José Ramon Bayascas sota la
supervisio del professor Dario Alessi de la Universitat de Dundee (Bayascas et
al. , 2006).

El manteniment de les diferents colonies de ratolins va ser realitzada a
'estabulari de rosegadors de la Universitat de Lleida, on els animals
s’estabulaven en unes condicions ad libitum de menjar i beure, de temperatura
entre 19 i 22°C, al voltant de 40-60% d’humitat i en un cicle d’il-luminacié de 12

hores de llumi 12 hores de foscor d’acord amb el Real Decret 223/1988.

Els diferents procediments animals varen desenvolupar-se d'acord a la
normativa europea 201/63/UE i segons la normativa 214/1997 de cura i Us dels
animals de laboratori, aprovada pel Comité Etic d’Experimentacié Animal i
Humana de la Universitat Autbnoma de Barcelona (CEEAH-2291) i sota la
licéncia de la Generalitat de Catalunya (DAAM-7493).

2. Analisi genétic

2.1 Aproximacié genomica de I’expressio de la mutacié L155E de PDK1

L’estratégia va consistir en amplificar el DNA inclos en el constructe del
minigene a partir de 2 encebadors: un forward (5’-3’) que hibrida amb la regi6
génica GGC AGC CTA TGC AAG GAG ACA GTG A de I'exd 3, i un reverse (5'-
3’) que hibrida amb la regié génica GAA GGG GTG ATC CAG GCG TGA CAT
C de I'ex6 4. D’aquesta forma diferenciarem al gel d’agarosa una banda de 496
pb que inclou la regi6 intronica entre els exons 3 i 4 que conté la mutacio
L155E, i una altra banda més petita de 230 pb corresponent a la regié d’exons

3 i 4 del minigen lliure d’intro.

La purificacié de I’ acid desoxiribonucleic (ADN) gendmic es va realitzar a partir
dels pellets procedents de les mostres resultants del procés d’extraccid

proteica. La digestié de cada pellet es va realitzar amb un tampd de lisis que
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contenia 0.1 mg/ml de proteinasa K durant tota la nit a 56°C i en agitacié de
150 rpm. El contingut proteic de la mostra es va precipitar afegint 167 ul de
NaCl 5M i deixant-tho 5 minuts a temperatura ambient en una agitacié de 800
rom. Després de centrifugar durant 5 minuts a 13.000 rpm, es va recuperar
I’ADN genomic del sobrenedant obtingut i es va precipitar amb 467 ul de 2-
propanol (Baker) préviament a ser centrifugat a 13000 rpm durant 20 min. El
precipitat va ser rentat amb 1 ml d’etanol al 70%, es va sedimentar de nou per
centrifugacio durant 1 min a 13.000 rpm, es va descartar I'’etanol i es va deixar
assecar les mostres durant 5 minuts a temperatura ambient. El precipitat
obtingut es va resuspendre en Tris-EDTA (TE) i es va deixar tota la nit a 4°C. El
pH lleugerament basic del tampé TE afavoreix la resuspensié de 'ADN mentre

que I'ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) evita I'accio de les DNAses.

Solucions Composiciod
Tampé de lisis ADN 100 mM Tris HCI [pH 8.5], 5 mM EDTA, 0.2% SDS, 200 mM NaCl
TE 10 mM Tris HCI [pH 8.5], 1 mM EDTA

Taula 1. Composicio dels diferents tampons utilitzats en I’extraccié d’ADN genomic.

El volum d’ 1 pl d’aquest precipitat gendomic es va incubar amb 19 pl d’'una MIX
que contenia els elements indispensables perqué es doni la polymerase chain
reaction (PCR). La seva composicio consta d’'un tampé de la reaccié 1X, 2mM
MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.1 pmols/ pl dels encebadors forward i revers, 1U de
Taqg Pol i aigua destil-lada. Es va afegir la MIX a totes les mostres i es va
realitzar 'amplificacié6 amb el termociclador (PTC-100 Peltier thermal Cycler
Ref. 084483) previ programacié de les condicions per cada cicle de PCR de 5
min a 94°C (inici), 30 segons a 94°C (desnaturalitzacid), 30 segons a 63°C

(anellament) i 1 min a 72°C (extensio) durant 35 cicles.

Nom Casa comercial Referéncia Presentacio stock
Proteinasa K Sigma P8040 19
NaCl (Stock) JTBaker 1764 1kg
Isopropanol JTBaker 8067 11
Etanol 100% JTBaker 8006 11
TRIS Amresco .0497 1Kg
EDTA VWR (Prolabo) 443885 1Kg
Tampo de reaccio 10x Promega M190G 10X
MgCl, Promega A351H 25mM
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dNTPs Promega U1330 100mM
Encebadors Invitrogen S5866 100 uM
TAQ polymerase Biotools A0164 1000U 5U/ul
Orange G Sigma 07252 100gr
RedSafe Intron .21141 1ml
Top vision Agarose Fermentas #R0491 100g

Taula 2. Referéncies dels diferents components utilitzats tant per a I’extraccié d’ADN,

com per la PCR i la seva resolucié.

Finalment es va suplementar el producte de la PCR amb Orange G (tampd de
carrega d’ ADN), es va resoldre en un gel d’agarosa al 2.4 % que contenia
I'agent intercalant Redsafe (1:20.000), i es va capturar la imatge al visualitzador

de gels (Syngene gene genius SYDR2/1905).
2.2 Genotipatge

El procediment i protocol per genotipar va ser exactament el mateix que
I’explicat anteriorment amb la diferéncia que les mostres procedien de les cues
dels ratolins després de ser deslletats, o de les cues dels embrions a dia E15.5
obtinguts en el moment de realitzar els cultius. També aquesta estratégia
divergeix respecte l'altre ja que s’utilitzaren 2 sets de primers: un que amplifica
la mutacié ( P1: GGA ACT TAC TCT GTA GAC CAG GCT G i P2: 5-GAC
GTG TCC TAA TAC TAC CAC AAG TGG Q) i I'altre set que amplifica el gen de
la Cre recombinasa (Cre F: 5 AAA TGG TTT CCC GCA GAA CC 3' Cre R: 5'
TAG CTG GCT GGT GGC AGA TG 3') (Bayascas et al., 2006a).

3. Cultiu primari de neurones de ratoli
3.1 Generacié del cultiu primari de neurones

Els cultius primaris de neurones es varen obtenir a partir d’embrions PDK1*"
Cre’, PDK1*" Cre*, PDK1” Cre i PDK1"" Cre* a dia E15.5. Primerament, es va
tallar un tros de cua de cadascun dels embrions pel posterior genotipat i es
varen deixar els embrions en phosphate buffered saline (PBS 1X) en plaques

de 100 mm (BD falcon Ref 353004), on es va procedir a la seva disseccio.
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Solucions Composicio
10% PBS 10X (Sigma), 30 mM glucosa, 100.000 unitats de
penicil-lina/ 100 mg estreptomicina, aigua destil-lada
1.2 mM NacCl, 48 mM KCI, 12 mM KH,PO,, 250 mM NaHCO3,
143 mM glucosa
Krebs Ringer Buffer 1X 10% Krebs Ringer Buffer 10X en aigua destil-lada
MgS0,.7H,0 stock 150 mM MgS0Q,.7H,0 en aigua destil-lada
CaCl,.2H,0 stock 81,6 mM CaCl,.2H,0 en aigua destil-lada

PBS 1X

Krebs Ringer Buffer 10X

Taula 3. Tampons i reactius basics de cultius. Descripcidé de la composicié de les diverses

solucions usades en cultius primaris de neurones.

Primer de tot es varen decapitar els embrions, se’ls extragué el cervell, es va
lliurar de les meninges per evitar que el cultiu es contaminés de fibroblasts i es
va separar l'area cerebral d’interés, en el nostre cas cortex i hipocamp
depenent de I'experiment que voliem realitzar. A continuacié es va incubar les
mostres diseccionades de cada embrido amb la solucié 1 per posteriorment ser
centrifugades a 1500 rpm durant 30 segons. Després de la centrifugacio, el
sobrenedant va ser descartat i el pellet obtingut es va incubar amb la soluci6 2
durant 10 minuts a 37°C; aquesta solucid conté tripsina, que permet la
disgregacio enzimatica de les ceél-lules del teixit. La digestié enzimatica va ser
parada al afegir la soluci6 4, que conté inhibidor de tripsina i DNAsa per acabar
d’ajudar a disgregar la massa cel-lular. L’homogenat neuronal va ser centrifugat
durant 30 segons a 1500 rpm i en acabar, es va descartar el sobrenedant. El
precipitat neuronal es va resuspendre amb la solucid 3, es va disgregar
mecanicament amb una pipeta pasteur, la suspensio neuronal resultant es va
filtrar amb una malla de nylon de 40 um de diametre i es va afegir a la solucio 5
per ser posteriorment centrifugada durant 5 minuts a 1000 rpm. Es va descartar
el sobrenedant, es varen resuspendre les neurones en medi complert de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) temperat préviament a 37°C i es
va quantificar la suspensié neuronal amb el contador automatic Scepter ™
Handheld Automated Cell Counter amb puntes de 60 um de diametre. Les
neurones van ser diluides en medi complert de DMEM fins a obtenir la
concentracio de sembra desitjada: en el cas de les neurones hipocampals,

75.000 cél-lules/ml i en el de les corticals, 200.000 cél-lules/ml.
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Les dilucions neuronals es varen sembrar en les corresponents plaques,
tractades préviament amb la concentraci6 adequada de poly-D-lisina i
temperades a 37°C, en funcié de I'experiment a realitzar, i entre les 2-4 hores
es va substituir el DMEM per medi complert de NB a fi que es diferenciessin els

precursors neuronals.

Solucions Composicidé

50 ml Krebs 1X, 0.3% BSA (Sigma), 1.2 mM

MgS0O,.7H,0
2 10 ml solucio 1, 0.25 mg/ml tripsina

10 ml solucié 1, 0.8 mg DNasa, 0.52 mg/ml d'inhibidor
3 de tripsina, 1.5 mM MgSO,.7H,0
4 8.4 ml solucié 1, 1.6 ml solucié 3

5 ml solucion 1, 1.2 mM MgSO,.7H,O, 0.01 mM
3 CaCl,.2H,0

Taula 4. Solucions de cultius primaris de neurones. Descripcié de la composicio de les
diverses solucions usades en el procés d’obtencio d’una suspensio de neurones embrionaries a
partir de les arees cerebrals disseccionades.

330003 OO
1000000
5353533 OO
Volums 1000000
Sembra 0.5mil 2ml 2ml 6 ml
Tractament 0.4 mi
Rentats PBS 1X 0.5ml 2ml 2ml 4 ml
Deprivacio 1ml 1ml 2ml
Canvi NB complert 0.5ml 2-2.5ml 2-2.5ml 2-2.5ml
Poli-D-lisina 50 pg/ul 50 pg/ul 50 pg/pl 50 pg/ul
(corticals)
Poli-D-lisina 150 pg/ul 150 pg/pl 150 pg/pl 150 pg/pl

(hipocampals)

Taula 5. Esquema dels tractaments de les diferents plaques de cultiu. Descripcié dels
diferents volums aplicats de sembra, de rentats, de canvi de medi, de tractament i de poli-D-

lisina.
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3.2 Tractaments dels cultius primaris

Les plaques sembrades amb neurones corticals destinades a experiments de
supervivéncia varen ser doblement rentades amb DMEM sense sérum a DIVG i
incubades durant 24 hores en les diferents condicions. Els tractaments control
consistien en dos rentats de DMEM sense sérum i el medi condicionat era
llavors retornat als respectius pous. La deprivacio trofica consistia en incubar
les neurones en medi neurobasal (NB) sense sérum, mentre que el rescat
d’aquesta situacio es va realitzar incubant les neurones amb NB sense sérum
suplementat amb 50 ng/ml de brain derived neurotrophic factor (BDNF,
Alomone labs, #B-250). Els diferents inhibidors descrits a la Taula 7 varen ser
diluits en dimethyl sulfoxide (DMSO) i incubats amb neurones en NB sense
sérum i 50 ng/ml de BDNF a les concentracions indicades. Les neurones
avaluables pels diferents processos de diferenciacioé es varen incubar amb els

inhibidors diluits en medi complert de NB dos hores després de la seva sembra.

Medis Composiciod

2 mM L-Glutamina, 25000 unitats penicil-lina, 25 mg
estreptomicina i DMEM (Sigma #D5796)
2 mM L-Glutamina, 25000 unitats penicil-lina, 25 mg

DMEM complert (1) estreptomicina, 10% FBS (Gibco #10270) i DMEM
(Sigma #D5796)
25000 unitats penicil-lina, 25 mg estreptomicina, 10%
FBS i DMEM GlutaMax (Gibco #31966-021)
25000 unitats penicil-lina, 25 mg estreptomicina, 10%
FBS i DMEM GlutaMax (Gibco #31966-021)
2 mM L-glutamina, 25000 unitats penicil-lina, 25 mg

DMEM sense sérum (1)

DMEM sense serum (2)

DMEM complert (2)

NB sense sérum
" estreptomicina a i Neurobasal Gibco (#21103)

2 mM L-glutamina, 25000 unitats penicil-lina, 25 mg
NB complert estreptomicina, 2% B27 (Gibco 17504) i Neurobasal
Gibco (#21103)

Taula 6. Medis de creixement i diferenciacié neuronal. Descripcié de la composicié dels

diferents medis utilitzats pel creixement i tractament del cultius primaris de neurones.
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Els diferents cultius primaris destinats a experiments de western blot eren
deprivats durant 4 hores amb DMEM sense sérum i tractats amb els
corresponents inhibidors 30 minuts abans d’estimular-los amb BDNF durant els

temps indicats.

Nom Inhibidor Referéncia Dosi tractament (uM)
GSK2334470 PDK1 Sigma (SML0217) 0.1,1,2i10
PF4708671 S6K Axon Medchem (1602) 1,3,5i10
GSK650394 SGK Axon Medchem (1570) 0.1,0.5,1i10
BI-D1870 RSK Axon Medchem (1528) 10
Akt-i-1/2 PKB Calbiochem (124018) 1
AZD8055 mTORC2 Axon Medchem (1561) 0.3
Rapamycin mTORCA1 Calbiochem (553210) 0.1
PI-103 PI3K Calbiochem (528100) 1

Taula 7. Referéncia dels diferents inhibidors de la via de la PI3K. Especificacié de la

quinasa que inhibeix, la referéncia i les dosis utilitzades en els diferents experiment.

3.3 Avaluacié de la supervivéncia i mort neuronal
3.3.1 Assaig per MTT de la viabilitat neuronal

Aquest métode colorimétric basat en el reactiu 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide salt (MTT, Sigma #M2128) permet avaluar el
metabolisme neuronal com a referéncia de la viabilitat cel-lular. Els cultius
primaris de neurones corticals varen ser incubats durant 45-60 minuts a 37 °C i
5% de COz amb 0.5/mg/ml de reactiu d’'MTT. En aquest transcurs de temps
'MTT va ser reduit a cristalls porpres i insolubles de formazan per les
reductases presents en les mitocondries neuronals. Els cristalls de formazan
van ser resuspesos en 300 yl de DMSO tot generant una solucié violeta,
'absorbancia de la qual va ser mesurada amb I’espectrofotometre Synergy HT.
Els valors d'MTT s’obtenien de la diferéncia entre I'absorbancia del medi
obtinguda a 560 nm i de la placa mesurada a 620 nm, i es referiren al control,

que representa el 100% de la viabilitat neuronal.
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3.3.2 Quantificacié de I’'apoptosi neuronal

Les neurones varen ser fixades amb un 2% de paraformaldehid (PFA) i
tenyides amb 1 pg/pl de colorant nuclear Hoechst 33342. El mostreig d’imatges
corresponent a la morfologia nuclear neuronal va ser obtingut amb el
microscopi Nikon Eclipse TE2000-E de 6 camps diferents per pou i 4 pous per
cada condicio. Les diferents morfologies nuclears varen ser comptades i
classificades amb el plugin cell counter de Imaged 1.42q (Wayne Rasband,

National Institutes of Health).
4. Generacio dels extractes proteics
4.1 Extractes proteics procedents de cultiu primari de neurones

Els cultius primaris de neurones varen ser cultivats a diferents dies in vitro en
funcid de I'experiment i abans de lisar-los es varen rentar amb PBS 1X o
deprivar amb medi DMEM sense serum i estimulats amb [I'agonista
corresponent. Immediatament després, les neurones es varen lisar a 4°C en 50
o0 100 pl de tampd de lisis fred en funcié del nombre de cél-lules sembrades.
Amb una rasqueta s’obtingué una suspensid de neurones que va ser
transferida en eppendorfs i es va deixar lisant durant 30 minuts a 4°C, per
llavors ser centrifugada a la mateixa temperatura durant 10 minuts a 13.000
rom. El sobrenedant, que conté I'extracte proteic, va ser transferit en un nou
eppendorf i la mostra es va preservar a -20°C, mentre el pellet on es troben les

restes cel-lulars va ser descartat.

Solucions Composicio

Tampo de lisis | 1 mM EDTA, 1 mM EGTA 1 mM ortovanadat sodic, 50 mM fluorat sodic, 5
stock mM pirofosfat sodic, 10 mM beta glicerofosfat sodic, 0.27 M sucrosa.
Tampé de lisis | 1% de Trit6 X-100, 0.1% de 2-mercaptoetanol i 1% d’inhibidors de

suplementat | proteases (Sigma, #8340), tampo de lisis

Taula 8. Composicio dels tampons utilitzats pel procés d’obtencié del lisat proteic.
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4.2 Extractes proteics procedents de teixits

Els diferents teixits varen ser disgregats mecanicament amb I’'homogeneitzador
Polytron 10674 Kinematica GmbH o amb la Pellet pestle Motor (Z359971-1EA)
en 10-20 volums/pes de tampd de lisis suplementat a 4°C. Es deixa actuar la
solucio de lisis en la massa de teixit disgregat durant 30 minuts en gel, i es

centrifuga a 13.000 rpm durant 10 minuts a la mateixa temperatura.

Les concentracions de proteina dels diferents extractes proteics s’obtenien
extrapolant les absorbancies obtingudes pel metode colorimétric de Bradford
(Coomassie protein assay reagent, Pierce #23200), amb I'espectrofotometre
LKB Novaspec 2 Biochrom, a partir d’'una recta patré de concentracions

conegudes d’albumina sérica bovina (BSA).

5. Western Blotting
5.1 Electroforesi en gels SDS-PAGE

Quantitats equivalents de proteina dels diferents lisats cel-lulars es varen diluir
en tampd de carrega 4X (concentracio final:1X) i se’ls va fer un xoc térmic a
95°C durant 5 minuts. Les mostres es varen carregar en gels de polyacrylamide
gel electrophoresis (PAGE) préviament preparats, juntament amb el marcador
proteic de pes molecular (10-250 KDa) de Bio-Rad (#161-0373). La
concentracio d’acrilamida del gel es va triar en funcié del pes molecular de la
proteina que voliem resoldre. Els extractes proteics es separaren per
electroforesis a través de I'’entramat d’acrilamida, tot mantenint un voltatge fix
de 160 V durant 60-100 minuts.

