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MAPK
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Mitogen-activated protein kinase

Myocyte enhancer factor 2

Mice Phrenic Nerve hemidiaphragm
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Mammalian target of rapamycin complex 1

Mammalian target of rapamycin complex 2
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide
Receptores nicotinicos de acetilcolina

p75NTR
Acido N-acetilneuraminico
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Nerve growth factor

N-methyl-D-aspartate receptor
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Neuregulin 1
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Phospholipase C y-1
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PhosphoTyrosine Binding Motif
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Receptor-interacting protein 2

Ribosomal protein S6 kinase

Sphingosine-1-phosphate

Stress-Activated Protein Kinase
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sv2 Synaptic vesicle protein 2
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TRAF Tumour necrosis factor receptor-associated factor
Trk Tropomyosin-related kinase receptor

VAChT Transportador vesicular de acetilcolina

VAMP Vesicle-Associated Membrane Protein
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a-BTx a-bungarotoxina
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RESUMEN

RESUMEN

La toxina tetdnica (TeNT) es una potente neurotoxina clostridial causante de la enfermedad del
tétanos. Actua en el sistema nervioso periférico y central bloqueando la neurotransmisidn inhibitoria
y causando una pardlisis espastica del musculo. Su extrema neuroespecificidad viene determinada
por la interaccién de su dominio carboxilo terminal (Hc-TeNT) con las membranas neuronales
mediante un mecanismo de receptor dual. Primeramente interacciona con los polisialoganglidsidos,
presentes en gran cantidad en la membrana plasmatica, y en segundo lugar con un receptor proteico
de alta afinidad que permite su endocitosis en la neurona. Aunque aun se desconoce cual es este
receptor proteico, se ha descrito que la TeNT comparte la misma ruta endocitica que las
neurotrofinas y sus receptores. Las neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que
regulan el desarrollo, el mantenimiento y la funcién del sistema nervioso. La interaccidn con sus
receptores Trk (TrkA, TrkBy TrkC) y p75""" desencadena la activacidn de diversas vias de sefializacién
como la via PI3K/Akt, la Ras/MAPK y la PLCy/PKC, que derivan en la induccién de la supervivencia
neuronal y la diferenciacién. El Hc-TeNT es capaz de activar a estos receptores de neurotrofinas, asi
como a las vias de sefalizacion dependientes de ellos, provocando un efecto neuroprotector en
distintos modelos celulares sometidos a estrés.

Basandonos en estas premisas proponemos que la TeNT podria actuar sobre las neuronas
mimetizando a las neurotrofinas, uniéndose a sus receptores y aprovechando su maquinaria de
transporte retroaxonal para su proceso infectivo. En este trabajo se presentan evidencias que
identifican al receptor TrkB como receptor proteico para la TeNT. El Hc-TeNT es capaz de unirse a un
péptido derivado de un dominio extracelular de TrkB y de inducir la fosforilacion de éste receptor,
propiedades que parecen debilitarse al mutar tres residuos de Hc-TeNT en la zona de unidn tedrica.
También compite con su agonista nativo por la unién a membranas neuronales y por la
internalizacidn junto a TrkB. Ambas moléculas ademas localizan conjuntamente in vivo en las uniones
neuromusculares y en las motoneuronas.

Centrandonos en el efecto neuroprotector observado en Hc-TeNT, nos proponemos también estudiar
la respuesta de la célula frente al tratamiento con neurotrofinas y con Hc-TeNT después de un
estimulo apoptotico, para determinar qué receptores participan, qué vias de sefializacion se activan y
la implicacion de la esfingomielinasa neutra (nSMasa) en el proceso. La nSMasa es activada por el

NTR e hidroliza la esfingomielina presente en las membranas generando ceramida, que

receptor p75
actla como segundo mensajero interviniendo en procesos tan dispares como la apoptosis o la
supervivencia. Se ha observado que las neurotrofinas promueven la viabilidad celular actuando a
través de los receptores Trk, de forma dependiente de los niveles basales de nSMasa pero no

mediante el incremento de la actividad de ésta.

La capacidad del Hc-TeNT de pasar del SNP hasta el SNC mediante saltos transinapticos, asi como sus
propiedades neuroprotectoras, son caracteristicas de gran interés que podrian ser aplicadas en el
desarrollo y la administracién de farmacos al SNC.
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1. LAS TOXINAS CLOSTRIDIALES

Las toxinas clostridiales (Clostridium Neurotoxins, CNTs) son un grupo de holoproteinas sintetizadas
por bacterias del género Clostridium sp. Estas bacterias son bacilos gram-positivos, anaerdbicos y
formadores de esporas. Dentro de este grupo de toxinas se engloban por un lado la toxina tetdnica
(Tetanus Neurotoxin, TeNT), sintetizada por C. tetani, y por otro lado la toxina botulinica (Botulinum
Neurotoxin, BoNT), sintetizada por algunas cepas de C. botulinum, C. barati y C. butirycum, y que se
presenta en siete serotipos diferentes designados de la A a la G (BoNT/A-G) (Grumelli et al., 2005).
Ambas son unas de las neurotoxinas mds potentes conocidas que afectan tanto al sistema nervioso
central (SNC) como al sistema nervioso periférico (SNP), pudiendo llegar a actuar a dosis inferiores a
1 ng/kg de peso corporal en ratén (Gill, 1982).

La toxina tetdnica y las botulinicas son los agentes causantes de las enfermedades del tétanos y el
botulismo respectivamente. La sintomatologia tipica del tétanos consiste en que el paciente se ve
afectado por una paralisis espdstica, es decir, por una contraccidon sostenida de la musculatura,
acompanada de dolor en las extremidades, dolor de cabeza, rigidez y espasmos que pueden conducir
a una obstruccién laringea (Farrar et al., 2000). La enfermedad del botulismo en cambio, se
caracteriza por que los pacientes afectados presentan una pardlisis flacida de la musculatura, y la
sintomatologia incluye cansancio, debilidad muscular, problemas de visién y dificultad para hablar
Ambas enfermedades pueden llegar a provocar la muerte del paciente usualmente por parada
respiratoria. Aunque existe una vacuna para su prevencion, el tétanos sigue siendo responsable de
cientos de miles de muertes al ano en paises subdesarrollados donde la vacunacién no es habitual
(Hassel, 2013).