Solucions Composicio
Tampé d’electroforesi 1X 25 mM Tris, 192 mM Gilicina, 0.1% SDS, aigua destil-lada
125 mM Tris-HCI [pH6.8], 40% dglicerol, 8% SDS, 0.01%

Tampo de carrega 4X (Stock)
Bromophenol blue, aigua destil-lada

Tampo de carrega mostres Tampo de carrega 4X, 10% B-mercaptoetanol

10% APS 1 g APS en 10 ml aigua destil-lada
20% SDS 20 g SDS en 100 ml aigua destil-lada

Taula 9. Tampons i reactius d’electroforesi. Descripcié de la composicié de les diverses

solucions usades en el procés d’electroforesi, preparacié de mostres i gels.
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GEL
GEL SEPARADOR APILADOR
Solucions 5% 6% 7.5% 10% | 12.5% @ 15% 5% 3.6%

11.6 ml 10.5ml | 10ml | 83 ml | 7ml 5ml | 3.8ml | 4ml
Aigua destil-lada

30% Acryl.0.8 bis 3.4 ml 4 ml 5ml | 6,7ml | 8ml 10 ml | 850 pl | 600 pl
0,5M Tris [pH 6,8] 325l | 325l
1,5M Tris [pH 8,8] 5ml 5ml 5ml 5ml 5ml 5mi
20% SDS 250 pl 250 pl | 250 pl | 250 ul | 250 pl | 250wl | 25l | 25yl
10% APS 150 150 pl | 150 pl | 150 pl | 150 pl | 150 pl | 50 pl | 50 pl
TEMED 30 ul 30 ul 30 ul 30 i 30 i 30 pl 5l 5l

Taula 10. Gels SDS-PAGE. Taula on es mostren els reactius i els volums necessaris per
elaborar els gels separadors i apiladors amb el seu corresponent percentatge d’acrilamida en
funcié de la proteina a resoldre. sodium dodecyl sulphate (SDS); N, N, N N'-

tetramethylethylenediamine (TEMED); ammonium persulfate (APS).

5.2 Transferéncia i deteccio proteica en membranes de nitrocel-lulosa

Els gels que requerien la deteccié de les mateixes proteines eren tallats seguint
el marcador de pes molecular i transferits, en les mateixes condicions i seguint
el muntatge descrit en la Fig.53, en membranes de nitrocel-lulosa que eren
activades préviament amb el tampo6 de transferéncia. Els extractes proteics
varen ser transferits a les corresponents membranes en tampé de transferéncia
i en unes condicions fixades de 100 V durant 90 minuts i a 4°C. L'excés de
buffer de transferéncia va ser eliminat de les membranes amb aigua destil-lada,
es va procedir a verificar la preséncia de proteina amb la tincié reversible de
Ponceau S (Sigma P7170) i després d’eliminar el colorant amb rentats en aigua
destil-lada es varen bloquejar les membranes durant 40 minuts en una solucio
de llet al 10% en TBS-Tween a fi d’evitar les interaccions inespecifiques dels
anticossos. Després del bloqueig, les membranes es rentaren amb solucié
TBS-Tween i s’incubaren durant tota la nit a 4°C amb els anticossos

corresponents i les dilucions establertes en la Taula 12.
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Pol positiu
Esponja
2 papers Whatman
Membrana Nitro

Gel PAGE

2 papers Whatman
Esponja
—v Pol negatiu

Figura 53. Transferéncia proteica. Esquema representatiu de muntatge dels gels i les

membranes de nitrocel-lulosa previ al procés de transferéncia proteica amb el Miniprotean Kit
de Bio-Rad.

L’excés d’anticos primari va ser eliminat de les membranes fent 3 rentats de 5
minuts en soluci6 de TBS-Tween, que a continuacié s’incubaren amb el
corresponent anticos secundari conjugat a la peroxidasa de rave i a la dilucié
establerta en llet al 5% en TBS-Tween durant 45 minuts a temperatura ambient.
Aleshores I'excés d’anticds secundari va ser eliminat mitjangant 3 rentats de 10
minuts amb una solucié de TBS-Tween i es va aplicar sobre les membranes la
solucié enhanced chemiluminiscence reagents (ECL) durant 1 minut. Aquesta
solucid permetia la reaccid quimioluminiscent, basada en peroxidasa que conté
I’'anticos secundari, i la consequent deteccio de les corresponents proteines en
films de radiografia (Super RX Fujifilm) revelats automaticament amb el

GeneGnome HR detection system (Syngene, Cambridge, United Kingdom).

Solucions Composicio

) ) 25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol, aigua
Tampé de transferéncia 1X

destil-lada
TBS-Tween (Rentats) TBS 1X, 0.2% Tween 20, aigua destil-lada
Bloqueig 10% llet en pols desnatada, solucié TBS-Tween
ECL1: Tris HCL 0.1M [pH:8.5], 2.5 M luminol, 396 mM
ECL acid coumaric, aigua destil-lada
(Mix ECL1 i ECL2) ECL2: Tris HCL 0.1M [pH:8.5], H,O, 2,82 M, aigua
destil-lada

Taula 11. Tampons i reactius de la transferéncia. Descripcid de la composicié de les

diverses solucions usades en el procés de transferencia i deteccio proteica.
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6. Purificacié per afinitat de PDK1

La purificacio per afinitat de PDK1 aprofita I'especificitat d’'un péptid biotinilat
(Biotin-C6 spacer-REPRILSEEEQEMFRDFAYIADWC) que emula el docking
site dels substrats de PDK1 i per tant interacciona amb la quinasa en questié.
El peptid biotinilat es va conjugar a una resina d’estreptavidina-sefarosa (GE
Healthcare), que va ser rentada préviament a 4°C en agitacié durant 30 minuts
amb un tampé de lisis suplementat amb 150 mM NaCl, a fi d’eliminar elements
que poguessin causar una inespecificitat en la detecci6 proteica. Els
corresponents lisats, amb un contingut de 300 pg de proteina, van ser incubats
amb 10 pl de la resina conjugada, que contenia 0.5 pg de péptid biotinilat,
durant 1 hora en agitacié i a 4°C. Les suspensions proteiques van ser
centrifugades a 13.000 rpm en les mateixes condicions de temperatura i es va
descartar el sobrenedant que contenia tot allo que no havia unit especificament
al péptid. El pellet obtingut va passar per tres rondes de rentats amb el tampo
descrit anteriorment per eliminar possibles interaccions inespecifiques, i les
mostres es van preparar amb el tamp6 de carrega i detectar amb I'anticos anti-
PDK1 per Western Blot.

7. Anticossos

Els anticossos descrits a continuacio varen ser cedits pel Dr. Dario Alessi de la
Universitat de Dundee. Tots els anticossos varen ser obtinguts d’ovelles i
purificats per afinitat al corresponent antigen. L’anticos contra la proteina total
de PKBa reconeix la sequéncia RPHFPQFSYSASGTA, corresponent a la regio
entre els residus 466 i 480 de la proteina PKB de rata; I'anticos contra la
proteina total de TSC2 reconeix la regioé entre els residus 1719 to 1814 de la
proteina TSC2 de ratoli; 'anticos contra la proteina total de PRAS40 reconeix la
sequéencia DLPRPRLNTSDFQKLKRKY, corresponent a la regié entre els
residus 238 i 256 de la proteina PRAS40 d’origen huma i els anticossos contra
les proteines totals de FoXO i NDRG1 reconeixen les proteines recombinants
d’aquestes dues quinases expressades en Escherichia coli. L’anticos contra la
proteina total LKB1a reconeix la sequéncia GELMSVGMDTFIHRID,

corresponent a la regié entre els residus 15 i 30 de la proteina LKB1 de ratoli
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(Sapkota et al., 2001); mentre que els anticossos policlonals contra BRSK1 i
BRSK2 varen ser purificats per afinitat al péptid
SPRRGPPKDKKLLATNGTPLP, corresponent a l'extrem C-terminal de la
quinasa BRSK1 human que inclou els residus del 774 al 794; i al péptid
LSWGAGLKGQKVATSYESSL, corresponent a la regiéo que avarca els residus
del 655 al 674 de la proteina BRSK2 humana (Rodriguez-Asiain et al., 2011).
La resta d’anticossos es descriuen en la Taula 12 i van ser detectats amb els

corresponents anticossos secundaris descrits en la Taula 13.

Anticossos primaris Referéncia Espécie Dilucié/Diluent
TrKB (Y706/Y707-P) CST (#4621) conill 1:1000/ 0.5% BSA
TrKB (Total) CST (#4603) conill 1:1000/ 5% BSA
PDK1 (Total) CST (#3062) conill 1:1000/ 5% BSA
PKB (T308-P) CST (#9275) conill 1:1000/ 0.5% BSA
PKB (S473-P) CST (#9271) conill 1:1000/ 0.5% BSA
PRAS40 (T246-P) CST (#2997) conill 1:1000/ 0.5% BSA
TSC2 (T1462-P) CST (#3611) conill 1:1000/ 0.5% BSA
GSK3 a/B (S9/S21-P) CST (#9331) conill 1:1000/ 0.5% BSA
GSK3 a/g (Total) Santa Cruz (sc-7291) ratoli 1:1000/ 5% BSA
FoxO1/FoxO3a (T24/T32-P) CST (#9464) conill 1:1000/ 0.5% BSA
FoxO1 (Total) CST (#2880) conill 1:1000/ 5% BSA
S6K (S389-P) CST (#9205) conill 1:1000/ 0.5% BSA
pan-PKCy (T514-P) o S6K (T229-P) CST (#9379) conill 1:1000/ 0.5% BSA
S6K (Total) CST (#9202) conill 1:1000/ 5% BSA
S6 (S235-P) CST (#2211) conill 1:1000/ 0.5% BSA
S6 (Total) CST (#2217) conill 1:1000/ 5% BSA
ERK 1/2 (Y202/Y204-P) CST (#9101) conill 1:1000/ 0.5% BSA
ERK 1/2 (Total) CST (#9102) conill 1:1000/ 5% BSA
RSK (T573-P) CST (#9346) conill 1:1000/ 0.5% BSA
RSK (S380-P) CST (#9335) conill 1:1000/ 0.5% BSA
RSK (S227-P) Santa Cruz (sc-12445) |  conill 1:1000/ 0.5% BSA
RSK (Total) CST (#9355) conill 1:1000/ 5% BSA
NDRG1 (T346-P) CST (#5482) conill 1:1000/ 0.5% BSA
mTORC1 (S2448-P) CST (#5536) conill 1:1000/ 0.5% BSA
mTORC1 (S2481-P) CST (#2974) conill 1:1000/ 0.5% BSA
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FRAP (N-19)/ mTOR (Total)
ULK (S757-P)

ULK1 (R600) (Total)
LKB1 (S431-P)
Synaptophysin (Total)
Anti-GAD67
Anti-MAP2
Anti-Tau
pan-axonal neurofilament marker
Anti-NeuN
CDP M-222 (CUX1)
Anti-Parvoalbumin (Total)
PSD95 (Total)

Santa Cruz (sc-1549)
CST (#6888)
CST (#4773)

Santa Cruz (sc-28465)

Sigma (S-5768)

Millipore (MAB5406)

Sigma (M3696)

Millipore (MAB3420)

Covance (SMI-312R)

Chemicon (MAB377)

Santa Cruz (sc-13024)

Millipore (MAB1572)

Abcam (2723)

cabra
conill
conill
conill
ratoli
ratoli
conill
ratoli
ratoli
ratoli
conill
ratoli

ratoli

1:1000/ 5% llet
1:1000/ 0.5% BSA
1:1000/ 5% BSA
1:1000/ 0.5% BSA
1:100/ 0.5% BSA
1:750/ dtu
1:300/ dtu
1:400/ dtu
1:1000/ dtu
1:1000/ dtu
1:100/ dtu
1:500/ dtu
1:500/ dtu

Taula 12. Llistat dels anticossos primaris. Descripcio detallada dels diferents anticossos

primaris utilitzats en els diferents experiments. Cell signaling technology (CST), monoclonal

antibody (MAB), Santa Cruz (sc) i depenent de la técnica utilitzada (dtu).

Anticossos secundaris
Anti-Rabbit HRP-conjugated
Anti-Mouse HRP-conjugated
Anti-Sheep HRP-conjugated

Anti-Goat HRP-conjugated
Anti-Rabbit Alexa Fluor 594

Anti-Mouse Alexa Fluor 488

Referéncia
Thermo (#31460)
Thermo ( #31430)
Thermo (#31480)

Pierce (31133)
Invitrogen (#A11072)

Invitrogen (#A11017)

Espécie

cabra
cabra
conill
conill

cabra

cabra

Dilucié/Diluent
1:2500/ 5% llet
1:2500/ 5% llet
1:2500/ 5% llet
1:5000/5% llet
1:400/ dtu

1:400/ dtu

Taula 13. Llistat dels anticossos secundaris. Descripcio detallada dels diferents anticossos

secundaris utilitzats en els diferents experiments. Horse raddish peroxidase (HRP) i depenent

de la técnica utilitzada (dtu).

8. Analisi morfologic

8.1. Imnmunocitoquimica

Les neurones hipocampals varen ser cultivades durant els diferents DIV

indicats, fixades en 4% de PFA durant 25 minuts, rentades dues vegades amb

PBS 11X i

d'immunocitoquimica.
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Les membranes cel-lulars es varen permeabilitzar amb la solucié 1 durant 7
minuts, I'excés de detergent va ser eliminat amb la solucié de rentat i es va
aplicar durant 15 minuts la solucié 2, que conté glicina, per evitar que els grups
aldehids residuals de la solucié de fixaci6 augmentessin el soroll de fons i
interferissin en la deteccio de la proteina d’interés. Llavors, les neurones varen
ser incubades durant 1 hora amb la solucié de bloqueig i posteriorment, amb
els anticossos diluits en la solucié 4 a la corresponent concentracié durant tota
la nit a 4°C.

L’endema, es va eliminar I'excés d’anticos primari dels cobreobjectes i
s’incubaren amb I'anticds secundari diluit en la solucié 4 durant 90 minuts en
abseéncia de llum. Després d’eliminar I'excés d’anticds secundari amb la solucid
de rentat, els respectius cobreobjectes s’incubaren amb una solucié de Hoechst
1 pg/ml durant 10 minuts, es va eliminar I'excés de colorant nuclear amb PBS
1X i es va procedir al muntatge del cobreobjectes en els portaobjectes amb el
medi FluorSave Reagent (Calbiochem #345789).

Solucions Composiciod
1 0.02% saponina, PBS 1X
2 0.01% saponina, 10 mM glicina, PBS 1X
Solucié de bloqueig 0.01% saponina, 10 mM glicina, 5% BSA, PBS 1X
4 0.01% saponina, 1% NGS, PBS 1X
Solucié de rentat PBS 10X (SIGMA D1418), aigua destil-lada

Taula 14. Solucions protocol immunocitoquimica. Descripcié de la composicid de les

diverses solucions usades en el protocol d'immunocitoquimica.

8.1.1 Avaluacio de la diferenciacié neuronal

Les diferents cél-lules hipocampals fixades a diferents days in vitro (DIV) varen
ser immunotenyides amb el marcador dendritic MAP2, el marcador axonal

Tau1 i el colorant nuclear Hoechst.

Les imatges a 20 augments procedents del canal verd, vermell i blau, varen ser
capturades simultaniament amb el microscopi d’epifluorescéncia Nikon Eclipse
90i connectat a una camera DXM 1200 F. El nombre i la llargada dels axons,

dendrites i les seves ramificacions d’una mitja de 100 neurones escollides
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aleatoriament per cada genotip i procedents de 3 cultius de neurones
hipocampals independents, varen ser mesurats amb el p/lugin NeurondJ; mentre
que el comptatge de les neurones es va realitzar amb el plugin Cell Counter del

programa Imaged 1.42q (Wayne Rasband, National Institutes of Health).

8.2. Perfusié i inclusio dels cervells en parafina

Els ratolins varen ser anestesiats intraperitonealment amb una dosis letal de
pentobarbital sodic proporcional al seu pes (0.4 mg/g pes). Posteriorment, se’ls
va injectar intracardiacament 70 pl d’una solucid6 d’heparina a fi d’evitar la
coagulacié de la sang, i aixi facilitar la perfusio dels animals primer amb una
solucio salina i després amb una solucié de paraformaldehid (PFA) al 4% per

fixar les estructures internes.

Llavors es va procedir a extreure els cervells, fixar-los externament amb la
mateixa solucio de perfusié de PFA durant 2 hores, eliminar-los I'excés de PFA
amb paper secant i preservar-los a 4°C en una solucio d’etanol al 70% fins que

els diferents cervells varen ser inclosos en el mateix bloc de parafina.

Sis enceéfals de ratolins adults es varen incloure en el mateix bloc de parafina
seguint el protocol estandard amb l'inclusor Leica TP1020 i es varen obtenir

seccions coronals de 5 um de gruix amb el microtom Leica RM2255.

Solucions Composicio

Salina 0.9% NaCl (9 gr NaCl en 1L d’aigua destil-lada)
Heparina Heparina 1000 unitats/ml (diluci6 1/5 de I'stock 1:5000 en 0.9% NaCl)
Pentobarbital | 0.4 mg/g (33.33 pl stock [12 mg/ml] * pes (grams) ratoli en 0.9% NaCl)

Taula 15. Solucions protocol de perfusio. Descripcié de la composicié de les diverses

solucions usades en el procés de perfusio.
8.3. Tincié hematoxil-lina-eosina (H-E)

Les mostres varen ser desparafinades seguint el procediment de la Fig.56, i
tenyides amb el colorant nuclear basic hematoxilina i amb el colorant
citoplasmatic acid eosina seguint el procés descrit en la Fig.54. Aquest protocol

es repeteix fins aconseguir el contrast adequat entre els dos colorants i per aixo
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s’utilitza I'alcohol acid per eliminar I'excés d’eosina, que és el colorant més

saturant.

L.LLL.L.L

1min30s 2 min 5 min 1 min 2 min
Hematoxil-lina Rentat Alcohol Rentat Eosina Y Rentat
Aigua acid Aigua Aigua

Figura 54. Esquema on es descriuen els diferents passos de la tincié H-E.

Un cop les mostres es varen tenyir amb la tincié H-E, es deshidrataren seguint
el procediment descrit a la Fig.55, muntaren amb el medi hidrofobic Di-n-butyl
phthalate (DPX), es varen segellar amb un cobreobjectes i guardar a

temperatura ambient.

L.L.L.LVL.L.L.L.

5 min 3 min 3 min 3 min I 3 min 3 min 5 min 5 min |
Aigua Etara] Etanol Etanol Etanol absolut Xilol Bex mou.nting
50% 70% 96% media

Figura 55. Procés de deshidratacié i muntatge de la mostres tenyides amb H-E.

8.4. Inmunohistoquimica

Les diferents seccions incloses en parafina es varen escalfar durant 2 hores a
60°C per eliminar I'excés de parafina i varen ser rehidratades al passar-les per
un banc de solucions de diferents graus d’hidrofobicitat (xilol, 100% etanol, 96%
etanol, 70% etanol, 50% etanol i aigua destil-lada) descrit en la Fig.56. Per
exposar els epitops proteics que poguessin restar emmascarats com a
consequéncia de la solucio de fixacio, les mostres varen ser incubades durant 8
minuts en una solucié de citrat en ebullicid, es deixaren refredar durant 30
minuts en gel, i la solucié de citrat va ser eliminada amb tres rentats d’'un tampo
de Tris-buffered saline (TBS 1X). Llavors, per evitar la interaccié entre
proteines i facilitar la seva deteccid, es varen bloquejar les mostres amb la

solucié 1 durant 30 minuts i es deixaren tota la nit a 4°C amb el corresponent
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anticos diluit amb la mateixa solucio. L'’endema les seccions varen ser rentades
amb el tampdé TBS 1X, incubades durant 1 hora i 30 minuts amb el
corresponent anticos secundari Alexa fluor 488 o 594 (el numero indica la
longitud d’ona d’emissié del fluorocrom conjugat a I'anticos) diluit amb la
mateixa solucio, i tenyides amb el colorant nuclear Hoechst abans de ser

muntades amb el medi hidrofilic Fluorsave Reagent (Calbiochem #345789)..

-/_;'. ../"’ i/_', ‘/1 ‘/«, -/', & ‘/m ‘/',
LI - \ Wi~ o LI 7 ‘ )iy o { v ‘ iy ‘ bk o ‘ T

5 min 5 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
| | | | Etanol Etanol Etanol Aigua
0, 0, 0,
Xilol Etanol absolut 20k 0% =%

Figura 56. Procés d’hidratacié de les mostres incloses en parafina.

Les imatges de fluorescéncia procedents de les diferents seccions varen ser
captades amb el microscopi d’epifluorescéncia 90i Nikon Eclipse i processades
amb els softwares Imaged 1.42q (Wayne Rasband, National Institutes of

Health) i Fiji (http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Main_Page).