Las CNTs comparten unas propiedades funcionales y una estructura molecular muy similares,
presentando una elevada homologia tanto en su composicidon en subunidades como en su secuencia
aminoacidica (65 % homologia de secuencia y 35 % de identidad) (Lacy and Stevens, 1999). A nivel
funcional son metaloproteasas especificas que proteolizan diferentes proteinas integrantes del
complejo SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Protein Receptor) (Binz and
Rummel, 2009). El complejo SNARE se encarga de la fusidn de las vesiculas sindpticas contenidas en la
neurona con la membrana presindptica, permitiendo asi la liberacién del contenido vesicular en la
sinapsis. El complejo estd compuesto por diversas proteinas presentes tanto en la membrana de las
vesiculas de transporte (v-SNARE) como en la membrana presinaptica (t-SNARE). La interaccidén entre
estas proteinas proporciona la fuerza motriz necesaria para acercar las dos membranas y permitir su
fusion. (Jahn and Scheller, 2006; Siidhof, 2013). En la Figura 1 se comenta de forma esquematica el
proceso de fusion vesicular durante la liberacién de los neurotransmisores. Por lo tanto, la escision de
las proteinas SNAREs por efecto de las CNTs, resulta en la inhibicidn de la liberacion en la sinapsis de
los neurotransmisores contenidos en las vesiculas. Cada tipo de toxina y cada serotipo actuan sobre
distintas proteinas clave en este proceso. Asi, en el caso de la TeNT y los serotipos B, D, Fy G de
BoNT, actuan hidrolizando la proteina VAMP-1 y VAMP-2 (Vesicle-Associated Membrane Protein,
también denominada sinaptobrevina), proteolizandola cada una por un enlace peptidico especifico;
excepto la TeNT y la BoNT/B que lo hacen entre los mismos residuos (GIn76 - Phe77). Las BoNT/Ay E
proteolizan la SNAP-25 (Synaptosomal-Associated Protein of 25 kDa) por un enlace diferente cada
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una, y la BoNT/C es capaz de hidrolizar tanto la sintaxina-1 como también la SNAP-25 (Schiavo et al.,
1992, 199343, 1993b, 1993c, 1995; Blasi et al., 1993; Binz et al., 1994; Yamasaki et al., 1994).
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Figura 1. Mecanismo de accion del complejo SNARE en el ciclo de fusion de las vesiculas presinapticas con la
membrana plasmatica.

El ciclo se inicia con el proceso de priming, cuando la VAMP presente en la membrana de la vesicula interacciona
con las proteinas t-SNARE sintaxina-1 y SNAP-25. La proteina Munc-18 presente en la membrana plasmatica
interacciona entonces con la sintaxina-1 y provoca un cambio en la estructura de ésta, que pasa a adoptar una
conformacion “abierta”. La complexina se une también al complejo incrementando su priming. A continuacién la
unién de Ca* a la sinaptotagmina presente en la vesicula, provoca su interaccién con el complejo SNARE vy los
fosfolipidos de la membrana, desencadenando asi la apertura del poro. Tras la apertura del poro, los complejos
SNARE son desensamblados por las ATPasas NSF y SNAP. Modificacion de Sudhof, 2013.

Existen varias isoformas de VAMP, pero las principales son VAMP-1 y VAMP-2 que son esenciales para
la neurotransmisién. Debido a mutaciones en el sitio de corte y/o los sitios de reconocimiento de
estas proteinas, algunas isoformas no son proteolizadas por la TeNT. Este hecho contribuye a explicar
la resistencia de algunas especies animales al tétanos (Galli et al., 1998). En la Figura 2 se puede
observar la protedlisis de las distintas proteinas vesiculares por parte de TeNT y de las diferentes
BoNT.
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1.1. Mecanismo infectivo de las toxinas clostridiales

El mecanismo infectivo que siguen todas las CNTs se puede dividir en cuatro etapas principales tal
como se ilustra en la Figura 2 (Calvo et al.,, 2012). En la primera etapa, la bacteria entra en el
organismo huésped, libera la toxina y ésta difunde por el flujo sanguineo hasta alcanzar las uniones
neuromusculares, donde se une con una alta especificidad a las membranas presindpticas de las
motoneuronas que inervan el musculo. En un segundo paso, la toxina unida a la membrana se
internaliza en vesiculas endociticas dentro de la motoneurona. Una vez alcanzado su destino dentro
de la neurona, la toxina sale de la vesicula donde ha sido endocitada para liberarse en el citoplasma
neuronal. Esta tercera etapa esta propiciada por la accion de la H" ATPasa vacuolar (vATPasa) que
acidifica el lumen vesicular (Bohnert and Schiavo, 2005). Esta acidificacion induce un cambio
conformacional en la toxina, permitiendo la formacién de un poro en la membrana vesicular a través
del cual la regidon de la toxina con capacidad catalitica serd translocada al citosol. Finalmente, la
ultima etapa del proceso de infeccién consiste en el reconocimiento y posterior hidrodlisis por parte de
la toxina de su sustrato especifico. Esto lleva a la disrupcion del mecanismo de fusién de vesiculas a la
membrana presinaptica, impidiéndose asi la liberacidn de los neurotransmisores contenidos en estas
vesiculas al espacio intersindptico.
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Figura 2. Mecanismo de accion de las CNTs.
Las etapas principales en la infeccidn son: (1) unién de las CNTs a la membrana en los terminales nerviosos, (2)

internalizacion en vesiculas endociticas, (3) acidificacion del lumen vesicular y translocacion de la toxina al citosol,
y (4) protedlisis de determinadas proteinas del complejo SNARE e inhibicion de la liberacion de neurotransmisores.
Extraido de Lalli et al., 2003.

Tal como se ha comentado, estas etapas generales del proceso infectivo son compartidas por todas
las CNTs, ejerciendo todas ellas su accidn proteolitica sobre el mismo tipo de sustratos intracelulares
e infectando al mismo tipo de neuronas. La diferencia entre la toxina tetanica y las botulinicas viene
determinada por el tipo neuronal donde llevan a cabo su actividad catalitica, debido a que una vez
endocitadas en los terminales presindpticos de las motoneuronas, la TeNT y las BoNTs son destinadas
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a diferentes vias de transporte intracelular. Mientras que la toxina botulinica permanece en el SNP,
en los terminales presinapticos de las motoneuronas, la toxina tetanica posee la capacidad de llegar
hasta el SNC por transporte retrégrado hasta el soma de la motoneurona, y desde alli realizar un salto
transinaptico hasta las interneuronas inhibitorias de la medula espinal, donde serd internalizada de
nuevo y finalmente realizara su accion catalitica (Figura 3) (Simpson, 1986; Lalli et al., 1999).

ER Figura 3. Proceso de infeccion de las toxinas
TRREeeSE tetanica y botulinica.
O packets La TeNT (en verde) y la BoNT (en lila) se unen a

Inhibitory
interneurcn

los terminales nerviosos de las motoneuronas en
las uniones neuromusculares. Ambas se
internalizan en la motoneurona en vesiculas
endociticas sin embargo, mientras que la BoNT
permanece en los terminales nerviosos
efectuando su accién a nivel de unidén
neuromuscular, la TeNT es transportada
retroaxonalemente hasta el soma de |Ia
motoneurona, desde donde es liberada a las
sinapsis  inhibitorias y  recaptada por
interneuronas. De esta manera mientras que la
BoNT inhibe la liberacién de ACh al musculo
impidiendo asi la contraccion muscular, la TeNT
impide la liberacion de neurotransmisores
inhibitorios desde las interneuronas,
iteraled manteniendo asi una activacién constante de la
Sctroloun motoneurona y una liberacion de ACh
continuada al mdsculo, que permanece
continuamente contraido. Extraido de Lalli et al.,
2003.

Neuromuscular
junction

BoNTs

En condiciones fisiolégicas normales, la transmision sindptica en la unién neuromuscular (NMJ,
neuromuscular junction) comienza con la transmisidon por parte de las a-motoneuronas de un
potencial de accidén a lo largo de su axén que llega a los terminales presindpticos. Esto origina la
apertura de los canales de Ca** dependientes de voltaje y la entrada de Ca** a la célula. Los iones Ca**
se unen a la sinaptotagmina presente en las membranas de las vesiculas sindpticas y permiten la
fusion de éstas con la membrana plasmatica. La acetilcolina (ACh) contenida en las vesiculas es
liberada en la sinapsis neuromuscular y captada por los receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) presentes en la membrana del musculo. Estos receptores son ionotrdpicos, de manera que
al unirse su ligando se abre el canal idnico permitiendo la entrada de iones Na* a la célula muscular,
causando su despolarizacidon. Esta despolarizacién desencadena una cascada en la que estan
involucradas la liberacion de Ca** desde el reticulo sarcoplasmético y la unién de la miosina a la
actina, que acaba resultando en la contraccidon del musculo. En condiciones patoldgicas, la toxina
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botulinica permanece en los terminales presindpticos de las motoneuronas, interrumpiendo el trafico
vesicular y afectando la liberacidon de ACh en la unidon neuromuscular (Schiavo et al., 1992; Blasi et al.,
1993). Como consecuencia, impide que el musculo reciba el impulso excitatorio, quedando en el
estado de flacidez caracteristico de la infeccion con BoNT. Por el contrario, la toxina tetanica, una vez
internalizada, posee la capacidad de transportarse retroaxonalmente hasta el soma de Ia
motoneurona. Desde alli puede realizar un salto transinaptico hasta las interneuronas inhibitorias
(GABAergicas y glicinérgicas) que inervan las a-motoneuronas regulando su actividad. En estas
interneuronas la TeNT es endocitada de nuevo, y es aqui donde lleva a cabo su accién tdxica.
Proteoliza la VAMP presente en las vesiculas sinapticas de las interneuronas bloqueando asi la fusidon
de éstas con la membrana, e impidiendo la liberacidn a la sinapsis de los neurotransmisores
inhibitorios contenidos en ellas (principalmente glicina y GABA [4cido y-aminobutirico]). Al no recibir
los estimulos inhibitorios, las a-motoneuronas se mantienen permanentemente activadas, liberando
continuadamente ACh al musculo y produciendo asi una contraccion sostenida de éste (Montecucco
and Schiavo, 1994).

El mecanismo de transcitosis de la TeNT, por el cual ésta pasa de las motoneuronas a las
interneuronas, estd aun poco caracterizado. Aunque existen varios trabajos en los que tras una
inyeccion de TeNT la localizan en interneuronas inhibitorias como las células de Renshaw o las
interneuronas la, este proceso debe ser estudiado en mayor profundidad (Dumas et al., 1979; Schwab
et al., 1979; Evinger and Erichsen, 1986; Fishman and Carrigan, 1987; Meckler et al., 1990; Cabot et
al., 1991; Ligorio et al., 2000). Aun no se conoce por qué via la TeNT es transportada retrogradamente
ni los mecanismos celulares involucrados en la liberacién postsinaptica de la toxina, asi como
tampoco los receptores que permiten su recaptacion por parte de las interneuronas.
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2. LA TOXINA TETANICA
2.1. Estructura molecular de la TeNT

En este apartado se comentard concretamente la estructura molecular de la TeNT, pero en general
puede aplicarse a los diferentes serotipos de BoNT ya que todas ellas comparten una estructura en
subdominios muy similar.