Solucions Composicié
TBS 10X 250 mM Tris [pH7.5], 1.5 M NaCl, aigua destil-lada
TBS 1X 25 mM Tris [pH7.5], 150 mM NaCl, aigua destil-lada

Solucio 1 TBS 1X, 0.02% Tritd X-100, 5% NGS
Hoechst TBS 1X, 0.02%Trit6-X100, 1ug/ml Hoechst

Taula 16. Solucions protocol immunohistoquimica. Descripcié de la composiciéo de les

diverses solucions usades en el protocol d'immunohistoquimica.

8.4.1 Quantificacié de la immunohistoquimica

3 imatges independents de cada genotip immunotenyides amb CUX1 o GAD67
varen ser analitzades amb les eines corresponents del programa Fiji

(http://pacific.mpi-cbg.de/wiki/index.php/Main_Page).

El nombre de neurones glutamatergiques es va mesurar, sobre la imatge

binaria procedent de les corresponents mostres marcades amb CUX1, amb
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I’Analyse particle tool sota uns criteris de diametre nuclear i circularitat
predeterminats. La proporcié i I'area representada per les neurones marcades
amb CUX1 que es troben delimitades en la region of interest (ROI)
corresponent a la quarta capa del cortex somatosensorial respecte la ROI
representativa de les capes superiors del cortex va ser analitzada i
representada com al percentatge de neurones presents a la quarta capa del
cortex. D’altra banda, per determinar la densitat cel-lular, varem avaluar el
nombre de neurones presents en la quarta capa del cortex respecte 'area que

representava la regié que ocupaven ((cell density (cel/um?)).

El soroll de fons de les imatges marcades amb GADG7 va ser eliminat
delimitant els nivells inferiors del threshold als valors obtinguts d’una regié de la
imatge inespecifica pel marcador utilitzat i que ens servis de referéncia pel
soroll de fons; mentre que els nivells superiors s’ajustaven a 255, responent al
maxim nivell de grisos. La intensitat de GAD67 va ser quantificada a partir de la

densitat integrada analitzada amb el plugin measure tool del programa Fiji.

9. Analisi de la conducta

Un protocol d’experiments estandarditzat anomenat SmithKline Beecham
Pharmaceuticals; Harwell, MRC Mouse Genome Centre and Mammalian
Genetics Unit; Imperial College School of Medicine at St Mary’s; Royal London
Hospital, St Bartholomew’s and the Royal London School of Medicine;
Phenotype Assessment (SHIRPA) va ser utilitzat per caracteritzar el fenotip
conductual dels corresponent genotips del nostre model muri (Rogers et al.,
1997). Una primera aproximacié a aquest protocol va ser I'observacié de la
conducta que desenvolupaven en la gabia on residien, tot valorant parametres
com la seva sociabilitat, el barbering i les conductes de dormir en grup. Les
tasques sensorimotores basades en la coordinacié motora i I'equilibri es varen
representar com la distancia recorreguda i la laténcia a caure d’una barra de
fusta horitzontal de 1.3 cm d’amplada i d'una tela metal-lica d 1 cm de
diametre, realitzades en dos assajos consecutius de 20 segons. La
premsabilitat i la coordinacié motora va ser mesurada en el wire hang test, com
la distancia recorreguda escalant la tela metal-lica en dos assajos de 5 segons i

un tercer de 60 segons. En aquest ultim, s’aprofitava per valorar la forca
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muscular basada en el temps que tardaven els ratolins en caure de la tela. Les
aptituds de nidificacié varen ser avaluades, segons l'escala de 5 punts de
Deacon, en els diferents ratolins per separat usant paper de bany (Deacon,
2006). El segon i el tercer bloc de procediments experimentals relatius al
métode SHIRPA examina els déficits neuropsiquiatrics analitzant la conducta
exploratoria espontania, I'ansietat, alteracions en els ritmes circadians i la
cognicio a través de diferents test que comprenen diversos nivells de
complexitat. La neofobia era avaluada en la prova del corner test registrant
I'activitat horitzontal (nombre de vegades que visitava les cantonades del
recinte) i vertical (nombre de vegades i laténcia de temps a aixecar-se o
altrament dit, fer rearings) del ratoli en una gabia nova i durant 30 segons.
L’activitat exploratoria i I'ansietat varen ser examinades en el test estandar de
'Open Field durant 10 minuts, on a cada minut es registrava I'activitat
locomotora horitzontal (cm recorreguts) i la vertical (nombre de rearings).
També el freezing o paralitzacié (laténcia de temps a iniciar-se el moviment), la
thigmotaxis (laténcia de temps dels ratolins a abandonar el quadrant central i
entrar en la zona periférica delimitada a 10 cm de les parets del recinte),
’empolainament o self-grooming (laténcia, nombre i duracié dels groomings) i
la frequéncia de defecacio aixi com d’urinacié varen ser mesurades. El marble-
burying test es va realitzar en caixes estandard que contenien 10 bales
(mesures de les bales: 1cm x 1cm x 1cm) separades entre elles per una linia
de serradures de 5 cm de gruix. En la prova es mesurava la laténcia de temps
dels ratolins a tenir contacte amb les bales al llarg dels 30 minuts que durava
'experiment, aixi com també I'avaluacié de l'estat d’enterrament de les bales
segons els seglent criteri: intactes (nombre de bales sense manipular),
canviades de posici6 (nombre de bales, com a minim, semienterrades o
rotades 90-180°) i enterrades (nombre de bales completament enterrades en
les serradures) (Torres-Lista and Giménez-Llort, 2013). Finalment, la memoria
a curt termini, a llarg termini i I'espacial varen ser examinades en la prova del
Water maze durant 3 dies. Al primer dia, els diferents ratolins varen ser
entrenats segons el criteri basat en qué el 90% dels animals aconseguissin
arribar a la plataforma senyalitzada (7cm de diametre, 1 cm exposada per

sobre de l'aigua i la seva posicié referenciada per una bandera esquingada de
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5 x 8 cm) ubicada en una piscina (Intex Recreation Corp. CA, USA; 91 cm de
diametre i 40 cm profunditat que contenia aigua atemperada a 25°C) i en
menys de 60 segons al llarg dels diferents assajos realitzats que es trobaven
espaiats per 20 minuts de temps. Els ratolins que no varen aconseguir arribar a
la plataforma abans del temps establert eren manualment guiats fins a la
plataforma i se’ls hi deixava durant 5-10 segons (el mateix temps que hi
residien els animals que hi havia arribat amb éxit). D’altra banda, cada assaig
es referenciava com a cue visible platform trial (CUE) on el CUE4 representa
I'dltim lloc de posthabituacié dels ratolins en els assajos amb la plataforma
visible, realitzats abans de comencar I'experiment. L'experiment es repetia 24 i
48 hores després perd canviant la ubicacio de la plataforma i submergint-la 1.5
cm sota l'aigua opaca (platform trials 1-4 (PT1-PT4)). El temps que tardaven a
trobar la plataforma va ser mesurat i el temps de flotacié varen ser mesurats
amb un crondmetre. L’activitat locomotora associada al ritme circadia del ratoli
va ser avaluada durant 84 hores consecutives, equipant la gabia on residien
amb una roda connectada a un sensor que mesurava l'actimetria en valors de

nombre de voltes completes realitzades (Garcia-Mesa et al., 2011).
10. Analisi estadistic

La relacio entre les diferents variables experimentals va ser valorada mitjangant
I’'analisi de la variancia aplicada a través del test de TANOVA d’'un o més factors
en funcid6 de lI'experiment. La comparacié entre els diferents grups es va
realitzar amb els Bonferroni post-tests i els valors que varem considerar com a
significatius responien a una P<0.01 (*) i P<0.001 (**). Tot I'analisi estadistic va
ésser realitzat amb el programa GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA).
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Resultats

1. Generacio del ratoli knockin condicional PDK1 L155E de
sistema nervios central

A fi de superar la letalitat embrionaria que comportava la inhabilitacié del PIF-
pocket de PDK1, es va utilitzar I'estrategia del minigene per dirigir I'expressio
de la proteina mutant de PDK1 al sistema nervids central. Aquesta estratégia
consisteix en el disseny d’'un constructe que compren la regi6 de I'exé 2 al 4 del
gen de PDK1 i que inclou la mutacié de la leucina 155 a acid glutamic en I'exd
4. A més a més, s’insereix entre els exons 2 i 3 un minigene que consisteix en
la pauta oberta de lectura de PDK1 des de I'exd 3 al 14 i que acaba amb una
sequeéncia forta de finalitzacio de la transcripcio. El fet que el minigene estigui
flanquejat per sequéncies LoxP de reconeixement de la Cre-Recombinasa
permet que en condicions basals el transgen s’expressi a partir dels dos
primers exons del locus endogen de PDK1 i del minigene, donant lloc a la
proteina salvatge, mentre que I'excisi6 del minigene mediada per la Cre-
Recombinasa resulta en l'expressié de la proteina mutant (Fig.57A). Per
simplicitat de nomenclatura anomenaré I'alel condicional com a PDK1" | I'alel
salvatge endogen com a PDK1". Com es veura, la seqliéncia finalitzadora de la
transcripcid no va resultar prou eficient com per impedir que s’expressés la
proteina mutant de PDK1 en abséncia de la Cre-Recombinasa, i com a
consequencia es varen generar unes series al-léliques de quantitats creixents
de proteina mutada. Aquest ratolins varen ser desenvolupats préviament pel
Dr. José Ramon Bayascas sota la supervisié del professor Dario Alessi de la

Universitat de Dundee (Bayascas et al. , 2006).

Els ratolins homozigots per I'al-lel condicional de PDK1 (PDK1") es varen
creuar amb ratolins que expressaven la Cre-Recombinasa sota el control de
I’enhancer del promotor neuronal del gen de la nestina, que dirigeix I'expressio
de l'al-lel condicional a partir de E10.5 en precursors tant de neurones com de

glia.

Els ratolins PDK17"Cre”, perd també els PDK1”Cre’, que expressen de forma
basal elevats nivells de proteina mutada als diferents teixits; sén viables, feértils i
presenten una reduccié del 20% en el pes respecte els ratolins control que

mantenen com a minim una copia de I'al-lel salvatge de PDK1 (Fig.80A). D’altra
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banda, els ratolins PDK1”Cre*, a diferéncia dels PDK1”Cre", presenten una

frequéncia Mendeliana reduida tant a E15.5 com en el naixement (Fig.57B).
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Figura 57. Generacio dels ratolins amb la mutacié de PDK1 L155E especifica de teixit.
(A) Diagrama on es mostra el gen de PDK1 des de I'ex6 2 al 7 i 'allel condicional de PDK1,
que conté la regié amb la pauta oberta de lectura corresponent als exons 3 al 14 (minigene)
responsable de I'expressio de la proteina salvatge de PDK1 en els teixits control (PDK1 WT);
seguida d’'una versié mutada de la regié corresponent als exons 3 i 4 de PDK1, que causa
I'expressié de la proteina mutant L155E de PDK1 a teixits que expressen la Cre-Recombinasa
(PDK1 L155E). (B) Estrategia de creuaments per generar els ratolins que expressen la proteina
PDK1 L155E mutant al cervell. El nombre (n) i la proporcié (%) de ratolins de cada genotip
resultants del creuament experimental es troben indicats tant a dia embrionari 15.5 (E15.5) com
en el naixement (P0). ** indica que la reduccio en la frequiencia esperada de les cries PDK1"
Cre™ és significativa (P<0.005 per X test). (C) La proteina PDK1 va se purificada per afinitat
amb la resina PIF-sefarosa a partir d'extractes proteics embrionaris de fetge (esquerra) i de

cervell (dreta) dels corresponents genotips. Els panells superiors representen lisats totals
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procedents dels diferents genotips i detectats amb I'anticos contra PDK1. Els panells centrals
representen la deteccié de la proteina PDK1 purificada amb la resina PIF-sefarosa a partir de
lisats procedents dels genotips indicats. Els panells inferiors corresponen a la deteccié de la

proteina ERK 1/2 com a control de carrega.

1.1 La mutacié L155E inhabilita el domini PIF-pocket de PDK1

Varem confirmar que I'al-lel condicional s’expressava adequadament i que la
mutaciéo PDK1 L155E no comprometia el correcte processament i plegament de
la proteina, tal i com ho demostren els nivells similars de proteina PDK1
detectats en els diferents genotips analitzats (Fig.57C). D’altra banda, la
substitucié de la leucina 155 per un acid glutamic havia de comportar la
inhabilitacié del domini PIF-pocket de PDK1 i per comprovar-ho varen utilitzar el
meétode del pull-down. Aquest métode consisteix en incubar extractes proteics
tant de teixits neuronals com teixits control amb un péptid biotinilat que emula el
motiu hidrofobic fosforilat dels substrats de PDK1 i que es pot purificar en una
resina d’estreptavidina sefarosa. La proteina salvatge de PDK1 interacciona
fortament amb el péptid biotinilat i es pot detectar per western blot, mentre la
proteina mutada és incapag¢ d’interaccionar amb al péptid, s’elueix en els
rentats i consequentment no es pot resoldre per western blot. A partir dels
extractes proteics de cervell embrionaris es va poder purificar PDK1 amb la
mateixa eficiéncia en mostres d’embrions PDK1*"Cre” i PDK1*"Cre*, en menor
grau en mostres d’embrions PDK17Cre, perd va ser impossible de purificar
PDK1 dels extractes de cervell procedents de ratolins PDK17Cre* (Fig.57C).
Aixi, el leaking del minigene que resulta en I'expressié de la proteina mutant de
PDK1 en abséncia de la Cre-Recombinasa, ens genera unes séries al-léliques
de quantitats creixents de proteina mutant de PDK1 en els diferents genotips
estudiats. Aquest nou escenari representa un model genetic quantitatiu per
estudiar I'impacte de la via dependent del PIF-pocket de PDK1. Com a control
varem poder purificar nivells comparables de proteina PDK1 en teixits on no
s’expressa la Cre-Recombinasa procedents d’embrions PDK17Cre™ i PDK1™"
Cre* (Fig.57C). Sorprenentment, no varem poder purificar ni detectar la proteina
PDK1 de fins a 6 arees cerebrals diferents en ratolins adults control PDK17Cre”
ni, com calia esperar, de ratolins mutants PDK1”Cre* (Fig.58A). D’altra banda,

PDK1 si que es podia purificar a nivells similars de teixits control, com ara el
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cor o la melsa, d’organismes PDK1”Cre” i PDK17Cre*, malgrat fos a nivells
inferiors als obtinguts de ratolins PDK1*"Cre” (Fig.58B).

OLFACTORI BULB PREF. CORTEX HIPOCAMP

+/- Cre- -/- Cre- -/-Cre+ +/-Cre- -/- Cre- -/-Cre+ +/-Cre- -/-Cre- -/- Cre+

[==emeeemcaee | (topn MR | |——= - ==m=| PDK1 (LYSATE)

J—— | [e=am | (== | PDK1 PIF PULLDOWN
o e — e T
CORTEX STRIATUM CEREBELLUM

+/-Cre- -/-Cre- -/-Cre+ +/-Cre- -/-Cre- -/- Cre+ +/- Cre- -/- Cre- -/- Cre+

[ —ee=| [=naalil (Sm=mB] ok (LysaTE)

| me= | = = | PDK1 PIF PULLDOWN
[ [ | [ss=———=—=ss==| ERK 1.2

B

SPLEEN HEART

+/- Cre- -/~ Cre- -/- Cre+ +/- Cre- -/- Cre- -/- Cre+

[ ] [ S @™ | PDK1 (LYSATE)
[Mme=- - - | [m@@®= ====| PDK1 PIF PULLDOWN
[——=——e—e—e| [sessememas =] ERK 1/2

Figura 58. Caracteritzacio de I’expressio de la proteina mutant de PDK1 en teixits adults.
(A) Purificacié de la proteina PDK1 per afinitat a la resina PIF-sefarosa a partir d’extractes
proteics de 6 regions cerebrals diferents procedents de ratolins adults d'un any d’edat. Els
panells superiors representen lisats totals dels genotips que s’indiquen detectats amb l'anticos
contra PDK1, els panells centrals representen la proteina PDK1 purificada amb la resina PIF-
sefarosa a partir de lisats procedents dels genotips indicats i detectada per Western blot, i els
panells inferiors corresponen a la deteccio de la proteina ERK 1/2 com a control de carrega. (B)
Purificacié de la proteina PDK1 per afinitat a la resina PIF-sefarosa a partir d’extractes proteics

de melsa i cor dels mateixos ratolins descrits a I'apartat (A).

La penetrancia de la mutacié en els ratolins PDK17Cre” comparable a la dels

"Cre* ens va portar a la hipotesi que aquest fet pogués

ratolins mutants PDK1
ser degut o bé a una inestabilitat genomica que tingués lloc a les neurones post
mitdtiques que provoqués l'escissio del cassette del minigene; o bé a una
preferéncia per part de la maquinaria neuronal de processament de ’'RNA per

excloure la regié corresponent al minigene del missatger madur, provocant aixi
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que un homozigot que no expressi la Cre-Recombinassa es comporti com un
mutant.

1.2 L’expressié de la proteina mutant de PDK1 en ratolins PDK17"Cre™ no
es deu a una inestabilitat genomica del transgen

Per respondre a la primera hipotesis associada a la inestabilitat gendmica de
les neurones postmitotiques, varem optar per amplificar per PCR la regio
compresa entre els exons 3 i 4 de l'al-lel de PDK1, que genera dos productes
de diferent mida segons s’amplifiqui del locus endogen o del minigene i que es

resolen diferencialment en un gel d’agarosa (Fig.59A).

A HIPOCAMP SPLEEN c
C- C+ +-Cre- --Cre- -/-Cret+ +/-Cre- --Cre- -/-Cret s
—_— — —i—a
TPTE Ei; B S 7*1 Ex3  Exd +
— e S — — ﬂ“ a  — ¥ - 5 Ex.3 Exd +
— e — — — . ('.-Pﬂ-—;__ |
e - = | MG — - +
m Ex.3 Ex.4 2
EMBRYO HEAD EMBRYO BODY . o
X. Ex.4 e
S ¥
+/-Cre- --Cre- --Cre+ +/-Cre- --Cre- --Cre+

|
+/-Cre-

=

[9]

&

o

)
-[-Cre-

+/-CRE+ | +/-CRE- | -/-CRE+ | -/- CRE-

496 pb | N | —] MG e +
0 —a—u 2
15 5 25 Ex.3  Exd Q

Figura 59. Analisi d’inestabilitat genomica al locus de PDK1. (A) Amplificacid de la regio
corresponent als exons 3 i 4 del gen de PDK1, que genera un fragment de 496 pb corresponent
a l'al-lel de PDK1 endogen i un menor de 230 pb corresponent al minigene de PDK1 que no
presenta introns. L’amplificacié es va realitzar a partir de mostres de DNA extretes de teixits
procedents de ratolins adults (panell superior) com d’embrions a E15 (panell inferior) i es va
resoldre en gels d’agarosa, on cada carril correspon a un embrié o ratoli independents. (B)
Taula representativa de la proporcié esperada d’ADN amplificat dels diferents genotips sobre
un total de 50 ng tedrics d’ADN. (C) Esquema representatiu de la regid6 amplificable
corresponent als exons 3 i 4 dels dos al‘lels del gen de PDK1 que s’espera detectar als
diferents genotips.
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La proporcio de cadascun dels fragments és dependent del tipus de genotip, ja
que el fragment de 496 pb correspon a I'amplificacio dels exons 3 i 4 que inclou
la regio intronica, i el fragment de 230 pb correspon a I'amplificacié dels
mateixos exons perd absents de regio intronica i que es troben inclosos en el
cassette del minigene (Fig.59C). Tenint en compte els dos al-lels de PDK1,
podrem resoldre la proporcié esperada de cada fragment de DNA amplificat en
funcid del genotip de cada ratoli. Per exemple, dels ratolins PDK1* Cre’
esperem obtenir una proporcié estimada major de la banda de 496 pb, resultant
de l'amplificacié dels 2 al-lels, respecte a la banda de 230 pb resultant de
I'amplificacié de I'unic al-lel que presenta el cassette del minigene. Si fem una
relacio tedrica a partir de 50 ng de DNA amplificat obtindriem, pel genotip
PDK1*Cre, 35 ng de DNA corresponent a I'amplificacié de la regié de 496 pb i
15 ng de I'amplificacié corresponent a la regié de 230 pb (Fig.59B).

Després de comparar les proporcions de DNA amplificat esperades de cada
genotip amb els resultats de I'amplificacié, podem concloure que no hi ha cap
indici que s’estigui donant una escissié del minigene a nivell gendmic per cap
altra causa que no sigui la preséncia de la Cre-Recombinasa. Per tant, podem
descartar la hipotesis genodmica i queda a l'aire la hipotesi del processament de
I'RNA.

1.3 Penetrancia bioquimica de la mutacié PDK1 L155E en la via de la PI3K
en ratolins adults

Per determinar I'impacte bioquimic de la mutaci6 PDK1 L155E en la via de la
PI3K varem analitzar, mitjangcant western blot i amb fosfoanticossos especifics,
'estat d’activacié de diferents quinases representatives de la via de PDK1
dependent del PIF-pocket; i com a control la fosforilaci6 de PKB i els seu
substrat PRAS40, que sén dependents del PH-domain de PDK1 (Fig. 60).
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Figura 60. Analisi de la via de la PI3K en ratolins adults PDK1"Cre". (A) Resolucio per
Western blot d’extractes proteics procedents del cortex (cortex) i la melsa (spleen) de ratolins
adults dels diferents genotips analitzats, on cada carril correspon a un ratoli independent. Al
panell superior es mostra la deteccio de les quinases dependents del PIF-pocket de PDK1, com
S6K i el seu substrat S6, RSK o SGK monitoritzada a través del seu substrat NDRG1; al panell
inferior es mostra també la via dependent del PH-domain de PDK1 mitjancant la detecci6 de
PKB i el seu substrat PRAS40. (B) Esquema representatiu de la dependéncia de les diferents

quinases als respectius dominis PIF-pocket i PH-domain de PDK1.

En lisats proteics procedents del cortex de ratolins PDK17Cre*, que és una
regio del sistema nervios central i que per tant expressa la Cre-Recombinasa,
varem poder apreciar I'abséncia de fosforilacio basal de S6K en la Treonina
229, aminoacid del T-loop de la quinasa i que és fosforilable per PDK1, del seu
substrat S6 en la serina 235, i de RSK a la serina 227 que correspon al lloc dins
del T-loop fosforilat per PDK1.D’altra banda, la mutaci6 no afectava la
fosforilacié de RSK en la Serina 380, ja que aquest lloc és dependent de ERK,
que de la mateixa manera, es troba normalment fosforilada en el ratoli mutant.
Sorprenentment NDRG1, substrat de la quinasa SGK i que per tant estaria sota
el control del PIF-pocket de PDK1, presenta una reduccid perd no una
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desaparicio de la seva fosforilacié tant en els extractes corticals procedents
dels ratolins PDK1”Cre” com en els PDK1'Cre*. Per contra, en teixits no
neuronals com la melsa, els substrats dependents del PIF-pocket de PDK1 sén
fosforilats i activats de forma comparable entre els diferents genotips; la qual
cosa indica de nou l'especificitat d’expressié tissular de la Cre-Recombinasa
(Fig.60A).

En canvi, PKB és activada amb normalitat, tal i com observem per la seva
fosforilacié i la del seu substrat PRAS40 en la serina 240; que resulta
comparable entre els diferents genotips, tant en els extractes proteics
procedents del cortex com en els procedents d’un teixit no neuronal com la

melsa.

1.4 Microcefalia i reduccié del volum neuronal en els ratolins PDK17Cre” i
PDK1"Cre*

Els ratolins PDK17Cre i PDK1”Cre* presenten microcefalia, amb una reduccié
del 20% en la mida del cervell respecte als ratolins control germans de camada
PDK1*"Cre” i PDK1*"Cre* (Fig.61B). Aquesta reduccio és probablement deguda
a una reduccio de les diferents regions cerebrals associada a una reducci6 del
nombre de cél-lules i del seu volum, tal i com es descriu en el cas de les

neurones corticals purificades d’embrions a E15.5 (Fig.61A).
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Figura 61. Microcefalia dels ratolins PDK1 "Cre i PDK1"Cre". (A) Grafiques on es determina
el volum i el nombre de cél-lules corticals obtingudes d’embrions E15.5 dels diferents genotips
que s’indiquen. Les dades es representen com a mitjanes + 'error estandard de les mitjanes pel
nombre indicat d’embrions (n) obtinguts a partir de 12 creuaments independents. (B) Imatges
representatives pels diferents genotips indicats de cervells procedents de ratolins adults (marge
esquerra) i les seves seccions caudals fotografiades a 2x i tenyides amb els colorants

hematoxilina-eosina (marge dret).

2. La mutacié en el PIF-pocket de PDK1 impedeix I’activacié de
S6K, RSK i SGK, pero no de PKB

A fi de definir la importancia del domini PIF-pocket de PDK1 a I'hora d’activar
els seus substrats, varem establir cultius primaris de neurones corticals
generats a partir dembrions d’edat E15.5. Les neurones procedents dels
ratolins germans de camada PDK1*"Cre,, PDK1*"Cre*, PDK1"Cre” i PDK1™"-
Cre* varen ser cultivades sis dies in vitro (DIV6), deprivades de sérum i
nutrients durant 4 hores i estimulades amb 50 ng/ml de BDNF durant els

diferents temps establerts.
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Figura 62. L’activacio de I’'S6K, d’SGK i de RSK, pero no de PKB, és inhibida en els
ratolins PDK17°Cre*. (A-B) Cultius primaris de neurones corticals dels genotips indicats es
varen cultivar durant 6 DIV, deprivar durant 4 hores de sérum i nutrients i estimular o no

(control) amb 50 ng/ml de BDNF durant els temps indicats. Els lisats es varen resoldre per
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Western Blot amb fosfoanticossos especifics a fi de monitoritzar I'activacio de PKB i de les
quinases dependents del PIF-pocket de PDK1, com la S6K, RSK i SGK.

Com a control de l'estimulacio i de l'iniciacio de la via de la PI3K, varem
comprovar que el BDNF indueix una rapida activacioé de TrkB, monitoritzada per
la fosforilacié sostinguda en el temps de les Tirosines 706 i 707 presents en el
lloc d’activacio del domini quinasa del receptor, d’'una forma equiparable en els

diferents genotips analitzats.

PKB presenta una clara resposta d’activacié a través de la fosforilacid dels
seus dos residus d’activacio, la Treonina 308 corresponent al T-loop de la
quinasa per part de PDK1 i la Serina 473 present en el motiu hidrofobic a través
d’'mTORC2. L’activacié de PKB i la fosforilacié dels seus substrats en la
Treonina 246 en el cas de PRAS40, en la Treonina 1462 de TSC2, en les
Serines 9 i 21 de les corresponents isoformes a i f de GSK3, i en la Treonina
32 de FoXQO3a, es satura als 5 minuts de I'estimulacié amb BDNF i es sosté
fins a les exposicions més llargues a la neurotrofina a nivells comparables en

els diferents genotips analitzats (Fig.62A).

La fosforilacido de S6K en la Treonina 229 del T-loop per PDK1 i la Serina 389
corresponent al seu motiu hidrofobic per mTORC1, es veuen drasticament
reduides en les neurones corticals procedents dels ratolins PDK17Cre’
respecte els PDK1""Cre o PDK1"Cre'; mentre que desapareixen
completament en les neurones PDK17/Cre’. El déficit d’activacio de la S6K
dependent del genotip es veu reflexat de forma proporcional en la fosforilacio
del seu substrat S6 en la Serina 235, la qual assoleix el seu maxim als 15
minuts i es sosté fins a periodes de 30 minuts en preséncia de BDNF en els
ratolins PDK1*"Cre” o PDK1*"Cre*, es redueix en les neurones PDK1"Cre’ i

desapareix totalment en les neurones PDK17"Cre* (Fig.62B).

L’estimulacio amb BDNF indueix una rapida activacio de la via de la MAPK, que
conclou amb la fosforilacié d’ERK 1/2 en la treonina 202 i |a tirosina 204 del seu
lloc d’activacié. La fosforilacié d’aquests aminoacids resulta invariable pels
diferents genotips assajats i es trasllada de forma equiparable a la fosforilacid
de la Treonina 573 en I'extrem C-terminal del seu substrat RSK. El plegament
del domini catalitic C-terminal permet I'autofosforilacié del motiu hidrofobic de la
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quinasa en la Serina 380, fet que genera un docking site que és reconegut pel
PIF-pocket de PDK1 i permet aixi la consequent fosforilacié de la serina 227 en
el T-loop del domini catalitic N-terminal de RSK en les neurones corticals
procedents dels ratolins control PDK1""Cre” o PDK1*"Cre*. D’altra banda, es
doéna una reduccié en la fosforilacio del T-loop de RSK a les neurones PDK1™
Cre’, fosforilacid que desapareix completament en els extractes proteics
procedents de neurones PDK17Cre*. D’aquesta forma, Iactivacié per
fosforilacié de les quinases RSK i la S6K decreix en funcido del genotip,
generant séries al-léliques d’inactivacié d’aquestes quinases associades a

increments d’expressio de la proteina mutant de PDK1 (Fig.62B).

A fi de monitoritzar la fosforilacié de la SGK, la qual es troba inclosa en el grup
de quinases dependents del PIF-pocket de PDK1, s’ha utilitzat com a referéncia
el seu substrat NDRG1. En absencia de BDNF, la fosforilacié del substrat
NDRG1 en la Treonina 346 per SGK1 es veu drasticament reduida tant en les
neurones corticals PDK17Cre” com en les PDK17Cre* quan es compara amb
els seus controls; mentre que I'estimulaciéo d’aquestes amb BDNF indueix un
augment de la fosforilaci6 d'NDRG1 equiparable en tots els quatre genotips
analitzats (Fig.62B).

3. L’activacio exclusiva de les quinases dependents del PIF-
pocket de PDK1 no és indispensable per les respostes de

supervivéncia neuronal

La via de la PI3K/PDK1/PKB es troba implicada en respostes de supervivéncia
alhora que impedeix l'activacié de processos d’apoptosi o d’autofagia. Partint
d’aquesta premissa, varem voler determinar quin impacte tindria la
desregulacio de I'activitat de les quinases dependents del PIF-pocket de PDK1

en les respostes neuronals que han estat historicament atribuides a PKB.

3.1 L’efecte neuroprotector del BDNF no es veu significativament alterat
en les neurones corticals PDK1”Cre*

S’avalua la viabilitat cel-lular de neurones purificades d’embrions a E15.5 i

cultivades en medi complert o deprivades de sérum i nutrients en preséncia o
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abséncia de BDNF, utilitzant les técniques d’assaig per MTT contrastada amb

I'analisi del Hoechst.
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Figura 63. La viabilitat neuronal no resulta afectada per la mutacié del PIF-pocket de
PDK1. (A) Neurones embrionaries corticals cultivades durant 5 DIV deprivades o0 no
(CONTROL) en absencia (TD) o preséncia (TD+BDNF) de 50 ng/ml de BDNF durant 24 hores.
La viabilitat cel-lular va ser determinada per I'assaig d’'MTT i expressada en valors de proporcié
(%) de ceél-lules viables respecte el control. El percentatge de ceél-lules apoptotiques es va
obtenir a partir del recompte de les neurones que exhibien fragmentacié o condensacié nuclear
respecte el totals de neurones presents en aquell camp. EI nombre total de neurones resulta
del comptatge de 6 camps per pou de 4 pous per cada condicié. La dada es representa com a
la mitjana % I'error estandard de la mitjana de 3 embrions independents per genotip procedents
de 6 creuaments diferents. (B) Imatges representatives de les neurones corticals corresponents
als experiments descrits en (A) i que han estat tenyides amb el colorant nuclear Hoechst. Les
fletxes indiquen les neurones apoptotiques identificables per la seva morfologia nuclear

fragmentada i/o condensada.

La deprivacio trofica de les neurones corticals comporta una reduccio del 50%
en la seva viabilitat, reflexada en una disminucié dels valors d'MTT i en un
increment del nombre de cél-lules apoptotiques. D’altra banda, la preséencia de
BDNF provoca una reduccio de fins un 60% en I'apoptosi neuronal induida per

la deprivacio trofica i un rescat al voltant del 50% de la viabilitat cel-lular en les
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neurones control PDK1*"Cre” i PDK1*"Cre*. Sorprenentment, la inhabilitacié del
PIF-pocket de PDK1 en neurones d’embrions PDK1”Cre” i PDK17Cre* no
comprometia significativament els efectes neuroprotectors del BDNF en les
situacions d’estrés per manca de serum i nutrients respecte les neurones

corticals que no presentaven la mutacio (Fig.63).

Les neurones corticals procedents dels ratolins que presentaven la mutacié en
el PH-domain de PDK1, que resulta en una reduccié en |'activitat de PKB,
tampoc no presentaven alteracions en les respostes de viabilitat cel-lular
(Zurashvili et al., 2013). Tenint en compte que PDK1 és requerida per la
supervivéncia de neurones corticals intercedida pel BDNF (Kharebava et al.,
2008), pero que ni la inhabilitacié de les quinases dependents del PIF-pocket
de PDK1 ni la de les dependents del PH-domain contribuia a una alteracio
significativa de la supervivencia neuronal varem voler esbrinar quina o quines

quinases efectores de PDK1 estaven implicades en aquesta resposta cel-lular.

3.2 La viabilitat neuronal depén de la via de la PI3K a través de PDK1 i
d’mTORC2

A fi de resoldre la questié plantejada varem disseccionar la via de la PI3K des
de la part més apical a la més basal amb diferents inhibidors (veure métodes)
de I'extens entramat de quinases que la conformen, per comprovar fins a quin

punt la seva inhibici6 comprometia els efectes neuroprotectors del BDNF.

Les diferents dosis dels inhibidors les varem establir a partir de la literatura i
contrastant bioquimicament que fossin especifiques pel substrat diana, ja que
la majoria d’ells exerceixen una inhibicié competitiva pel lloc d’unié de I'ATP, i
també perqué només s’havien caracteritzat en linies cel-lulars. Un clar exemple
son els inhibidors de PDK1 i de la SGK, que a dosis de 10 uyM eliminen
totalment I'efecte neuroprotector del BDNF probablement com a consequiéncia
d’'una inhibicié inespecifica de diferents quinases i comprometen totalment la
viabilitat de les neurones corticals, la qual cosa es reflexa en una reduccio dels
valors d’'MTT per sota dels obtinguts amb les neurones només deprivades de
sérum i nutrients. També varem definir pels assajos bioquimics el temps de 15

minuts d’exposicioé a la neurotrofina en preséncia dels inhibidors, ja que era el
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punt de maxima fosforilacié de la majoria de les quinases de la via de la PI3K i

a partir d’'on es saturava la senyal (Fig.64).
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Figura 64. Conseqiiéncies de la inhibicié farmacologica de PDK1 en neurones corticals.

(A) Cultius primaris de neurones corticals procedents de ratolins salvatges varen ser deprivats o

no (CONTROL) de sérum i nutrients a DIV6 durant 4 hores, tractats amb dosis creixents de
I'inhibidor de PDK1 (0, 0.1, 1, 2, 10 yM) durant 30 minuts, i estimulats amb 50 ng/ml de BDNF

durant 15 minuts. Els extractes proteics obtinguts varen ser resolts per Western Blot i es va

monitoritzar I'estat d’activacié de les diferents quinases detectant els seus residus d’activacié

amb els corresponents fosfoanticossos especifics. (B) Cultius de neurones corticals cultivades

durant 5 DIV que posteriorment son deprivades o no (CONTROL) en abséncia (TD) o presencia
(BDNF 50) de 50 ng/ml de BDNF i cotractades amb les dosis de I'inhibidor de PDK1 indicades

durant 24 hores. La viabilitat cel-lular va ser determinada per I'assaig d'MTT i expressada en

valors de proporcié (%) de cél-lules viables respecte el CONTROL.
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Figura 65. Disseccié bioquimica de la via de la PI3K a través de la inhibicié de les
quinases que la conformen. Cultius primaris de neurones corticals procedents de ratolins
salvatges que varen ser deprivats 0 no (CONTROL) de sérum i nutrients a DIV6 durant 4
hores,tractats o no amb les corresponents dosis dels diferents inhibidors durant 30 minuts, i
estimulats amb 50 ng/ml de BDNF durant els temps indicats. Els extractes proteics varen ser
resolts per Western Blot i es va monitoritzar I'activacié de les diferents quinases detectant els

seus residus d’activaciéo amb els corresponents fosfoanticossos especifics.

La inhibicié a les dosis establertes per la PI3K i PDK1 comporta una reducci6
en la fosforilacio de la Treonina 308 dins del T-loop de PKB, quinasa implicada
classicament en supervivéncia. L’activitat romanent no es suficient per mantenir
la fosforilacié dels dos grans substrats de PKB repressors d'mTORC1, TSC2 en
la Treonina 1462 i PRAS40 en la Treonina 246, resultant en nivells de
fosforilacid equiparables als obtinguts en preséncia de I'inhibidor de PKB. La
inhibicié de la PI3K, de PDK1 i de PKB acaba inhabilitant I'eix PKB/mTORC1
observable amb la caiguda de la fosforilacié de la Serina 229 i la Treonina 389
de la S6K i consequentment la de la Serina 235 al seu substrat S6, de forma
equivalent a la inhibici6 dmTORC1. D’altra banda, trobem que la inhibicio
d’'mTORC2 implica una reduccio en la fosforilacié de la Serina 473 present en
el motiu hidrofobic de PKB que resulta inalterada en preséncia de l'inhibidor de

PDK1. Aixd permet una disminucio de la fosforilacio de PRAS40 i TSC2 menor
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a la obtinguda amb l'inhibidor de la PI3K, amb el de PDK1 o amb el de PKB

com a consequéncia de preservar la fosforilacio del T-loop de PKB (Fig.65).

El lligam entre la via de les MAPK i la PI3K és RSK. La seva inhibicio comporta
una reduccio de la fosforilacié dels llocs d’activacié de la S6K i per tant una
perdua clara de fosforilacié en el seu substrat S6, que és compartit amb la S6K.
La inhibici6 d’ambdues quinases comporta una reduccio en la fosforilacié de
TSC2, preservant I'activacié de la resta de substrats analitzats que pertanyen a
la via de la PI3K (Fig.65).

La inhibicié de la SGK comporta unicament una lleu reduccio de la fosforilacié
del seu substrat NDRG1, que es redueix proporcionalment i de forma
correlacionada a la preséncia dels inhibidors de la PI3K, de PDK1, de PKB i
d’'mTORC2. Aquesta ultima quinasa s’encarrega de la fosforilacié tant del motiu
hidrofobic de PKB com del de la SGK, on ambdues comparteixen el lloc de

fosforilacié per NDRG1 de forma diferencial a la preséncia del BDNF (Fig.65).
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Figura 66. Implicacio de les quinases de la via de la PI3K en la supervivéncia neuronal.
Cultius de neurones corticals cultivades durant 5 DIV que posteriorment sén deprivades o no
(CONTROL) en abséncia (TD) o presencia (BDNF) de 50 ng/ml de BDNF i cotractades amb les
corresponents dosis dels diferents inhibidors durant 24 hores. La viabilitat cel-lular va ser
determinada per I'assaig d’'MTT i expressada en valors de proporcio (%) de cél-lules viables
respecte el CONTROL.
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A fi de veure com es traslladaven les diferents afectacions bioquimiques a les
respostes neuronals de supervivencia, varem establir cultius primaris de
neurones corticals a E15.5 en medi complert i deprivats a DIV5 de sérum i
nutrients en abséncia o preséncia de BDNF i dels corresponents inhibidors.
D’entre tots ells varem poder observar que la inhibicié de les quinases apicals
de la via com PDK1, mTORC2, PKB i inclosa la PI3K evitava, d’'una forma
gairebé total respecte altres inhibidors, el rescat de la viabilitat neuronal
intercedida per la neurotrofina BDNF. A més a més, la combinacié de I'inhibidor
de PKB amb el de la SGK a concentracions possiblement inespecifiques, no
nomeés elimina I'efecte neuroprotector del BDNF sin6 que també disminueix la
supervivéncia neuronal per sota dels valors assolits amb la deprivacié trofica
(Fig.66).