HOOC

Figura 4. Estructura tridimensional y composicion en dominios de las CNTs.
En el extremo N-terminal se encuentra la cadena L (rojo) (50 KDa) con actividad metaloproteasa y unida a la
cadena pesada H (100 KDa) mediante puentes disfulfuro. La cadena pesada se encuentra dividida en los dominios
Hy (verde) y H.(azul), encargados de la internalizacion y de la unidn, respectivamente. La estructura cristalizada
mostrada corresponde a la BoNT/B. Extraido de Brunger and Rummel, 2009.

La toxina tetanica es sintetizada por la bacteria en forma de una sola cadena polipeptidica de 150 kDa
que, al ser procesada post-transduccionalmente por proteasas propias de la bacteria o de la célula
huésped, da lugar a dos cadenas polipeptidicas. Por un lado una cadena de 50 kDa en el extremo
amino-terminal (N-terminal) designada como cadena L (light chain, L-TeNT), y por otro una cadena H
(heavy chain, H-TeNT) de 100 kDa en el extremo carboxilo-terminal (C-terminal). Ambas cadenas se
encuentran unidas por un puente disulfuro que conecta la C438 de la cadena L con la C466 de la
cadena H, asi como por enlaces no covalentes (Krieglstein et al., 1990). Las dos cadenas se pueden
subdividir en tres dominios estructural y funcionalmente diferenciados, ilustrados en la Figura 4. Por
una parte la cadena L comprende del residuo 1 hasta el 457 (Eisell et al., 1986) y contiene el dominio
catalitico de la toxina, que ejerce una actividad metaloproteasa dependiente de Zn** muy especifica
(Schiavo et al., 2000). Por otra parte la cadena H se subdivide en los dominios Hy (Hy-TeNT), situado
en el extremo N-terminal, y el dominio H¢ en el extremo C-terminal (H.-TeNT), con 50 kDa cada uno.
El dominio Hy engloba de los residuos 458 al 864 de la proteina y es el dominio que permite la
translocacién de la cadena L a través de la membrana endosomal hacia el lumen celular. EI dominio
Hc es el dominio encargado de la unidn especifica a las membranas neuronales y la posterior
internalizaciéon de la toxina, y comprende los residuos del 865 al 1315 (Emsley et al.,, 2000). A
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continuacién se comentan mas detalladamente las funcionalidades y propiedades de estos tres
dominios.

Dominio Hc-TeNT

La estructura cristalizada del dominio H.-TeNT (Figura 5) revela que estd compuesto por dos
subdominios, de 25 kDa cada uno de ellos, designados como Hey-TeNT y Hee-TeNT (Brunger and
Rummel, 2009). El subdominio H¢y (residuos 865—-1110), denominado asi por encontrarse en el
extremo N-terminal, se compone estructuralmente de 16 ldminas-B y 4 hélices-a dispuestas en un
motivo jelly roll, muy similar al de las proteinas de unién a carbohidratos de la familia de las lectinas
de las leguminosas (Umland et al.,, 1997; Lacy and Stevens, 1999). Sin embargo, a pesar de su
estructura, no se ha observado que este fragmento esté implicado en la unién a carbohidratos, y su
funcién es aln desconocida. Se ha sugerido que podria actuar como un fragmento rigido espaciador
entre los dominios Hy-TeNT y Hc-TeNT y estar involucrado en el proceso de translocacion de la
cadena L.

B-trefoil

Figura 5. Estructura tridimensional del dominio Hc-TeNT.
En la zona N-terminal se encuentra el subdominio

Hen-TeNT, compuesto por un motivo jelly roll. En la parte
jelly-roll C-terminal estd el subdominio Hcc-TeNT, constituido por
un motivo estructural B-trefoil, y que contiene los dos
sitios de unidn a ganglidsidos. Extraido de Fotinou et al.,
2001.

El subdominio H¢e (residuos 1111-1315) estd en el extremo C-terminal y presenta una estructura
B-trefoil (Umland et al., 1997). Este subdominio presenta dos sitios de unién a gangliésidos, que seran
comentados en profundidad mas adelante, y las caracteristicas necesarias para el reconocimiento de
la célula diana y su internalizacidon. Estudios realizados mediante deleciones hechas sobre la secuencia
de Hcc-TeNT demuestran que este subdominio aislado presenta mayor eficiencia que el Hc-TeNT
entero en unirse a las células neuronales (Halpern and Loftus, 1993).

Dominio Hy-TeNT

El dominio Hy-TeNT tiene la capacidad de generar un canal a través de la membrana vesicular que
permite la translocacién del L-TeNT desde la vesicula que lo contiene hasta el citosol de la neurona
diana. Destacan en su estructura dos hélices-a muy largas, de unos 11 nm de longitud y que serian las
responsables de la formacion de este canal de translocacién. El ambiente acidico del lumen vesicular
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(pH 5,3) elimina las interacciones electroestaticas entre el Hey-TeNT, el Hy-TeNT y la membrana,
permitiendo que el Hy-TeNT penetre en la membrana de la vesicula para formar un pequefio canal
(Galloux et al., 2008).