3.3 Sinergia d’SGK i de PKB en les respostes de supervivéncia neuronal

Després dels anteriors experiments, hem pogut constatar com la inhibicio
farmacologica de I'eix PI3BK/PDK1/PKB compromet la supervivéncia cel-lular
induida pel BDNF, i mostrar que aquest fet es reprodueix de forma comparable
al inhibir mTORCZ2, responsable de la fosfoforilacié del motiu hidrofobic de PKB
i SGK. D’altra banda, I'ablacié genética de la funcié dels dominis PH i PIF-
pocket de PDK1 que resultava en les corresponents inhibicions en l'activitat de
PKB, o d’ SGK, RSK i S6K respectivament; no afectaven a la viabilitat de les
neurones corticals en cultiu. Tenint en compte tots els resultats anteriors, varem
arribar a pensar en una possible sinérgia de PKB i SGK en les respostes
neuronals de supervivéncia com a possible explicacié a la manca d’efecte

resultant d’inhibir genéticament es dues branques de PDK1 independentment.

Per aixd varem tractar cultius primaris de neurones corticals deprivades
troficament i estimulades amb BDNF amb dosis creixents de I'inhibidor de la

SGK, en preséncia o abséncia d’'una concentracio fixa de I'inhibidor de PKB.
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Figura 67. Disseccié bioquimica dels substrats regulats per SGK i PKB i que podrien

orquestrar les respostes de supervivéncia neuronal. Cultius primaris de neurones corticals
procedents de ratolins salvatges que varen ser deprivats 0 no (CONTROL1 i CONTROL2) de
sérum i nutrients a DIV6 durant 4 hores, tractats o no (STM1 i STM2) amb les corresponents
dosis dels inhibidors de les quinases PKB i SGK durant els 30 minuts, i estimulats amb 50
ng/ml de BDNF durant 15 minuts. Els corresponents extractes proteics varen ser resolts per
Western Blot i es va monitoritzar I'activacié de les diferents quinases detectant els seus residus
d’activacié amb els corresponents fosfoanticossos especifics. Els extractes proteics dels carrils
corresponents als CONTROL i STM resolts per Western Blott procedeixen d’embrions
independents.

La inhibicié6 d’'SGK a partir de concentracions de 0.5 uyM fins a 1 yM disminueix
la fosforilacid d’'ULK, FoxO i NDRG1 en abséncia de I'inhibidor de PKB. D’altra
banda, la inhibici6 d’aquesta quinasa confereix una reducci6 major en la
fosforilacid dels llocs d’activacié de PKB i consequentment dels seus substrats
PRAS40, TSC2 i NDRG1 tant en abséncia de linhibidor d'SGK com en
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presencia de les diferents dosis de I'inhibidor. Les neurones corticals cultivades
amb concentracions de 10 pyM d’inhibidor de la SGK presenten una clara
reduccio en la fosforilacio de la Treonina 308 i la Serina 473 de PKB, la
Treonina 1462 de TSC2, la Treonina 246 de PRAS40, la Treonina 24 de
FoXO1 ila Treonina 32 de FoXO3a, fosforilacions que es veuen completament
eliminades al co-tractar les neurones corticals amb I'inhibidor de PKB. Aquest
inhibidor, contrariament, no elimina la fosforilacié de la serina 2448 ni la 2481
d’'mTOR, aixi com tampoc la del seu substrat ULK fins i tot a dosis maximes de
l'inhibidor d’'SGK (Fig.67).
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Figura 68. Sinérgia de SGK i de PKB en les respostes de supervivéncia neuronal.
Neurones corticals en cultiu durant 5 DIV deprivades o no (CONTROL), en abséncia (TD) o
preséncia (BDNF) de 50 ng/ml de BDNF i tractades o no (STM1 i STM2) amb les corresponents
dosis dels inhibidors de les quinases PKB i SGK durant 24 hores. La viabilitat cel-lular va ser
determinada per I'assaig d’'MTT i expressada en valors de proporcio (%) de cél-lules viables
respecte el CONTROL.

La inhibicié d’'SGK i les corresponents consequéncies bioquimiques en els seus

substrats comporta una reduccié dosi dependent de la viabilitat cel-lular
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promoguda pel BDNF, que es veu agreujada significativament al cotractar les
neurones corticals amb I'inhibidor de PKB (Fig.68).

4. PDK1 promou el desenvolupament neuronal a través de les
quinases dependents del PIF-pocket

La via de la PI3K controla diferents processos durant el desenvolupament
neuronal i per aixd varem utilitzar el model del ratoli knockin condicional per la
mutaciéo L155E en el PIF-pocket de PDK1, on a partir de I'analisi de cultius
primaris de neurones hipocampals a diferents dies del desenvolupament
embrionari, es va caracteritzar la implicaci6 de les quinases dependents
d’aquest domini de PDK1 en la polaritzacié neuronal, el creixement axonal i

I'arboritzacié dendritica.
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Figura 69. Déficits de polaritzacié i normalitat en el procés de neuritogénesi de les
neurones procedents d’embrions PDK1”"Cre” i PDK17Cre*. (A) Els resultats provenen de
I'analisi, al llarg dels diferents DIV, dels cultius de neurones hipocampals dels genotips indicats
que han estat tenyits amb el marcador especific d'axé Tau-1 i el dendritic MAP2. El grafic
representa la polaritzacié neuronal amb el % de neurones sense ax0d, que presenten un ax6 o
multiples axons respecte el nombre total de neurones comptabilitzades. (B) A partir de les
mateixes mostres descrites en 'anterior apartat, es representen el nombre de neurites per cada
neurona (grafica superior) i la longitud tant de les neurites i les seves ramificacions com la dels
axons (grafica inferior) al llarg dels diferents DIV pels corresponents genotips. Cada barra
representa la mitjana + I'error estandard de la mitjana que inclou 100 neurones procedents de

3 embrions independents per a cada condicio.
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La diferenciacié axonal, observada amb I'expressié de la proteina associada a
microtubuls Tau, és déna d’'una forma exponencial entre els DIV2 i 3 en cultius
de neurones hipocampals PDK1*"Cre”. El mateix fenomen té lloc en les
neurones purificades de ratolins PDK17Cre” i PDK17Cre*, malgrat presentin
una reduccio del voltant del 50% del nombre de cél.lules que inicien el procés
de polaritzaci6 neuronal. D’altra banda, els nombre de neurites i el seu
creixement, aixi com també el de les dendrites i les seves ramificacions,
ocorren de forma equiparable durant el desenvolupament dels cultius de

neurones hipocampals dels diferents genotips analitzats, tal i com s’observa per

I'expressié del marcador dendritic MAP2 (Fig.69).
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Figura 70. Reducciéo de l’elongacié axonal durant el desenvolupament de neurones
embrionaries PDK1"Cre” i PDK1”Cre*. (A) Imatges representatives de cultius de neurones
hipocampals dels corresponents genotips i en els DIV indicats que han estat tenyides amb el
marcador especific d’axdé Tau-1 i el dendritic MAP2. (B) Representacié grafica de la longitud
tant de les neurites i les seves ramificacions com la dels axons de les neurones hipocampals al
llarg dels diferents DIV pels corresponents genotips. Les fletxes indiquen 'axé visible en verd
amb el marcador Tau-1. Els resultats procedeixen de I'analisi de les imatges representatives de
I'apartat anterior i es tradueixen graficament com la mitjana + 'error estandard de la mitjana que
inclou 100 neurones procedents de 3 embrions independents per a cada condicié.
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Els defectes a nivell de polaritzacié de les neurones hipocampals PDK17Cre” i
PDK1"Cre* es veuen acompanyats per una alteracio dels processos
d’elongacié axonal, amb reduccions de la logitud de I'axé d’'una forma genotip
dependent durant els DIV3 i 4, que corresponen a les etapes més tardanes del

desenvolupament in vitro (Fig.70).
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Figura 71. Activacié equiparable de [I'eix PKB-mTORC1-BRSKs durant el
desenvolupament dels embrions PDK17Cre*. Resolucié per Western Blot d'extractes
proteics procedents de cervells corresponents al embrions dels genotips indicats a dia E15.5.
Es detecta especificament la fosforilacié i la quantitat de les proteines indicades amb els

corresponents anticossos.

Aquests defectes a nivell de polaritzacié neuronal i elongacié axonal associats
a la inhabilitacié del PIF-pocket de PDK1 sembla ser que no depenen de l'accio
d’'mTORC1 sobre I'expressidé de proteines implicades en aquests processos,
com BRSK1 i 2, ni de la seva activacié via LKB1 (Fig.71). D’altra banda, el
domini PH de PDK1 si que juga un paper clau, a través de I'eix PKB/mTORCH1,
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en la regulacié de l'expresié de BRSK1 i 2 associada als processos de

desenvolupament neuronal (Zurashvili et al., 2013)

4.1 mTORC2 i S6K es troben implicats en la polaritzacié neuronal i
I’elongacié axonal

A partir dels resultats anteriors i de forma similar al que havia succeit amb
I'analisis de les respostes de viabilitat cel-lular, se’'ns presentava la questio de
definir quines quinases dependents del PIF-pocket de PDK1 es trobaven
implicades en els processos de desenvolupament neuronal associats a la via
de la PI3K. Per aixd varem establir cultius primaris de neurones hipocampals
en medi complert tractades amb diferents inhibidors de la via de la PI3K i de les
quinases dependents del PIF-pocket de PDK1, a fi d’estudiar els processos de
diferenciacié en dos estadis diferents del desenvolupament neuronal, els

corresponents DIV2 i DIV4.
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Figura 72. La via de la PI3K-PDK1 controla a través de S6K la polaritzacié neuronal i
I’elongacié axonal. (A) Imatges representatives de cultius de neurones hipocampals tractats a
les dosis establertes dels diferents inhibidors als DIV indicats. Les neurones hipocampals han
estat tenyides amb el marcador especific d’axé Tau-1 i el dendritic MAP2. (B) De forma
paral-lela, diferents cultius primaris de neurones hipocampals varen ser tractats com en
I'apartat anterior. Els tractaments CONTROL respresenten aquelles neurones hipocampals que
no han estat tractades amb cap inhibidor i els DMSO corresponen a aquelles neurones
cultivades amb una dilucié d’aigua i DMSO a fi de veure I'efecte del dissolvent dels diferents
inhibidors en els processos analitzats. Els extractes proteics obtinguts varen ser resolts per
Western Blot i es va monitoritzar la quantitat i el grau d’activacié de les diferents quinases
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detectant, de forma especifica, els seus residus d’activaci6 amb els corresponents
fosfoanticossos.

Els inhibidors de RSK, SGK i S6K a 1uM no comporten alteracions en la
polaritzacié neuronal ni en l'elongacié axonal quan es compara amb les
neurones hipocampals control tractactes amb DMSO. Per contra, les neurones
hipocampals tractades amb inhibidors de quinases més apicals de la via, com
son PI3K i PDK1, presenten una reduccié del nombre de neurones polaritzades
a DIV2 i un lleuger déficit en I'elongacié axonal a DIV4 respecte el control. El
déficit de neurones polaritzades en preséncia de I'inhibidor de PI3K s’agreuja al
tractar les neurones hipocampals amb I'inhibidor d’'mTORC2. Aquest inhibidor
comporta la inhabilitaci6 de I'axonogénesi a DIV2, mentre que a DIV4 les
neurones es caracteritzen per restar quiescents en [l'etapa del
desenvolupament on només presenten una gran lamelipodia. D’altra banda,
dosis creixents de linhibidor de S6K comporten una inhabilitacié de la
polaritzacié que és encara més acusada que I'observada amb els inhibidors de
PI3K i dmTORC2. Com a consequencia, no es forma la lamelipddia a DIV2 i
comporta, a més a meés, una reduccié dosis dependent de I'axonogénesi i
'elongacié axonal a DIV4. Aquest fet implica una inhibicié total del procés de
diferenciacié observat a les dosis maximes que compromet també la viabilitat

neuronal (Fig.72A).

Tots les alteracions a nivell de polaritzacio i elongacié axonal que hem pogut
observar en els cultius de neurones hipocampals amb els inhibidors de PI3K,
PDK1 i mTORC2 es troben associades a reduccions en la fosforilacié de la
proteina S6. Aquest escenari es confirma en observar com els defectes en el
desenvolupament de les neurones hipocampals s’agreugen de forma
proporcional a les dosis creixents de linhibidor de la S6K, i inversament

proporcional a la fosforilacié del seu substrat S6 (Fig.72B).

4.2 La via de la PI3K participa a través de la S6K en la consolidacio de la
sinapsis

La via de la PI3K també regula la formacid, la consolidacio i la plasticitat de les
sinapsis a través de la sintesi local de proteines com a demanda als diferents

estimuls extracel-lulars; i aquest procés es desenvolupa de forma dependent
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d’'mTORCH1 i el seu substrat, la S6K. Per aix0 i tenint en compte els resultats
anteriors, varem realitzar els mateixos tractaments en cultius primaris de
neurones hipocampals establerts durant 22 DIV, temps suficient per donar-se la
sinaptogénesi i I'establiment de la comunicacié neuronal. Per analitzar amb
determinacié l'estat de la sinapsis ens varem focalitzar en I'estudi, amb
técniques d’'immunocitoquimica, de la proteina PSD95, indispensable per la
consolidacié de la comunicaci6 neuronal a nivell postsinaptic, i que fou
contrastada amb el marcador dendritic MAP2. D’altra banda, varem analitzar
bioquimicament I'estat de la neurona presinaptica mesurant per Western blot
els nivells d'expressid de la proteina indispensable per [I'alliberaciéo dels
neurotransmissors, la sinaptofisina; aixi com també l'estat de les interneurones
gabaeérgiques, indispensables per la modulaciéo de la sinapsis, mesurant els
nivells de Il'enzim GADG67, que catalitza la conversi6 de glutamat al

neurotransmissor inhibitori GABA.
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Figura 73. S6K actua com a quinasa efectora de la via de la PI3K-PDK1 en la consolidacié
sinaptica. (A) Imatges representatives de cultius de neurones hipocampals tractats a les dosis
establertes dels diferents inhibidors fins al DIV22. Les neurones han estat tenyides amb el
marcador postsinaptic PSD95 i el dendritic MAP2. Les imatges de la columna de la dreta
corresponen a ampliacions de les dendrites de les imatges de la columna de la dreta. (B) De
forma paral-lela, diferents cultius primaris de neurones hipocampals varen ser tractats com en
I'apartat anterior. Els extractes proteics obtinguts varen ser resolts per Western Blot i es va
monitoritzar tant la quantitat com I'activacié de les diferents proteines implicades en la sinapsis

detectant-les, de forma especifica, amb els corresponents anticossos.

Els inhibidors de PDK1 i de PI3K comporten una reduccié en la localitzacio
presinaptica de PSD95. Aquesta reduccié també es déna de la mateixa manera
amb l'inhibidor de S6K, d’una forma dosis dependent. A més a més, aquest
déficit en la localitzacié dendritica de PSD95 va acompanyada bioquimicament

d’'una disminucié en I'expressié de la sinaptofisina i de 'enzim GADG67 especific
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d’interneurones gabaeérgiques (Fig.73A). Contrariament a I'experiment anterior,
la fosforilaci6 de la S6 es manté de forma equiparable en preséncia dels
diferents inhibidors, possiblement a causa de [I'extensa durada dels
tractaments. De fet, al llarg dels 22 dies es substitueix la meitat del medi per
medi nou que inclou nutrients, dels quals les neurones hipocampals obtenen
ATP que es capag de desplagar I'inhibidor ATP competitiu de la S6K, restaurant
aixi lactivitat catalitica d’aquesta quinasa. D’altra banda, utilitzem dosis
submaximes d’aquest l'inhibidor, ja que a partir de 5 yM, com hem esmentat
anteriorment, afecta a la supervivéncia de les neurones hipocampals a DIV4 i

provoca la mort de gairebé totes les neurones a DIV22 (Fig.73B).

5. Alteracio fisiologica en el cervell dels ratolins PDK1”Cre” i
PDK1”"Cre"

A partir de tots els resultats obtinguts ex-vivo, varem voler explorar la
rellevancia de l'alteracio funcional de les quinases dependents del PIF-pocket

de PDK1 en la fisiologia del cervell adult.
5.1 Reduccio6 en la densitat de fibres axonals del cortex i de ’hipocamp

L’analisi immunohistoquimic de mostres de cervells dels diferents genotips
inclosos en parafina i tenyits amb el marcador dendritic MAP2 i el de
neurofilaments SMI312, ens mostren una reduccié en la densitat de fibres
axonals corresponent a les capes IV i VI del cortex somatosensorial i a les
regions del CA1 i el gir dentat de I'hipocamp, que és proporcional al grau
d’expressid de la proteina mutant PDK1 L155E (Fig.74).

Figura 74. Reduccié de la densitat de fibres axonals en els ratolins PDK1”°Cre” i PDK1™"
Cre’. (A) Imatges d’epifluorescéncia del cortex somatosensorial de talls coronals de 5 ym de
gruix procedents de cervells de ratolins adults dels genotips indicats. S’han identificat les
dendrites amb el marcador MAP2, els axons amb el marcador de neurofilaments SMI312 i els
nuclis amb el colorant nuclear Hoechst. Les imatges solapades dels tres marcadors es mostren
com a Merged al final de cada panell representatiu del corresponent genotip. Les capes
corticals des de la | a la VI es troben indicades a la dreta de la imatge. (B) Ampliacié a 20X de
les capes IV i VI del cortex somatosensorial, aixi com també, del gir dentat, la regié CA3 i la
CA1 de I'hipocamp observables en talls tenyits amb SMI312 i Hoechst. Les fletxes indiquen la

diferéncia en la densitat de fibres axonals entre els diferents genotips.
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5.2 Compactacio neuronal en la quarta capa del cortex

Aquesta alteracio en la densitat de fibres neuronals ens va portar a pensar que
no fos causada per una reduccié en el nombre de neurones, i a fi de resoldre-
ho varem analitzar el cortex somatosensorial i I’hipocamp de ratolins adults a
partir de talls impregnats amb el marcador neuronal NeuN i el marcador nuclear
Hoechst, aixi com també contrastant-ho amb una tincié hematoxilina eosina en

talls adjacents de les corresponent regions.

H-E || NeuN | Hoechst | Merged

v

vi

Figura 75. Compactacio sense pérdua de les neurones de la capa IV del cortex associada
a la mutacié del domini PIF-pocket de PDK1. (A-C) Imatges del cortex somatosensorial
procedents de talls coronals de 5 ym de gruix de cervells de ratolins adults pels genotips
indicats que han estat processats per la tinci6 Hematoxilina-Eosina (H-E) o per técniques
d’epifluorescencia basades en el marcatge neuronal amb NeuN i els nuclis amb el colorant
nuclear Hoechst. Les imatges solapades dels dos marcadors es mostren com a Merged al final
de cada panell. Les capes corticals des de la | a la VI es troben indicades a la dreta de la
imatge. En els blocs corresponents a cada genotip podem apreciar una imatge a 2X d'un
hemisferi corresponent als talls dels cervells tenyits amb H-E (marge superior esquerra) i una
amplicacio de les capes superiors del cortex somatosensorial de talls tenyits amb els

marcadors NeuN i Hoechst (marge superior dret).