La formacion del canal se produce en 2 pasos secuenciales (Burns and Baldwin, 2014). En la primera
etapa la interaccién del He-TeNT con su receptor orienta el Hy-TeNT correctamente en acidificarse el
endosoma, y seguidamente, el pH 4cido en conjunto con los lipidos acidicos dentro de la membrana
generaran el cambio conformacional de Hy-TeNT necesario para la formacién del canal. A
continuacién se despliega parcialmente el L-TeNT para pasar a través del canal generado, se repliega
en el citosol y finalmente se libera del Hy-TeNT gracias a la reduccidn del puente disulfuro presente
entre estos dominios (Fischer and Montal, 2007). Sin embargo, la forma en la que la cadena L pasa a
través del poro no esta del todo elucidada. Una posibilidad seria que fuese necesaria la cooperacion
entre varias cadenas Hy-TeNT para formar canales mas grandes por los que pudiera pasar la cadena L.
Otra posibilidad es que la llamada regidn cinturén, un segmento de 54 aminoacidos en el extremo
N-terminal de Hy-TeNT que envuelve el dominio catalitico, actie como una chaperona asistiendo este
paso. Asi se facilitaria la exposicion de las hélices hidrofdbicas y su subsecuente insercién en la
membrana.

Dominio L-TeNT

Una vez reducido el puente disulfuro que la une al Hy-TeNT vy liberada en el citosol, la cadena L
funciona como una endopeptidasa dependiente de Zn** com una selectividad y especificidad de
sustrato muy elevada (Schiavo et al., 1990). Las secuencias aminoacidicas de las cadenas L de las
diferentes CNTs presentan una baja homologia excepto en la region central, donde se encuentra el
motivo de unién a Zn®* (HE-XX-H) (Jongeneel et al., 1989). En el caso de la TeNT, tal y como revela el
andlisis de su estructura (Breidenbach and Brunger, 2005; Rao et al., 2005), el 4tomo de Zn* del sitio
activo estd coordinado por los residuos H233 y H237, por una molécula de H,0 unida a los residuos
E234 y E271, y por la accion de la Y375. Esta Y375 estd altamente conservada en todas las CNTs e
incluso en el antrax, sugiriendo su posible participacion en la hidrélisis del enlace peptidico (Rossetto
et al., 2013). Esta hipdtesis viene respaldada por distintos estudios en los que se ha demostrado que
la sustitucién de los residuos Y375 y E271 (Rossetto et al., 2001), de los residuos Y375 y R372 (Blum et
al., 2014a), e incluso que la mutacién en el E234 (Ovsepian et al., 2015) provoca una pérdida total de
la actividad proteolitica de la toxina.

2.2. Mecanismo de union de la TeNT a las membranas neuronales

La toxina tetanica es capaz de unirse con una altisima especificidad y afinidad a los terminales
nerviosos de las uniones neuromusculares, y esta unidn especifica se debe Unicamente a la
interaccion de su dominio Hc-TeNT con las areas no mielinizadas de los terminales nerviosos
colinérgicos. En concreto, el H.-TeNT se asocia a unas regiones dentro de la membrana plasmatica
conocidas como lipid rafts, unos microdominios enriquecidos en esfingolipidos, colesterol y proteinas
ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPl) (Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored proteins)
(Herreros et al., 2001). Los lipid rafts estan implicados en distintos procesos intracelulares como la
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destinacion y distribucidon de las vesiculas endociticas, en el trafico vesicular hacia la membrana
apical, y en la sefalizacidn celular (Simons and Toomre, 2000). Dentro de los lipid rafts, la TeNT se une
especificamente a los gangliésidos presentes en la cara extracelular de las membranas neuronales.
Considerados como una clase de esfingolipidos, los ganglidsidos se encuentran en alto porcentaje en
las membranas neuronales y estan constituidos por una molécula de glicoesfingolipido (ceramida +
oligosacarido) unida a uno o mas residuos de acido sidlico, generalmente acido N-acetilneuraminico
(NeuAc) (Schnaar et al., 2014). Se encuentran predominantemente en el sistema nervioso, donde
constituyen un 6% de todos los fosfolipidos de membrana. Sus residuos de oligosacaridos y su
ubicuidad en la parte extracelular de la membrana les permiten funcionar como transductores de
sefial bioactivos (Calvo et al., 2012).

@Cer < Cer Key: @ Glucose [GalNAc
lGJcCer O Galactose € NeuAc

O@ Cer —> [JO@ Cer — OO @Cer —> er —>» er 0-series
LacCer GA2 GA1 cisGM1 GD1a
l (GM1b)

|
9.0&:‘—) E]?.Cer—)- OD?.Cer —> Cer a-series
JIG.M3 GM2 GM1 GD1a
Cer —> Cer—> Cer —» Cer —» Cer b-series
GD3 GD2 GD1b GT1b GQ1b

Major brain gangliosides

Figura 6. Estructura molecular y tipos de gangliésidos.
En la imagen se encuentran detallados los diferentes tipos de ganglidésidos y su composicién. La estructura basica

estd compuesta por una molécula de ceramida unida a glucosa y galactosa (lactosa), a la que se le pueden afiadir
varios residuos de dacido sidlico (NeuAc), y residuos de GalNAc (N-Acetylgalactosamine).Los ganglidsidos
mayormente expresados en SNC estan remarcados y son el GM1, GD1a, GD1b y GT1b. Extraido de Schnaar et al.,
2014.

La TeNT se une especificamente a los polisialogangliésidos o gangliésidos complejos (con mas de un
residuo NeuAc) de las series GD1b, GTlb y GQlb (con dos, tres y cuatro residuos NeuAc
respectivamente). Sin embargo, no puede unirse a GM1, serie compuesta por los gangliésidos con un
solo residuo de NeuAc (Emsley et al., 2000; Sinha et al., 2000). Del mismo modo se ha comprobado
que, de todas las uniones, la asociacion de la TeNT con GT1b es la mas fuerte y especifica (Conway et
al., 2006). Algunos autores han sugerido también que la interaccién entre la TeNT y los gangliésidos
provocaria cambios conformacionales en la toxina, aumentando el porcentaje de hélices-a, y que
llevarian a la formacién de macromoléculas de agregados en la membrana (Lazarovici et al., 1987).