Malgrat no presenciar canvis substancials en el nombre de neurones, varem
poder apreciar un increment en la compactacié de les neurones que conformen
les capes més superficials del cortex, que un cop més resulta proporcional als

nivells d’expressié de la proteina mutant de PDK1 (Fig.75). D’altra banda,
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I’lhipocamp presentava una lleugera reduccié en la mida de les neurones que
conformen les regions CA3, CA1 i el gir dentat en mostres procedents de
ratolins PDK17Cre* (Fig.76).
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Figura 76. La mutacié del domini PIF-pocket de PDK1 no comporta una reduccié en el nhombre de neurones hipocampals.
d’epifluorescéncia procedents de talls coronals de 5 pym de gruix de I'hipocamp de ratolins adults pels genotips indicats tenyit amb el marcador

neuronal NeuN i el colorant nuclear Hoechst. Es mostra la reconstruccié de I'hipocamp a 20x (panells superiors) i les imatges representatives de tres

de les seves regions: CA1, CA3 i gir dentat (DG) (panells inferiors).
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5.3 Canvis en la distribucié cortical d’algunes poblacions d’interneurones

Les capes Il, Il i IV engloben la regi6 més superficial del cortex i estan
conformades principalment per neurones piramidals o glutamatérgiques i
diferents poblacions d’'interneurones gabaérgiques. A fi de determinar quin tipus
neuronal presentava alteracions en les capes corticals del ratoli mutant varem
analitzar el patr6 de marcatge del factor de transcripcio CUX1, especific de
neurones glutamatérgiques; aixi com també de la parvoalbumina, marcador de
poblacions d’interneurones com les Basket cells o les Chandelier cells,

presents en les capes més superficials del cortex.

La compactacid neuronal de les capes més superficials del cortex es
reprodueix amb el marcador de neurones glutamatérgiques CUX1 d’una forma
genotip dependent, demostrant-nos que aquest fenomen era especific d’aquest
tipus neuronal en particular i com a consequéncia d’'un augment regional de la
densitat de neurones piramidals (Fig.77C). D’altra banda, al analitzar la
poblacié d’interneurones parvoalbumina positives, observem que s’exclouen de
la capa IV del cortex somatosensorial d’'una forma proporcional a la
compactacié de les neurones glutamatérgiques i de forma correlacionada a
'abundancia de la proteina mutant de PDK1 en els tres genotips analitzats
(Fig.77A).

Figura 77. Compactaciéo de les neurones piramidals i exclusio de les interneurones
gabaérgiques en la capa IV del cortex associada a la mutacié del domini PIF-pocket de
PDK1. (A) Imatges d’epifluorescéncia procedents de talls coronals de 5 um de gruix a nivell del
cortex somatosensorial procedents de cervells de ratolins adults pels corresponents genotips.
S’han identificat les neurones glutamatérgiques de les capes corticals superiors amb el
marcador CUX1, les poblacions d’interneurones gabaérgiques parvoalbumina positives amb
anticossos especifics contra aquesta proteina, i els nuclis amb el colorant nuclear Hoechst. Les
imatges solapades dels tres marcadors es mostren com a Merged al final de cada panell
representatiu del corresponent genotip. Les capes corticals des de la | a la VI es troben
indicades a la dreta de la imatge. (B) Imatge representativa d’'un tall coronal de cervell de ratoli
adult tenyit amb el colorant nuclear Nissl on el requadre ens indica la regi6 del cortex d’on s’han
obtingut les imatges de 'apartat anterior. La imatge s’ha extret de I'Allan Brain Atlas i correspon
a la posicio 256 del cervell de ratoli P56 (postnatal 56). (C) La densitat de neurones CUX1
positives en la capa IV compatibilitzades com a nombre de cél-lules per pm2 pels corresponents

genotips i (D), el nombre total de neurones glutamatérgiques de la capa IV respecte les capes
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superiors del cortex expressat com a percentatge de neurones d’aquesta capa respecte la resta
de neurones que conforme les capes més apicals. Els resultats procedeixen de I'analisi de les
imatges representatives de I'apartat anterior i es tradueixen graficament com la mitjana + I'error

estandard de la mitjana.

159



Resultats

Al

+3¥0 -/

- 340 -/

- 3HO-/+

o

1 0l
1 02
1 0¢
1 OF
1 0S

Q (%) SNOYNAN TVIILYO0D

| pobiow |[ 3syoson || rseqg

I vxno

Al

+ 340 -/

- 34O -

¥¥

- 34O -/+

1720
1 €0
1 ¥0
150

| poBisw |[ 3syosoy || rsed

ixnd |

+3¥0 /-

-3A0 -/

(zwri/s|199)
$7139 40 ALISN3A

Al

| pabiaw || 3syosoy || rieg

|| +xno

-3 -/+

L/ einbig

160



Resultats

5.4 Impacte de la mutacié del PIF-pocket de PDK1 en l'activitat de les
interneurones gabaérgiques del cortex somatosensorial i cingulat.

A partir d’aqui varem voler saber si la deslocalitzacié de les interneurones
d’aquesta zona del cortex respecte les neurones glutamatérgiques comportaria
una disfuncidé en la comunicacié entre les poblacions d’aquests dos tipus
neuronals. Per resoldre aquesta questié plantejada varem analitzar I'enzim
GADG67, especific de les interneurones gabaérgiques, que catalitza la conversié

del glutamat al neurotransmissor inhibidor de les neurones piramidals, GABA.

Els resultats ens mostren un reducci6 de la intensitat del marcatge GADG7 en
les capes IlI-IV i també la V del cortex somatosensorial (Fig.78) que es
reprodueix en les capes Il/lll i la V d’altres regions més rostrals del cervell com

és el cas del cortex cingulat (Fig.79).
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Figura 78. Reduccié de GAD67 inversament proporcional a I’expressié de proteina
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mutant de PDK1 en el cortex somatosensorial. (A) Imatges d’epifluorescéncia procedents
de talls coronals de 5 um de gruix a nivell del cortex somatosensorial de cervells de ratolins
adults pels corresponents genotips. S’han identificat les neurones glutamatérgiques de les
capes corticals superiors amb el marcador CUX1, s’ha monitoritzat de forma indirecta
l'activitat de les poblacions d’interneurones gabaérgiques amb anticossos especifics contra
GADG67, i tenyit els nuclis amb el colorant nuclear Hoechst. Les imatges solapades dels tres
marcadors es mostren com a Merged al final de cada panell representatiu del corresponent
genotip. Les capes corticals des de la | a la VI es troben indicades a la dreta de la imatge. (B)
La intensitat de la proteina GAD67 detectada va se quantificada a partir de 3 seccions
cerebrals independents per cada embrié d’un total de tres embrions per genotip. Els resultats
procedeixen de l'analisi de les imatges representatives de I'apartat anterior i es tradueixen

graficament com la mitjana + I'error estandard de la mitjana.
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Figura 79. Reduccié dels nivells d’expressi6 de GAD67 inversament
proporcional a I'expressio de proteina mutant de PDK1 en el cortex cingulat. (A)
Imatges d’epifluorescéncia del cortex cingulat procedents de talls coronals de 5 um de
gruix de cervells de ratolins adults pels corresponents genotips. S’ha monitoritzat de
forma indirecta l'activitat de les poblacions d’interneurones gabaérgiques amb
anticossos especifics contra GAD67 i tenyit els nuclis amb el colorant nuclear
Hoechst. Els requadres blancs a i b mostren la procedéncia de les regions ampliades
corresponents a les capes corticals que s'indiquen als panells de la dreta. (B) Imatge
representativa d’'un tall coronal de cervell de ratoli adult tenyit amb el colorant nuclear
Nissl on el requadre ens indica la regi6é del cortex d’'on s’han obtingut les imatges de
I'apartat anterior. La imatge s’ha extret de I'Allan Brain Atlas i correspon a la posicio
218 del cervell de ratoli P56 (postnatal 56).
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6. Desordres cognitius i de conducta en ratolins PDK17Cre” i PDK1”Cre*

A fi d’avaluar si aquests defectes bioquimics i histologics, resultants de la
mutacio del PIF-pocket de PDK1 i d’'una forma gradual dependent del genotip,
es traslladaven en trastorns de la conducta dels ratolins; s’els va aplicar un
protocol anomenat SHIRPA que consisteix en obtenir un informe general de les
capacitats sensorimotores i cognitives del ratoli basades en 'analisi de la seva
condicio fisica, les funcions sensorimotores, la conducta i el perfil psicologic,

aixi com també I'estat cognitiu (Rogers et al., 1997).

Els ratolins PDK1”Cre" presentaven una reduccid del creixement somatic,
mesurat a partir del pes corporal, que s’associava amb una tendéncia a la baixa
a I'nora d’alimentar-se (Fig.80A). També presentaven reduides les seves
capacitats sensorimotores, observables en el Wood rod test i el Wire hang test
que es basen en la realitzacié d’activitats que impliquen la coordinacié motora i
'equilibri (Fig.80B); i la capacitat de desenvolupar tasques diaries com la
nidificacio, mostrant una afectacié de les funcions executives i de supervivéncia
de lindividu, proteccié6 de la seva descendéncia i de [I'estructura familiar
associades a aquesta activitat (Fig.80C) (Torres-Lista and Giménez-Llort,
2013).

Amb els tests de Neophobia in the corner i I'Open field es valora la capacitat
exploratoria i d’ansietat d’'un ratoli davant d’'un nou ambient. No presenten
alterada la thigmotaxis (Simon et al., 1994), que consisteix en el nombre de
vegades que van o la distancia que recorren a la periféria del camp obert
respecte al centre on es senten desproteqits; perd si mostren una reduccié en
I'activitat exploratoria vertical o rearings que es tradueix en un increment del
temps que queden paralitzats al centre de I'ambient nou (Fig.80E). Aquesta
capacitat exploratoria associada a un cert nivell de desmotivacié s’observa
també en realitzar el Marble-burying test, on presenciem una reduccié en el
temps que interaccionen amb les caniques i un major nombre de peces que es
trobem canviades o semienterrades respecte els ratolins control, que executen

la tasca de forma més eficag (Fig.80F).
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Utilitzem el Water Maze Test per valorar possibles déficits en memoria,
concretament short term memory (STM) i long term memory (LTM). Els ratolins
PDK17Cre* presenten una major dificultat tant a I'hora d’aprendre a trobar la
plataforma visible (Cue1-Cue4), com en trobar-la quan es troba submergida i es
repeteix I'experiment a les 24 i les 48 hores (PT11-PT14/PT21-PT24).
Contrariament els ratolins dels diferents genotips resolen de forma equivalent la
tasca de trobar la plataforma per primera vegada en les diferents situacions. A
més a més, les caracteristiques d’aquest test generen una situacié d’estrés al
ratoli que permet observar com els ratolins PDK17Cre* la gestionen,
augmentant I'incidéncia d’episodis de flotacio (Fig.80G). Aquest comportament,
sumat al d’evitar la seva manipulacio o la realitzaci6 del Hanger Test entre
d’altres comportaments bizarres es veuen incrementats en els ratolins que
expressen la mutacido del PIF-pocket de PDK1 a sistema nerviés central
(Fig.80D). També es mostra una desmotivacié i por davant dels diferents graus
d’estrés que generen els diferents tests, que es tradueix en una augment del
nombre de defecacions i urinades, el temps de paralitzacié en el test de I'Open

field i els episodis de flotacio en el test del Morris Water Maze.

L’activitat motora associada al seu ritme circadia es va valorar amb una
actimetria que consistia en mesurar el nombre de voltes que realitzaven en una
roda incorporada en la caixa on residien. En general tots els ratolins
presentaven una activita locomotora alta durant la nit i baixa al llarg del dia,
pero els ratolins PDK1"Cre* experimentaven una disminucio de la seva activitat
motora sobretot durant els dos primers dies i es mantenia fins les 84 hores que

durava I'experiment (Fig.80H).
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Figura 80. Analisi conductual genéric dels ratolins PDK1”'Cre*. (A-H) Els parametres
associats al creixement somatic i a I'alimentacié dels ratolins (A), les capacitats sensorimotores
desenvolupades en el Wood Rod Test (B), les funcions executives i de supervivéncia
observables en les tasques diaries de nidificacio (C), la incidéncia de comportaments bizarres
(D), lactivitat exploratoria i de comportaments ansiosos en I'Open Field Test (E), el nivell
d’interés i la motivacio observable en el Marble-burying Test (F), les habilitats cognitives i la
resposta a l'estrés que suposa el medi aquatic avaluat amb els episodis de flotacié durant
I'execucio del Morris Water Maze Test (G) i la valoracio dels I'activitat motora associada al ritme
circadia durant 84 hores (H) varen ser analitzats en sis PDK1""Cre” (WT, representat en les
grafiques en forma de barres i punts negres) i sis PDK17Cre* (L155E, representat en les

grafiques en forma de barres i punts blancs) ratolins de sexe femeni.
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Discussio

La via de la PI3K/PKB es troba implicada en multiples respostes cel-lulars i la
seva desregulaciéo comporta I'aparicié de diverses malalties. El descobriment
de PDK1 com la quinasa responsable de la fosforilacio i activacio de PKB i
d’altres membres de la familia de les AGC quinases, va realgar i centralitzar
l'interés en el paper que PDK1 jugava en les respostes atribuides a la via de la
PI3K/PKB.

Aquest paper central de la master quinasa va ser reafirmat amb la letalitat
embrionaria tant del ratoli knockout de PDK1 com dels ratolins knockin en dos
dominis de la quinasa i que permeten I'activacié diferencial de PKB respecte la
resta de membres de la familia de les AGC quinases: el domini PH i el domini
PIF-pocket. Per superar aquests defectes en el desenvolupament que resulten
letals en el periode embrionari, es va optar per estratéegies de mutagénesi
dirigida on es substituia la lisina 465 per un acid glutamic en el PH-domain de
PDK1; i d’altra banda, es dirigia I'expressié de la mutaci6 PDK1 L155E al
sistema nervids central gracies a I'estratégia del minigene. D’aquesta manera
es varen obtenir ratolins viables amb un o l'altre domini funcional de PDK1
inhabilitat, que van permetre la disseccio de la via de la PI3K i de les respostes
associades als substrats activables diferencialment per PDK1, in vivo i en teixits

diferenciats.

L’estratégia del minigene permet la generacié de ratolins que expressen

diferents nivells de proteina mutant de PDK1

Els ratolins knockin condicional que expressen la mutacié L155E de PDK1 a
sistema nervidés central, eren viables i fertils; perd tot i superar el
desenvolupament embrionari, els ratolins PDK1”~ Cre* presentaven una
freqiéncia mendeliana de naixement significativament inferior als genotips
PDK1*" Cre*, PDK1*" Cre i fins i tot als PDK1”" Cre". La reduida quantitat de
proteina PDK1 dels ratolins d’aquest ultim genotip era suficient per preservar el
correcte desenvolupament embrionari i el naixement a frequéncies
mendelianes similars als ratolins control d’'una forma similar al qué ocorria amb
els ratolins hipomorfs pel gen de PDK1 (Lawlor et al., 2002). Aquesta alteracié
en la distribucié genotipica de naixements no es reproduia en el model muri

que dirigia la mutacié a muscul esquelétic sota el promotor Mck, la qual cosa
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ens portaria a pensar en un efecte dependent de teixit i que s’associaria a
I'expressié de la proteina mutant (Bayascas et al., 2006). Aixd podria implicar
que els defectes musculars associats a la mutacié L155E de PDK1 durant el
desenvolupament no son tant limitants com els neuronals per la viabilitat
embrionaria. D’altra banda, tant els ratolins PDK17 Cre” com els PDK1” Cre*
eren viables després del naixement, fertils i compartien una reduccio del 20%
en el pes corporal (Fig.80A). Aquesta reduccié del 20% en el pes podria
associar-se a I'expressio de més del 50% de la proteina mutant en teixits on no
s’expressa la Cre-Recombinasa, que resultaria del /leaking inherent a
I'estratégia del minigene. Aquest escenari comporta una reduccio en la mida i el
nombre de cél-lules al sistema nerviés central que condueix a una reduccio del
volum cerebral (Fig.61). D’altra banda, descartariem una reduccié del pes
causada per la penetrancia de la mutacio en les vies neuronals hipotalamiques
que provoqués una reduccido en la ingesta del ratoli, ja que aquesta esta

preservada (Fig.80A).

La substitucié de la leucina 155 per un acid glutamic impedeix estéricament la
interaccié del PIF-pocket de PDK1 amb el motiu hidrofébic dels seus substrats.
Tot i que la mutacié no compromet els nivells d’expressio i activitat catalitica de
la quinasa, PDK1 és incapac¢ de reconéixer i activar els substrats que depenen
d’aquest domini (Fig.57C) (Collins et al., 2003).

Teoricament, I'expressio de la proteina PDK1 L155E s’havia de limitar en els
teixits neuronals on, sota el promotor neuronal de la nestina, s’expressés la
Cre-Recombinasa. A la practica, observem que la sequéncia de terminacio de
la transcripcié del minigene no és prou forta per evitar I'expressié geénica i la
sintesis de la proteina mutant de PDK1 en els teixits on no s’expressa la Cre-
Recombinasa, fet que amb els creuaments adequats ens permet generar unes
séries al-léliques de quantitats creixents de la proteina mutant de PDK1
(Fig.57C). Aquesta situacié ja s’havia caracteritzat en el model muri on la
mutacié del PIF-pocket de PDK1 es dirigia a muscul esquelétic sota el promotor
de la Mck. En aquest model, es va obtenir per RT-PCR la mateixa proporcié de
sequencies PDK1 L155E que PDK1 WT a partir d'RNA procedent de teixit
cardiac de ratolins PDK1™" Cre” (Bayascas et al., 2006).
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La penetrancia d’aquest leaking, que implica la sintesis de la proteina mutant
de PDK1 en fins a sis regions cerebrals diferents de ratolins adults PDK1 " Cre’
a nivells comparables als detectats en ratolins PDK17 Cre*, ens va portar a la
hipotesis que aquest fet podia ser degut a la inestabilitat gendmica de les
neurones postmitotiques, ja que no es reproduia en mostres obtingudes de
cervells embrionaris ni en altres teixits adults. Alguns casos d’inestabilitat
genomica es donen tant en persones com en models murins de Huntington, on
la variacié del nombre de repeticions CAG del gen de la hungtintina genera un
mosaicisme associat a multiples factors, entre ells I'edat, i que és també
dependent del teixit analitzat (Gonitel et al., 2008). Aquesta hipotesis es
descartava en observar una amplificacié diferencial, a partir d’extractes d’ADN
procedents de teixits neuronals i no neuronals de ratolins adults i d’embrions
PDK17 Cre”i PDK1”" Cre*, de la seqliéncia gendmica corresponent a la regid
de I'exd 4, on es troba la mutacié PDK1 L155E i que indica que el cassette del
minigene és deleccionat en els teixits PDK1” Cre* perd no en els PDK1™ Cre’
(Fig.59). Aquest resultat ens deixa oberta la possibilitat que la maquinaria
neuronal de processament de 'ARN ens exclogués el minigene del missatger
madur, fent aixi que un homozigot que no expressés la Cre-Recombinasa
esdevingués mutant. En altres estudis on, per superar els problemes que
comporten els models de sobreexpressié proteica, també s’ha apostat per
estratégies de knockin condicional basades en dirigir 'expressio d’una proteina
modificada a un teixit particular, s’ha observat que la senyal de finalitzaci6 de la
transcripcié utilitzada no ha estat tampoc suficient forta com per evitar la
transcripcié de l'al-lel condicional i es generava un pre-mRNA que contenia
I'dltim exd duplicat (Fortin et al., 2014). Aquesta situacié comporta un conflicte
per la maquinaria d’splicing cel-lular de preferéncia d’un exo respecte un laltre,
que en el nostre model resulta en un augment de la proteina mutant
expressada. Aquesta peculiaritat es podria intentar solucionar introduint una
sequéncia més forta de finalitzacio de la transcripcid, o si no és possible,
introduint una sequéncia que fos diana per endoribonucleases cel-lulars que
comportés la degradacié del fragment de pre-mRNA que conté I'exd duplicat,

per evitar que fos diana de la maquinaria d’splicing cel-lular.
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La inhabilitacié del PIF-pocket de PDK1 a neurones impedeix I’activacié
de S6K, RSK i SGK, pero no de PKB

PDK1 i PKB pertanyen a una gran familia génica anomenada la familia de les
AGC quinases. Totes elles comparteixen un alta homologia estructural i un
mateix mecanisme d’activacio per fosforilaci6 en dues regions altament
conservades: el T-loop i el motiu hidrofodbic (Manning et al., 2002; Pearce et al.,
2010). En preséncia d’un estimul trofic, la PI3K catalitza la conversié de PIP2 a
PIP3, i en increments d’aquest segon missatger es déna una col-localitzacié de
PDK1 i PKB a la membrana, ja que ambdues presenten el domini PH
d’interaccié a PIP3. Aixd permet I'activacié de PKB a través de la fosforilacié de
la treonina 308 per PDK1 i de la serina 473 per mTORC2 (Alessi et al., 1997;
Bayascas and Alessi, 2005). A I'hora d’analitzar els nivell basals de fosforilacio
de PKB tant en teixits neuronals de ratolins adults com en cultius primaris de
neurones corticals estimulats agudament amb BDNF, varem poder comprovar
que la inhabilitacié del PIF-pocket de PDK1 no comprometia aquests llocs de
fosforilacié ni I'activaci6 de PKB monitoritzada a través de la fosforilacio de
substrats canodnics d’aquesta quinasa com PRAS40, FoxO, GSK3 o TSC2
(Fig.60/62A). En canvi, en inhabilitar el PH-domain de PDK1 en neurones
corticals PDK1X465E/K465E i que es reduia la fosforilacid en la treonina 308 de
PKB per PDK1, perd només podia ser eliminada totalment inhibint mTORC2.
Aixd ens indica que l'activacié de PKB dependent del PH-domain de PDK1
respon a I'execucié d’'una resposta rapida davant d’'un estimul agut, com ara
una neurotrofina o la despolaritzacié postsinaptica puntual que implicaria una
entrada de Ca®'; perd en abséncia d’aquest mecanisme, PDK1 és encara
capacg de reconeéixer el motiu hidrofobic fosforilat en la serina 473 per part d’
mTORCZ2, i contribuir aixi a I'activacié de PKB per fosforilacié de la treonina 308

al T-loop de la quinasa (Najafov et al., 2012; Zhou et al., 2014).