El estudio mediante cristalografia de rayos X de la estructura cristalizada del fragmento Hc-TeNT
conjuntamente con lactosa, galactosa, N-acetilgalactosamina (GalNAc), acido sidlico y un analogo de
GT1b ha permitido detectar la presencia de 4 puntos de union a carbohidratos en la superficie de
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TeNT, separados por al menos 10 A entre ellos (Emsley et al., 2000; Sinha et al., 2000; Fotinou et al.,
2001).

El primer sitio de unidén se encuentra en las proximidades del residuo W1289, y recibe el nombre de
bolsillo W (W-pocket). Este sitio une una molécula de lactosa la cual interacciona con los residuos
D1222,T1270, S1287, Y1290 y G1300. Estd constituido por el motivo peptidico H....SXWY.....G, que se
encuentra conservado en todas las CNTs (Benson et al., 2011). También se ha observado que este
dominio presenta caracteristicas compartidas con otras toxinas proteicas tales como la ricina y la
toxina del célera (Binz and Rummel, 2009). Esta cavidad es esencial para la actividad biolédgica de la
toxina y la mutacion de varios de sus residuos provoca una disminucion de la unién de Hc-TeNT a
GT1b in vitro y a células PC12 diferenciadas (Louch et al., 2002; Chen et al., 2008, 2009). De igual
manera, se ha observado en ensayos de MPN (Mice Phrenic Nerve hemidiaphragm) que una Unica
mutacion en el residuo W1289 disminuye 350 veces la neurotoxicidad de Hc-TeNT (Rummel et al.,
2003).

El segundo sitio de unidn engloba el residuo R1226, por lo cual ha sido designado como bolsillo R (R-
pocket). En esta cavidad se une una molécula de acido sialico (N-acetylneuraminic acid, NeuNAc) que
interacciona con los residuos N1216, D1214, D1147 y Y1229 (Chen et al., 2008). Aunque la unidn de
un gangliésido a este bolsillo estd demostrada, seria posible que éste fuera posteriormente
substituido por una interaccidn directa con otras glicoproteinas ancladas a GPIl que contengan acidos
sidlicos (Herreros et al., 2000, 2001). La unidn descrita del tripéptido Tyr-Glu-Trp (YEW) a esta cavidad
y su capacidad de competir con una disialolactosa por este sitio, apoyan la teoria de que una
proteina, asi como un ganglidsido, podria unirse a este dominio (Jayaraman et al., 2005). El sitio de
unién a acido sialico es también esencial para el funcionamiento de la toxina, ya que la mutacién en
R1226 reduce 70 veces la actividad en un ensayo MPN (Rummel et al., 2003).

Los otros dos sitios de unidn adicionales fueron identificados en co-cristales con galactosa o
N-acetilgalactosamina (Emsley et al., 2000). Sin embargo, es poco probable que estos dos ultimos
sitios funcionen como bolsillos de unidn para los polisialogangliésidos debido a la falta de espacio
para la unién de un gangliésido completo o por un esqueleto de carbono demasiado flexible (Binz and
Rummel, 2009).

De forma similar a la TeNT, las BoNTs también se unen a las membranas neuronales mediante la
interaccion de su dominio H¢ con los ganglidsidos. De esta manera los serotipos A, B, Cy F de las
BoNTs se unen a los gangliésidos GT1b, GD1b y GD1a, mientras que la BoNT/E se une a GT1b y GT1a,
BoNT/D interacciona con la fosfatidiletanolamina (phosphatidylethanolamine, PE) y la BoNT/G
reconoce todos los ganglidsidos con aproximadamente la misma afinidad (Montal, 2010). A diferencia
de la TeNT, las BoNT/A, /B, /E, /F y /G solo presentan un sitio de unién a carbohidratos homdlogo al
bolsillo W de la TeNT, mientras que las BoNT/C y /D tienen dos bolsillos de unién (Rummel, 2013).
Aln no esta claro si el hecho de que la TeNT tenga dos sitios de unidn a gangliésidos es una
peculiaridad de esta toxina o si esta caracteristica esta relacionada con su capacidad de transporte
retroaxonal.
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Figura 7. Sitios de union a ganglidsidos en Hc-TeNT: R-pocket y W-pocket

En el centro de la imagen se muestra el modelo de unién propuesto para H.-TeNT en complejo con el gangliésido
GT2 y una lactosa. La estructura del H.-TeNT se encuentra coloreada en verde y los atomos del GT2 y la lactosa
estan coloreados en rojo, amarillo y azul. A la izquierda se puede observar una ampliacion de la unién del GT2 al
bolsillo R de la TeNT, con los residuos del H.-TeNT que participan en la interaccidn sefialados. A la derecha se
muestra una ampliacion del bolsillo W, con los residuos de H.-TeNT que estan interaccionando con la lactosa
anotados. Adaptado de Chen et al., 2009.

Postulaciéon del modelo de unién de receptor dual

Numerosos estudios demuestran la presencia necesaria de los gangliésidos en el proceso infectivo de
las CNTs. De este modo se ha descrito que la eliminacion de los residuos de acido sidlico presentes en
cultivos primarios de motoneuronas, mediante un tratamiento con neuraminidasa, reduce
drasticamente la potencia de la TeNT. En la misma direccién, el pretratamiento con ganglidsidos
exogenos en células que no presentan polisialogangliosidos complejos, las hace sensibles a TeNT
(Pierce et al., 1986; Williamson et al., 1999). Corroborando los experimentos anteriores, también se
ha descrito que ratones deficientes en GD3 sintasa, que solo expresan lactosa-ceramida, GM3, GM2,
GM1 y GD1a, son resistentes a TeNT (Kitamura et al., 2005). Todos estos resultados han permitido
demostrar que los polisialoganglidsidos complejos como GD1a, GD1b y GT1b tienen un papel crucial
en la unidn de las CNTs a las células neuronales. Sin embargo existen muchas otras evidencias que
demuestran que los polisialogangliésidos no pueden ser los Unicos receptores de la TeNT.