La resta de membres de la familia de les AGC quinases, al no presentar PH-
domain, requereixen de la prévia fosforilacié en el seu motiu hidrofobic, la qual
cosa genera un docking site que PDK1 reconeix a través del seu domini PIF-
pocket, permetent-li fosforilar el T-loop del substrat i activar-lo. Si s’inhabilita

aquest domini de PDK1 disminueix, d’'una forma genotip dependent, la
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fosforilacié en els llocs d’activacié tant de la S6K com de RSK, fins a
desapareixer totalment en llisats procedents de cervells adults i, de la mateixa
manera, en cultius primaris de neurones corticals de ratolins PDK1” Cre®.
Aquesta disminucié s’acusa més, fins a desapareixer totalment, en cultius
primaris de neurones corticals PDK17 Cre* estimulats agudament amb BDNF.
El mateix escenari es reprodueix en la fosforilacié dels motius hidrofobics de les
respectives quinases (Fig.62). Una possible explicacié a aquest fenomen podria
ser que en abséncia de fosforilacié del T-loop, el motiu hidrofébic fosforilat dels
substrats de PDK1 no pogués interaccionar amb la butxaca hidrofobica de la
propia quinasa per assolir la conformacié activa, fet que deixaria accessible el
grup fosfat del motiu hidrofobic a I'accié de les fosfatases (Hauge et al., 2007).
De la mateixa manera, la inhabilitacié de la butxaca que reconeix el grup fosfat
dins del motiu hidrofofic dels substrats de PDK1, també comporta una reducci6
en la fosforilaci6 d’ambdds llocs d’activacio de les quinases dependents
d’aquest domini de PDK1 (Collins et al., 2005).

L’impacte bioquimic resultat de la mutacié del PIF-pocket de PDK1 no té
conseqiuéncies en les respostes de supervivéncia neuronal dependents
de BDNF

Sorprenentment, l'incapacitat de PDK1 d’activar les quinases dependents del
PIF-pocket no té consequéncies significatives en la supervivéncia neuronal
(Fig.63). Tot i aixd, s’observa una tendéncia a la baixa en la viabilitat de les
neurones corticals en cultiu procedents dels embrions PDK1” Cre i PDK1”-
Cre*, i que es veu acompanyada d’'una reduccio en el nombre de neurones del
cortex embrionari (Fig.61A). Si tenim en compte que l'activaci6 de PKB no
resulta afectada, PKB esdevindria la quinasa responsable de les respostes de
supervivéncia, tot antagonitzant el programa de mort cel-lular (Datta et al.,
1999). L’'argumentacié anterior seria suficient si no s’hagués demostrat que en
neurones corticals procedents de ratolins PDK1"4¢°8%4€5E " que presenten el PH-
domain de la quinasa inhabilitat i una reduccié en I'activacié de PKB, tampoc no
es mostrava una alteracid de la viabilitat respecte les neurones control
(Zurashvili et al., 2013).
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Sinérgia funcional de les quinases regulables per mTORC2, PKB i SGK,

en les respostes de viabilitat neuronal

En lintent de trobar la quinasa responsable de la viabilitat neuronal, varem
confirmar la implicacié de la PI3K, PDK1 i PKB en promoure la supervivencia
cel-lular a partir de la inhibicié farmacologica d’aquestes. Aquest fet, descrit en
la literatura, no era tan rellevant com comprovar que la inhibicié especifica
d’'mTORC2 en neurones corticals reduia la viabilitat d’aquestes a nivells

equivalents als obtinguts en inhibir les quinases descrites anteriorment (Fig.65).

mTORC2 s’encarrega de la fosforilacid en el motiu hidrofobic de diverses
isoformes de PKC, de PKB i de SGK generant un docking site per PDK1 que
permetra al mecanisme PIF-pocket de PDK1, I'activacié d’aquestes quinases
(Bayascas, 2010). Recentment s’ha descrit que la inhibici6 d’'mTORC2 en

neurones PDK1X465E/K465E

impedeix significativament el rescat de la viabilitat
neuronal intercedida pel BDNF, i s’associa a una reduccio en la fosforilacio dels
llocs d’activacio de substrats de PKB com PRAS40, TSC2, GSK3 i FoxO (Zhou
et al., 2014). La regulacié d’alguns substrats de PKB, com poden ser FoxO i
NDRG1, és compartida amb SGK (Pearce et al., 2010). NDRG1 es troba
regulada per SGK en condicions basals, com es pot demostrar en la reduccio
de la fosforilacié del substrat de SGK en les neurones mutants PDK1""9%E/L195E
que és rescatada al estimular-les amb BDNF (Fig.62B). Contrariament, la
fosforilaci6 d’'NDRG1 induida per BDNF resulta minvada en neurones
PDK1K46%E/K465E 15 qual cosa ens va portar a concloure que en aquestes
condicions PKB seria la responsable de la fosforilacié d’NDRG1 (Zurashvili et

al., 2013).

La sinérgia de funcions entre PKB i SGK descrita en els fets anteriors ens va
conduir a hipotetitzar una redundancia d’ambdues quinases en el control de la
viabilitat neuronal. Aix0 explicaria que en neurones corticals procedents dels
dos models murins on s’inhabilitaven especificament els dos dominis funcionals
de PDK1, impedint la corresponent activacio de PKB i SGK, no resultés

alterada la supervivencia neuronal.
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Per validar la hipotesi plantejada, varem inhibir farmacologicament SGK amb
dosis creixents de l'inhibidor, en abséncia o presencia de l'inhibidor de PKB.
Per una banda, la inhibicié de la SGK resulta en una reduccié en la fosforilacié
d’'ULK, FoxO i NDRG1; mentre que la inhibicié de PKB redunda en la reduccié
de la fosforilaci6 d’'NDRG1, a la vegada que implica la reducci6 esperada en els
nivells de fosforilacié dels seus substrats canonics: TSC2 i PRAS40. La
reduccié de la fosforilaci6 d'NDRG1 és progressiva en augmentar la
concentracid de linhibidor de SGK; mentre que si aquesta inhibicié la
combinem amb la de PKB, la fosforilaci6 d'NDRG1 disminueix, perd deixa de
ser dependent de la dosi d’inhibidor d’'SGK fins a concentracions, de 10 uM,
que ja resultarien inespecifiques (Fig.67). La majoria dels inhibidors utilitzats, a
excepcio del de PKB, sén inhibidors ATP competitius, i el fet que el lloc d’uni6 a
ATP es trobi molt conservat en les diferents quinases, comporta que elevades
concentracions de I'inhibidor arribin a inhibir altres quinases que comparteixin
homologia estructural, resultant en respostes cel-lulars inespecifiques que no
poden ser atribuides a quinases individuals. Un clar exemple n’és l'inhibidor de
PDK1, on a concentracions de 10 uM no només evita el rescat per BDNF en
neurones corticals, sind que condueix a una mort cel-lular exacerbada
probablement com a consequéncia d’inhibir altres quinases implicades també
en la supervivéncia neuronal (Fig.64). El fet que l'inhibidor de SGK, perd no el
de PKB, sigui ATP competitiu i comporti una inhibicié de la quinasa dependent
de la concentracio, ens porta a pensar en dues opcions. La primera es basaria
en qué l'activacio d’'NDRG1 davant d’'un estimul trofic depén de SGK i PKB, i
per aixd un cop inhibida PKB al-lostéricament, disminueix la fosforilacié
d’'NDRG1 d’'una forma proporcional a la dosi d’inhibidor de SGK. L’altra
respondria al fet que PKB i SGK comparteixen una elevada homologia
estructural i a partir de 0.5 yM d’inhibidor de SGK, aquest comencés a ser

inespecific i inhibis també PKB.

D’altra banda, aquest escenari no seria el mateix per I'altre substrat comu de
les dues quinases, FoxO. En aquest cas, es dona una reduccié en la seva
fosforilacié al inhibir SGK a partir de 0.5 yM d’inhibidor, sense agreujar-se per
la inhibicié de PKB. Tenint en compte que una activitat reduida de PKB, ja sigui

per una inhibicié al-lostérica o bé per un defecte en la seva activacid en
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neurones corticals procedents de ratolins PDK1X465E/K465E

, N0 comporta una
alteracié dels nivells de fosforilaci6 de FoxO davant d'un estimul trofic
(Zurashvili et al., 2013), aix0 ens porta a pensar que la regulacié d’aquest
substrat, en aquesta situacio, es troba en mans de SGK. Aquesta proposta es
referma quan observem en cultius primaris de neurones corticals procedents de
ratolins PDK17 Cre” i PDK1™” Cre*, una reduccié en la fosforilacié de FoxO

respecte les neurones control (Fig.62A).

La inhibici6 de SGK impedeix I'efecte neuroprotector del BDNF en neurones
corticals deprivades troficament, traduint-se en una reduccié de la viabilitat
neuronal de forma dependent a la dosis de l'inhibidor, la qual que es veu
significativament agreujada si s’inhibeix alhora PKB. La inhibicié de SGK
comporta una reduccié de la viabilitat neuronal fins a dosis de 0.5 pM; a partir
d’aquesta dosi observem una reduccié de la fosforilaci6 de FoxO que ens
portaria a determinar aquesta dosi com la optima i especifica d’'inhibicio de la
quinasa. D’altra banda, al inhibir ambdues quinases es déna una caiguda de la
viabilitat neuronal major a la que es dona amb la inhibicié aillada de SGK,
escenari que es reprodueix exactament en els patrons de fosforilacio d’NDRG1
(Fig.68).

La discussié anterior ens portaria a pensar que tant FoxO com NDRG1 es
troben implicats en les funcions neuroprotectores del BDNF d’'una forma SGK i
PKB especificament dependent. A més a més, al inhibir SGK a partir de 0.5 uM
alhora que PKB, resulta en una deplecié de I'efecte neuroprotector del BDNF i
una induccio de I'apoptosi neuronal associada a una reducci6 de la fosforilacio
de FoxO i dNDRG1. Com que aquesta situacié no es dona en abséncia de
inhibidor de PKB, aixd ens condueix a contemplar la possibilitat que NDRG1
fos el substrat comu de SGK i de PKB que regularia la supervivéencia de les

neurones corticals.

L’activacidé de S6K per part de PDK1 regula la polaritzacio, diferenciacio i

sinaptogénesi durant el desenvolupament neuronal

Les diferents PI3K de classe | s’expressen ampliament en el sistema nerviés

central ja sigui durant el desenvolupament o en el cervell d’'organismes adults
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(Cosker and Eickholt, 2007). L’activacio de la PI3K esta associada a la
morfogénesi neuronal, participant en els processos de polaritzacid i
diferenciacié neuronal. Aixi, es demostra una acumulacié de PIP3 en els
processos neuronals que esdevindran neurites o axons, mentre que 'augment
de I'elongacio axonal esta associat a la inhibicié de la fosfatasa d’aquest segon
missatger, PTEN (Ménager et al., 2004; Arevalo and Rodriguez-Tebar, 2006).
PIP3 s’involucra en la desestabilitzacié del citoesquelet a través de la inhibicio
de RhoA i I'estabilitzacié dels microtubuls gracies a la inhibici6 de GSK3 per
part de PKB (Yoshimura et al., 2006). D’altra banda, el fet que es descobris que
lactivacio permanent de GSK3 no comportava un defecte a nivell de
desenvolupament, perd si que ho feia la sobreexpressio de TSC2, un altre
substrat de PKB, que evitava la formacié d’axons, va permetre tracar la via
PI3K/PKB/TSC2/mTORC1 com a responsable de la polaritzacio neuronal
(Gartner et al., 2006; Choi et al., 2008). Aquests resultats es demostraven en
els ratolins que expressaven la proteina PDK1K46%E/465E 46 presentaven una
disminucié de la longitud de I'axé durant el desenvolupament respecte les
neurones control causada per una reduccid en l'activacié de PKB i en la
fosforilacié de TSC2 i de PRAS40, perd no de GSK3 (Zurashvili et al., 2013).
Aquest defecte es trobava associat a una sobreinhibicid per part de TSC2 i
PRAS40 sobre mTORC1, la qual comporta una reducci6 en I'expressio de les
BRSK, que resulten indispensables en la regulacié de la polaritzacié dels
microtubuls i la consequent elongacié axonal (Ebneth et al., 1999; Kishi et al.,
2005; Wildonger et al., 2008).

D’altra banda, la inhabilitacié del PIF-pocket de PDK1 en neurones corticals es
tradueix en una reduccié en la fosforilacid de quinases dependents d’aquest
domini, com la S6K i RSK, sense alterar la fosforilaci6 de PKB i els seus
substrats PRAS40 i TSC2. Tot i mostrar afectada la ruta bioquimica
complementaria, dins la via de la PI3K/PDK1, a la que presentaven els ratolins
PDK1X465E/K485E. 1a5 neurones corticals procedents d’embrions PDK1” Cre*
també desenvolupaven defectes en la polaritzacidé neuronal i una reduccié de la
longitud axonal (Fig.69/Fig.70). Ambdds models presentaven una deficiéncia en
els nivells de fosforilaci6 de S6K i el seu substrat S6; en els ratolins

PDK1K46°E/K465E 3questa deficiéncia era deguda a una reduccié en I'activitat de
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PKB i la consequent inhibici6 d'mTORC1 (Zurashvili et al., 2013) i en els
ratolins PDK1”~ Cre*, per la impossibilitat per part de PDK1 de recongixer el
motiu hidrofobic fosforilat de la quinasa, el qué impedia la consequent activacio
per fosforilacio en el seu T-loop (Balendran et al., 2000; Bayascas, 2010). Aixi,
els resultats obtinguts en aquest treball apuntaven a que la disfuncié d’aquests
processos dins del desenvolupament neuronal podrien respondre, en ambdds

models murins, a una reduccio de I'activacid de la S6K i els seu substrat S6.

Per acabar de confirmar aquesta hipotesi, varem tractar cultius primaris de
neurones corticals en dues etapes representatives del desenvolupament
neuronal amb diferents inhibidors de les quinases de la via de la PI3K. Els
inhibidors de la SGK i de RSK no comportaven una alteracié d’aquests
processos neuronals, mentre que l'inhibidor dmTORC2 semblava arrestar la
neurona en I'etapa primaria del desenvolupament, caracteritzat per la preséncia
de la lamelipodia (Fig.72A). EI component d'mTORC2 Rictor s’ha vist que
preserva l'activacié de les RhoGTPases Rac1 i Cdc42 inhibint RhoGDI2,
ambdues indispensables per la polaritzacié i diferenciacié neuronal (Agarwal et
al.,, 2013). Aix0 i el fet que s'utilitzen inhibidors d’'mTORC2 per evitar els
processos de migracié i la conseqlent metastasi en el cancer de colon (Gulhati
et al., 2011) ens condueix a proposar, per primer cop, el paper d’aquest
complex durant el desenvolupament neuronal, possiblement associat a la

migracio in vivo de les neurones.

La inhibicié apical de la via amb I'inhibidor de la PI3K i de PDK1 comportava
una reduccio de la longitud axonal i la polaritzacié neuronal. Aquesta alteracio
es reproduia al inhibir la S6K i de forma proporcional al incrementar la dosis de
inhibidor, fet que correlacionava amb una reduccié en la fosforilacié del
substrat S6 (Fig.72B). Aquesta inhibicié comportava una reduccié de 'axd, la
pérdua de les neurites i la consequient condensacioé del nucli; fet que reafirmava
el paper especific, demostrat en altres estudis, de la S6K vers altres substrats
d’'mTORC1 en la diferenciacié de les neurones glutamatérgiques (Chuang et
al., 2013). Aquesta relacié entre la S6K i la diferenciacié neuronal ens va portar
a pensar que no fos degut al paper que desenvolupa en la formacié del PIC i la

traduccié de proteines indispensables en els processos descrits anteriorment.
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Entre aquestes proteines trobem la BRSK, on la seva expressio i activacio,
depenent de LKB1, no és veu afectada en embrions PDK1”~ Cre*, a diferéncia
del qué passa en embrions PDK1"46oE/K465E
nivells d’expressi6 de BRSK en adults (Fig.71). (Wildonger et al., 2008;

Magnuson et al.,, 2012). Aquesta recuperacié explicaria I'abséncia d’una

, que acaben perd recuperant els

alteracid en les capes del cortex de ratolins PDK1K465E/K465E  qults, ja que
I'expressidé de les BRSK controla la neurita que es diferenciara a axé mitjangant
I'estabilitzacié dels microtubuls a través de la regulacié de les proteines Tau i
Map2 (Ebneth et al., 1999; Kishi et al., 2005; Ruiz Babot, 2013).