Se ha observado que hay una gran diferencia entre la afinidad de unién de la TeNT calculada in vivo
en sinaptosomas preparados a partir de tejido nervioso (1012 M) e in vitro en ensayos de interaccién
con gangliésidos (10° - 10% M) (Bakry et al., 1991; Janshoff et al., 1997). La observacién de la marcada
reduccion de TeNT unida a sinaptosomas de rata, o a lineas neuronales, previamente tratadas con
proteasas (Lazarovici and Yavin, 1986; Pierce et al., 1986), indicaria la posible intervencién de un
receptor proteico en este proceso. Esto explicaria también el hecho de que tanto la TeNT como BoNT,
se unen a la misma clase de ganglidsidos, pero una vez internalizadas en distintos tipos de vesiculas,
puedan tener diferente diana de accidn (Sinha et al., 2000).
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Para dar explicacion a todas estas discordancias se ha propuesto un modelo de receptor dual y que
involucraria dos pasos de unién secuenciales (Montecucco, 1986). Este modelo sugiere que la toxina
se uniria inicialmente a los abundantes polisialogangliésidos con una baja afinidad, acumuldndose de
este modo en zonas concretas de la membrana neuronal. Entonces la toxina unida al gangliésido
difundiria lateralmente por la membrana hasta poder acceder a un receptor proteico, mas
escasamente expresado, al que se unird con una alta afinidad y que propiciara el siguiente paso de
endocitosis de la toxina. Este movimiento lateral por la membrana podria involucrar a varias
proteinas glicosiladas que interaccionarian con los sitios de unién a carbohidratos del Hc-TeNT,
previamente ocupados por gangliésidos (Rummel et al., 2003).
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Figura 8. Modelo de receptor dual propuesto para las CNTs.

En la imagen se muestra la estructura de la BoNT/A en complejo con el gangliésido GT1b y la proteina SV2Cen la
membrana plasmatica. El GT1b y la SV2C se unen a la BoNT/A por sitios opuestos de su dominio C-terminal (en
verde). La regidn transmembrana de SV2C se muestra en gris y la parte extracelular que interacciona con BoNT/A
en azul. Extraido de Benoit et al., 2014.

No obstante algunos autores discrepan sobre la teoria de que la intervencién de un receptor proteico
sea necesaria para la unién e internalizacidn de la toxina. Algunos autores han descrito que la uniéon
de alta afinidad de la TeNT requiere de la interaccion simultdanea con dos moléculas de ganglidsido, y
que esta unidn simultanea es necesaria y suficiente para su entrada tanto en células neuronales como
en no neuronales (Chen et al.,, 2009). Esta hipdtesis viene apoyada por el hecho de que se ha
observado que la unién simultdnea a dos ganglidsidos presenta una afinidad mayor que la observada
para cada uno de los bolsillos de H.-TeNT individualmente, lo que sugiere que la unidn seria sinérgica
(Chen et al., 2008).
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Algunos autores cuestionan también que el dominio Hc-TeNT sea el Unico involucrado en el proceso
de unién de la toxina a las membranas, e indican que secuencias externas a este dominio podrian
intervenir en el proceso de unidn y transporte retroaxonal (Blum et al., 2014a; Ovsepian et al., 2015).

2.3. Unidn de las CNTs a receptores proteicos
2.3.1. Receptores proteicos descritos para BoNTs

El modelo de receptor dual ha quedado confirmado en el caso de las BoNTs, para las cuales se han
identificado varios receptores proteicos. Las BoNTs son endocitadas también en los terminales
sindpticos de las motoneuronas pero a través de un mecanismo distinto que la TeNT, lo que provoca
gue sean transportadas a lugares diferentes dentro de la célula causando asi los diferentes efectos de
ambas toxinas. Las BoNTs son internalizadas mediante un mecanismo de reciclaje de vesiculas
sindpticas dependiente de actividad (Montal, 2010; Blum et al., 2012). Este mecanismo se inicia
cuando un potencial de accidn en membrana induce la apertura de los canales de Ca**, permitiendo
su entrada en la célula. La alta concentracién intracelular de Ca®* estimula la exocitosis de las
vesiculas sindpticas y la liberacidén de sus neurotransmisores al espacio sinaptico. Durante el proceso
de fusion con la terminal sindptica, las proteinas presentes en las vesiculas quedan expuestas en la
cara extracelular de la membrana plasmatica unos breves momentos antes que vuelvan a endocitarse
para su reciclaje. Es en este momento cuando las BoNTs reconocen a estas proteinas de la vesicula
sindptica expuestas en la membrana, y se unen a ellas juntamente con los gangliésidos.

Las vesiculas sinapticas contienen basicamente dos clases de proteinas, las proteinas transportadoras,
involucradas en la internalizacién de los neurotransmisores, y las proteinas de trafico, que participan
en la exocitosis, la endocitosis y el reciclaje de las vesiculas. Dentro del primer grupo se encuentran
proteinas como la vATPasa, que es la bomba de protones que genera el potencial electroquimico que
permite la internalizacion del neurotransmisor, y por otro lado transportadores de neurotransmisores
y que los incorporan en la vesicula (ej. transportador vesicular de glutamato,...). Dentro del grupo de
proteinas de trafico se incluyen proteinas intrinsecas de membrana y proteinas del complejo SNARE,
tales como SV2, sinaptotagmina (Syt), sinaptofisina (Syp) o VAMP2 (Baldwin and Barbieri, 2009). Se ha
descrito que diferentes serotipos de las BONTs son capaces de reconocer especificamente algunas de
estas proteinas caracteristicas de las vesiculas sindpticas en la membrana, permitiendo su unién e
internalizacién dentro de la célula. Concretamente se han encontrado interacciones con las proteinas
sinaptotagmina (Syt) y SV2 y que se detallan a continuacién (Lam et al., 2015).