Aquest fet ens genera forga controvérsia, perd es podria explicar per una
regulacio diferencial en I'expressié de diverses proteines associada a diferents
mecanismes de traduccié. La traduccid proteica més coneguda es basa en la
formacié del complex PIC, que es troba regulat per 4EBP1, S6K i RSK, i la
consequent traduccid6 dmRNAs d’'una forma dependent de la seva sequéncia
d’oligopirimidines presents en els seu extrem 5’CAP (Shahbazian et al., 2006;
Magnuson et al., 2012). Aquest mecanisme de traduccié proteica es troba
altament associat amb el complex dmTORCH1, i per aixd s’ha vist que la
resisténcia que presentaven molts cancers tractats amb rapalegs resultés de
mantenir una sintesi proteica independent a la traduccié 5’CAP dels mRNAs i
associada a increments de la proteina de la via de la MAPK, Mnk1 (Walsh and
Mohr, 2014). Aquest escenari podria reproduir-se en les neurones corticals que
presenten la mutacié en el PH-domain de PDK1, i explicaria el mecanisme
compensatori per la recuperacio dels nivells d’expressiéo de BRSK en adult. En
les neurones corticals prodecents d’embrions PDK1™ Cre*, que tampoc podrien
dependre de la S6K ni de RSK per la sintesi de proteines 5’CAP dependent, es
repetiria I'escenari anterior; o bé que alguna de les quinases dependents del
PIF-pocket de PDK1 jugués un paper important en la traduccié regulant els
3'UTR del mRNAs, com passa en alguns virus, o en la regulacié6 de
ribonucleoproteines que reprimeixen I'expressié de mRNAs (Jung et al., 2014;
Das Sharma et al., 2015). Aquest ultim cas es déna en la traducci6 dmRNAs
com el del BDNF i de Tau, proteines indispensables en els processos de

desenvolupament neuronal (Allen et al., 2013; Moschner et al., 2014).
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La inhibicié de la S6K d'una forma dosis dependent, que es reprodueix en
inhibir la PI3K i PDK1, pero no en inhibir la SGK, comporta una reduccio dels
nivells d’expressio del marcador postsinaptic PSD-95 i del marcador presinaptic
sinaptofisina, proposant una possible alteracié de la formacié i consolidacié de
la sinapsi. Aquesta alteracié afectaria tant les neurones glutamatérgiques com
les gabaérgiques, tal i com es dedueix de la reducci6 en I'expressio del
marcador d’interneurones GADG67 associat a la inhibicié de la S6K (Fig.73). La
S6K també participa a nivell presinaptic en l'alliberacié de neurotransmissors,
fet que podria explicar els nivells reduits de sinaptofisina, proteina que es troba
implicada en el mecanisme d’alliberacié de les vesicules presinaptiques davant
d’una despolaritzacié intercedida per Ca?* (Cheng et al., 2011a). D’altra banda,
la S6K respon a fenomens de LTP amb la sintesi de 5’CAP mRNAs a nivell
postsinaptic. Alguns d’aquests mRNAs codifiquen per proteines amb dominis
PDZ com la PSD95 i per aix0, una reduccio en I'expressid d’aquestes evitaria
I'estabilitzacié dels receptors dAMPA i NMDA i la consequent habilitacio
funcional de I'espina (Kim and Sheng, 2004; Tsokas et al., 2005, 2007).

Els defectes en el desenvolupament neuronal es tradueixen en desordres

en les capes corticals i en les poblacions neuronals que les conformen

Els defectes en el desenvolupament de les neurones corticals associats a
desregulacions en l'eix PISK/PKB/mTORC1 no suposen alteracions

1 K465E/K465E (Zurashvili

fisiologiques visibles en el cervell de ratolins adults PDK
et al.,, 2013). En canvi, els defectes en el desenvolupament associats als
deficits en lactivacié de les quinases dependents del PIF-pocket de PDK1
comporten una reduccié de la densitat de fibres axonals en diferents regions
cerebrals, com son el cortex somatosensorial, i en les arees del CA1 i del gir
dentat de I'hipocamp (Fig.74). Aquestes alteracions no soén causades per una
reduccié en el nombre de neurones, la qual cosa no és d’estranyar tenint en
compte els resultats obtinguts a nivell de supervivéncia i la sinérgia funcional de
PKB i SGK en aquesta resposta cel-lular (Fig.75). La reduccié en la mida de les
neurones hipocampals és presumptament deguda als déficits d’activacio de la
S6K, ja que controla la mida i el volum cel-lular (Fig.76) (Shima et al., 1998).

D’altra banda, les diferéncies fisioldogiques observades als cervells adults dels
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dos models murins de PDK1 podrien respondre al fet que els defectes a nivell

de desenvolupament en ratolins PDK1"40°EH485E

es veuen compensats en
recuperar els nivells d’expressié de les BRSK, la qual cosa no es deu donar
amb I'expressidé de les proteines implicades en el desenvolupament que es
troben afectades en els ratolins PDK17 Cre*. Entre aquestes diferéncies
observem una compactacio de les neurones piramidals en les capes superiors
del cortex somatosensorial de ratolins adults PDK1”~ Cre*, concretament la
capa |V, alhora que es dbéna una exclusi6 en aquesta capa de les
subpoblacions d’interneurones parvoalbumina positives (Fig.77). L’'escenari de
les neurones glutamatergiques es reprodueix en ratolins knockout pel gen
nuclear distribution factor E (Nde1), comportant microcefalia i defectes
migratoris en les capes més superficials del cortex (Feng and Walsh, 2004;
Sasaki et al., 2005). Nde1 i el seu ortdleg en mamifers Ndel1l es troben
intimament lligats als microtubuls, promovent la seva estabilitzacio i elongacio,
ja sigui de forma directa o interaccionant amb proteines motores com les
dineines, a fi de transportar les proteines Lis1 i Disrupted-in-Schizophrenia 1
(DISC1), que a través de la inhibici6 de GSK3 promouran els processos de
diferenciacié axonal (Okamoto et al., 2015). D’altra banda, la deslocalitzaci6 de
les interneurones parvoalbumina positives es podria explicar per una alteracio
de les proteines implicades en la dinamica dels filaments d’actina associat als
defectes en la polaritzacio i diferenciacié neuronal observats en cultius primaris
de neurones corticals PDK1”~ Cre”, que reprodueix un escenari semblant al
dels knockout de Rac1 i Rac3, que comporta defectes en la migracié de les
interneurones tant en I’hipocamp com en el cortex (Schwamborn and Puschel,
2004; Chen et al., 2007; Vaghi et al., 2014). La disposicié de les neurones
piramidals i les interneurones indiquen possibles defectes en el procés de
migracio d’aquestes, ja sigui de forma diferencial al llarg del desenvolupament
embrionari, o0 degut a una alteracio en el procés de migracio radial comu entre
les dues poblacions neuronals després del naixement (Bartolini et al., 2013).
Per confirmar aquesta hipotesi s’hauria de marcar amb bromodesoxiuridina
(BrdU) els embrions a diferents estadis del desenvolupament per veure la
migraciéo i formacido de les diferents capes corticals; i en el cas de les

interneurones gabaérgiques, es podria comprovar si la migracio resulta alterada
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com a consequéncia d’una alteracio en la bastida axonal, indispensable per la
migracié tangencial de les interneurones que conformen les projeccions
corticotalamiques. Aquestes projeccions es caracteritzen per expressar
proteines d’adhesio cel-lular com L1, TAG-1 i neural cell adhesion molecule
(NCAM) que son indispensables per la seva formacié (Denaxa et al., 2001;
Marin et al., 2002; Espinosa et al., 2009; Enriquez-Barreto et al., 2012). De la
mateix manera, l'abséncia d’expressié de proteines implicades en la
polaritzacié axonal com LKB1, procés que també es troba afectat en neurones
que expressen la mutacido del PIF-pocket de PDK1, comporten pérdues
d’aquest eix corticotalamic (Barnes et al., 2007).

La mutacio en el PIF-pocket de PDK1 no només compromet la localitzacié de
les subpoblacions d’interneurones positives pel marcador de la parvoalbumina,
sind que també provoca una reduccid dels nivells de GAD67 en les capes
superficials de diferents regions del cortex, com son el somatosensorial i el
cingulat (Fig.78/Fig.79). La reduccié en l'expressio de GAD67 es trobaria
associada a la inhabilitacié de la via PI3K/PDK1/mTORC1/S6K, ja que es
reprodueix aquesta disminucié en els nivells de GAD67 en inhibir a diferents
dosis la S6K de cultius de neurones corticals madurs (Fig.73). GAD67 és un
enzim especific de les interneurones gabaérgiques que catalitza la conversié
del glutamat a GABA, neurotransmissor inhibidor de les neurones piramidals.
Aquesta alteracio podria ser una consequéncia dels defectes migratoris, ja sigui
de les neurones piramidals o de les interneurones, com varen poder comprovar
en realitzar el knockout de TSC1 amb la consequent afectacié de Ieix
PI3BK/PDK1/mTORC1/S6K en cél-lules progenitores d’interneurones (Fu et al.,
2012). Indiferentment de quin sigui 'escenari, és segur que una alteracié de la
localitzacio i la consequent activitat de les interneurones gabaérgiques arriba a
comportar un trencament de la comunicacié amb les neurones piramidals que
es tradueix en una disminucié de les ones gamma cerebrals (Akbarian and
Huang, 2006; Sohal et al., 2009; Volman et al., 2011).
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Conductes bizarres proximes a alguns trastorns psiquiatrics en ratolins
PDK1™" Cre*

L’escenari fenotipic que presenta el model muri que expressa la proteina PDK1
amb el PIF-pocket mutat a sistema nervids central, és reproduible en diferents
malalties psiquiatriques com la depressid major, I'ASD, l'epilepsia o
'esquizofrenia. Entre els diferents perfils de pacients que presenten
esquizofrénia s’ha comprovat que presentaven nivells reduits de GAD67 en les
capes del cortex més superficials, sobretot a I'area equivalent al cortex cingulat
de ratoli en humans, el cortex prefrontal (Lewis et al., 2005; Curley and Lewis,
2012). També solen presentar mutacions o alterada I'activitat de diferents
proteines implicades en l'estabilitzacié dels microtubuls, fet associat als
processos de diferenciacié neuronal i sinaptogenesi, i on la seva desregulacié
impedeix la migracié d’aquestes poblacions tant representativa dels casos
d’esquizofrénia (Tomita et al., 2011; Glausier and Lewis, 2013). Entre aquestes
proteines trobem DISC1, NRG1, Erb3/4, Nde1 i GSK3 (Emamian et al., 2004;
Harrison and Weinberger, 2005; Fazzari et al., 2010; Kimura et al., 2015;
Okamoto et al., 2015), les quals es troben sota el control de la via de la
PI3K/PKB (Zheng et al., 2012).

La semblanga dels resultats obtinguts en mostres de pacients que presentaven
la malaltia respecte el nostre model de ratoli, ens va portar a analitzar si
aquests defectes neuroquimics es traslladaven també en desordres cognitius i
de conducta. Per aix0 als diferents ratolins s€’ls va aplicar una bateria genérica
de tests per valorar globalment si presentaven algun trastorn de comportament.
Aquesta bateria d’experiments conductuals seguia els procediments SHIRPA
que es basen en 3 estadis d’experiments, on els dos primers permeten una
avaluacio fenotipica genérica del ratoli i en el tercer s’executen experiments
conductuals més concrets per obtenir una informacié més detallada i respondre
guestions, per exemple, associades a alteracions de la memoria i aprenentatge
o ansietat (Rogers et al., 1997). Els diferents tests convergien en qué els
ratolins PDK17 Cre* presentaven una reduccié en I'activitat exploratoria i una
falta de motivacié per realitzar els diferents experiments conductuals, que es

traslladava en paralitzacioé en I'experiment de I’'Open Field i en flotacio en el del

183



Discussio

Morris Water Maze (Fig.80). Aquest ultim experiment, al ser una prova que
genera estrés, ens mostrava que aquest ratolins presentaven una
hipersensibilitat davant d’aquest estimul, observable amb els resultats de
flotacio; alhora que permetia evidenciar un déficit tant en la memoria a curt com
a llarg pla¢. D’altra banda, malgrat presentar conductes bizarres davant de
'estimul de les diverses proves conductuals, que entenem com a moviments
repetits sense significat aparent que no es reprodueixen en el ratolins control,
no s’observaven conductes aversives o déficits en la socialitzacié dels ratolins
mutants respecte el control quan es trobaven a les seves gabies. Les dades
conductuals sobre la sensibilitat de les neurones glutamatérgiques les podriem
acabar de corroborar fisioldgicament mesurant la senyal despolaritzant de Ca**
en cultius de neurones corticals procedents dels corresponents genotips, i en el
cas que estigués afectada analitzariem, en cultius organotipics, si es
reprodueixen els processos de long term potentiation (LTP) i long term
depression (LTD) responent als corresponents estimuls d’alta i baixa
frequéncia. Si en ambdds experiments trobéssim desajustos passariem a
comprovar que fossin deguts a una reduccié del neurotransmissor GABA
associat a la reduccié de GAD67 observada en els nostres models, i per aixo
efectuariem una microdialisi de les regions histologicament alterades i
quantificariem per high-performance liquid chromatography (HPLC) els nivells
del neurotransmissor.

Per validar-lo com a model d’esquizofrénia, hauriem de realitzar experiments
conductuals més especifics per aquesta malaltia, com el prepulse inhibition
(PPi) per comprovar on es troba el llindar del sensorimotor gating. Aquest test
consisteix en observar la capacitat inhibitoria del sistema nervios central davant
d’'un sobresalt o startle quan préviament se I'’havia exposat a un estimul de
menor intensitat, a fi d’evitar una excés d’excitabilitat que comportaria la mort
neuronal per excés de glutamat (Braff and Geyer, 1990). D’altra banda hauriem
d’intentar forgar I’equilibri del sensorimotor gating a fi de comprovar el nivell de
sensibilitat de les neurones glutamatérgiques, induint la simptomatologia
positiva de la malaltia, com un brot psicotic, amb un agonista dels receptors
d’'NMDA com l'acid kainic o incrementant els nivells de dopamina amb

amfetamina; i observar si es reverteix a nivells dels control tractant amb algun
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neuroléptic especific del receptor de dopamina com [|'haloperidol o una
antipsicotic atipic que inhibeixi de forma especifica els receptors 5-HT2A sense
perjudicar els simptomes negatius i de memoria del ratoli (Beaulieu et al.,
2009).

L’afectacio de les interneurones gabaérgiques i la consequent sobreactivacié
de les vies neuronals glutamatergiques, ens va portar a pensar que obtindriem
uns resultats conductuals propers als simptomes positius de I'esquizofrénia,
com els brots psicotics, que en ratolins es traslladarien en un augment de
I'activitat locomotora dels ratolins PDK17 Cre* respecte als control, observables

en les actimetries o en un augment del nombre de rearings.

Contrariament, ens trobem que el nostre model muri que expressa la mutacid
del PIF-pocket de PDK1 a sistema nervids central, encaixaria més en un marc
simptomatic negatiu respecte els simptomes positius de la malaltia. Tenint en
compte que un excés de glutamat és toxic per les neurones i que la mutacié
s’expressa a nivell embrionari i per tant es troba sota paraigles de la plasticitat
neuronal, ens fa pensar que podrien existir mecanismes compensatoris que
substituirien les disfuncions de les interneurones gabaérgiques. Un possible
candidat podrien ser els astrocits, ja que modulen I'excitabilitat de les neurones
glutamatérgiques a través de reciclar el glutamat extracel-lular a través dels
glutamat transporter-1 (GLT-1), on la seva abséncia provoca episodis epiléptics
conduint a la mort del ratoli (Tanaka et al., 1997). A més a més, els astrocits
presenten receptors i transportadors de GABA que els permeten la
comunicacid6 amb les interneurones; aixi com també alliberar aquest
neurotransmissor a fi d’inhibir les neurones piramidals de les capes superiors
dels cortex prefrontal, on es troben les estructures anomenades barrels,
corresponents a les regions histoldgicament afectades per la mutacioé del PIF-
pocket de PDK1 i en els diferents models d’esquizofrenia (Benedetti et al.,
2011; Meyer et al., 2011; Losi et al., 2014; Hanson et al., 2015).
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Rellevancia del model knockin de PDK1 a sistema nerviés central per la

comunitat cientifica.

La majoria de tractaments per I'esquizofrenia es focalitzen a evitar els episodis
psicotics perd tenen efectes negatius en la memoria i en I'atencié. Aquests es
troben entre els simptomes negatius de l'esquizofrenia, els quals so6n poc
estudiats i no hi ha farmacs efectius o especifics per millorar aquesta altra cara
de la malaltia. Per aixd unicament es continuen administrant antidepressius
com els selective serotonin reuptake inhibidor (SSRI) (Lewis and Moghaddam,
2006; Beaulieu et al., 2009). Aixo és degut en part a que la majoria de models
murins que s’usen per estudiar la malaltia son models que emulen el
simptomes positius 0 de psicosi perd n’hi ha pocs que siguin validats com a
models de simptomes negatius de I'esquizofrenia (Miyamoto and Nitta, 2014).
El fet que la majoria de models de simptomes positius d’esquizofrenia,
caracteritzats per I'hiperactivitat i la psicosi, es trobin associats a una reduccio
de l'activacié de PKB i la seva capacitat d’'inhibir GSK3 (Prickaerts et al., 2006;
Ackermann et al., 2010), ens convida a pensar que els ratolins que expressen
la mutacié del PIF-pocket de PDK1 a sistema nervids central podrien respondre
a una simptomatologia negativa, caracteritzada per episodis depressius i amb
deficits cognitius, associada a la disfuncié de les quinases dependents d’aquest
domini de PDK1 i independent de PKB.

Aquest escenari ens permetria presentar el nostre model com un bon
paradigma d’estudi tant de desordres en el desenvolupament neuronal com de
conducta, a fi de comprendre millor el funcionament de diferents trastorns
psiquiatrics en humans com n’és el cas de I'esquizofrenia i poder desenvolupar

farmacs més especifics per pal-liar la simptomatologia de la malaltia.
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Conclusions

L’estratégia del minigene dirigeix I'expressid de la mutacio L155E de
PDK1 a sistema nerviés central. Aixd6 permet superar parcialment la
letalitat embrionaria del ratoli knockin total de PDK1, ja que els ratolins
mutants mostren una reduccié en la frequéncia mendeliana durant el
desenvolupament, i presenten microcefalia associada a una reduccio del

volum i del nombre de neurones.

Aquesta estratégia de transgénesi resulta en I'expressio de la proteina
mutant de PDK1 en ratolins PDK17 Cre’, suposadament associada a
processos relacionats amb la maduracié de 'ARN missatger, la qual
cosa permet la generacio per creuaments genétics de series al-léliques

de quantitats creixents de proteina mutant de PDK1.

La inhabilitacié del PIF-pocket de PDK1 evita el reconeixement del
docking site dels seus substrats i la consequent fosforilacié i activacio de
RSK, SGK i S6K, mentre que I'activacié de PKB resulta inalterada.

Les AGC quinases activables per mecanismes dependents del PIF-
pocket de PDK1 no resulten indispensables per la supervivéncia i la

viabilitat neuronal.

PKB i SGK mostren una sinérgia funcional en les respostes de
supervivéncia i viabilitat neuronals que resideix en la regulacio
diferencial d’'NDRG1 i FoxO.

PDK1 promou la polaritzacio i la diferenciacié neuronal a través de I'eix

mTORC1/S6K, pero de forma independent a I'expressio de les BRSKs.

Els defectes en el desenvolupament causats per la mutacié L155E de
PDK1 comporten molt possiblement una alteracié en la migracié de les
diferents poblacions de neurones corticals, resultant en un trencament
de la comunicacié entre les interneurones gabaergiques i les neurones
glutamatérgiques presents en les capes superiors de diferents regions

del cortex.
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Conclusions

- Les AGC quinases dependents del PIF-pocket de PDK1, a través de les
regions fisiologicament afectades del cervell, modulen les respostes
davant I'estrés, aixi com els processos cognitius associats a la memoria

a curt termini.
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Interes cientific

El coneixement de la funcié de les diferents AGC quinases en les
diferents respostes cel-lulars ha de permetre I'estudi d’aproximacions
farmacologiques més especifiques per totes aquelles malalties

associades a alteracions en la via de la PI3K.

El ratoli knockin condicional L155E de PDK1 esdevé un bon model

d’estudi del desenvolupament neuronal dependent de la via de la PI3K.

Si arribem a establir, amb els experiments corresponents, el ratoli
knockin condicional L155E de PDK1 com un model d’esquizofrénia,
aquest esdevindra un dels pocs models pels simptomes cognitius i
negatius de la malaltia. Aixd ha de permetre I'estudi de farmacs
especifics per aquesta part de la simptomatologia, que es veu de fet
agreujada amb els tractaments actuals, adrecats a combatre els

simptomes positius.
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