La Syt presenta dos isoformas principales (Sytl y Sytll), y ambas actian como sensores de calcio que
regulan la fusién de las vesiculas sinapticas con la membrana durante la exocitosis (Stdhof, 2002). La
BoNT/B y Syt son capaces de interaccionar in vitro (Nishiki et al., 1994, 1996; Kozaki et al., 1998) asi
como en cultivos de células neuronales (Dong et al., 2003), presentando la toxina una mayor afinidad
para Sytll. Estd descrito también que la BoNT/G puede interaccionar con las dos isoformas de Syt,
tanto in vitro como in vivo y con afinidades similares (Rummel et al., 2004). En ambos casos,
reconocen el dominio luminal N-terminal de la Sytl y Sytll.
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La SV2 es una glicoproteina transmembrana multidominio que presenta tres isoformas distintas:
SV2A, SV2B y SV2C. Estd demostrado que actlan como receptores proteicos para BoNT/A (Dong et
al., 2006; Mahrhold et al., 2006), BONT/E (Dong et al., 2008), BoNT/F (Chen et al., 2009; Fu et al.,
2009), y BoNT/D (Peng et al., 2011). SV2C es la isoforma que presenta mayor afinidad para BoNT/A
seguida de SV2A y SV2B, en cambio en el caso de BoNT/E presenta mayor afinidad por SV2A, y la
BoNT/D se une preferentemente a SV2B, seguido de SV2C y de SV2A (Brunger and Rummel, 2009).

En el caso de BoNT/A, se ha identificado también que puede unirse a otro receptor proteico: el
fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) (Jacky et al., 2013). El FGFR3 pertenece a la familia de los
receptores tirosina cinasa y actla como receptor para varios FGFs (Fibroblast Growth Factors). Se
compone de un dominio extracelular de unidn al ligando semejante al de inmunoglobulinas, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular tirosina cinasa. En unirse a sus ligandos, se
promueve la autofosforilacién en tirosinas de su dominio intracelular, inicidndose la activacion de
varias cascadas de sefalizacidon involucradas en proliferacién y diferenciacién celular. Se ha
demostrado que BoNT/A (mas concretamente su dominio H.) compite con los ligandos naturales de
FGFR3, promoviéndose autofosforilacion del receptor cuando se une a la toxina.

Por lo que se refiere al BoNT/C, hasta la fecha aldn no se ha descrito ningin otro receptor proteico
con el que se pueda interactuar. A continuacién se muestra una tabla resumen en la que se indican
los distintos tipos de receptores proteicos descritos hasta ahora para las diferentes BoNTs.

Toxina Receptor proteico

BoNT/A SV2C > SV2A > SV2B, FGFR3 Tabla 1. Receptores proteicos descritos
BoNT/B Sytl > Sytll para los diferentes serotipos de BoNTs.
Para cada serotipo de toxina botulinica se
BoNT/C ? . .
indican los  diferentes  receptores
BoNT/D SV2B > SV2C > SV2A proteicos que han sido descritos, asi
BoNT/E SV2A > SV2B como también por cuales presentan una
BoNT/F SV2 mayor afinidad.
BoNT/G Sytl ~ Sytll

2.3.2. Receptores proteicos descritos para TeNT

Para la TeNT se han descrito también algunas proteinas que interaccionan con ella en membrana,
aunque no se ha podido demostrar la implicacién de éstas en el proceso bioldgico de infeccidn de la
toxina. La habilidad Unica de la TeNT de viajar desde el SNP hasta el SNC ha hecho que la
determinacién de su receptor proteico sea un gran reto. La identificacion del receptor para la TeNT
conlleva la complicacién de que, con alta probabilidad, los receptores proteicos para TeNT en
interneuronas inhibitorias y en motoneuronas son distintas proteinas. El receptor de TeNT en
motoneuronas promueve su internalizacidon en compartimentos no acidicos para evitar la
translocacion de la cadena L, mientras que en interneuronas el receptor la dirige a vesiculas que se
acidifican, permitiendo que la toxina realice su accidn tdxica en el citosol de estas células.

La Thy-1 es una glicoproteina de 15 kDa presente en los lipid ratfs que se ha descrito se une al
dominio H.-TeNT en células PC12 diferenciadas con NGF y en motoneuronas de médula espinal
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(Herreros et al., 2000). Se ha descrito que puede estar implicada en varios procesos como el
crecimiento neuritico, potenciacidn a largo plazo (long-term potentiation), y en sefializaciéon del
receptor de células T. Sin embargo hay evidencias experimentales que indican que Thy-1 no es el
receptor de TeNT en neuronas, ya que neuronas de médula espinal aisladas de ratones deficientes en
Thy-1 presentan una sensibilidad a H.-TeNT similar a la de las mismas neuronas de los ratones
wild-type. Esto indicaria que aunque Thy-1 no sea un receptor esencial para TeNT, si podria ser que
interaccionara con ella mimetizando a los gangliésidos y permitiendo el movimiento lateral por la
membrana plasmatica (Herreros et al., 2001).

Otra proteina descrita como diana de TeNT es la SV2, cuya unién a algunos serotipos de BoNT ya se
ha comentado. Algunos autores han descrito que la TeNT entra en neuronas hipocampales y en
neuronas de médula espinal mediante un mecanismo de reciclaje de vesiculas sindpticas. Este
mecanismo es dependiente de actividad neuronal (despolarizacion de membrana) y de calcio en el
medio extracelular, y se da a través de una interaccion directa con SV2 de manera similar a como lo
hace BoNT/A (Matteoli et al., 1996; Yeh et al., 2010). De este modo se ha demostrado que TeNT ve
muy reducida su unién a neuronas doble KO para SV2A y SV2B, asi como que se da una competencia
por la union a SV2 entre TeNT y BoNT/E (Yeh et al., 2010). Los resultados de este trabajo indicarian
que SV2 no seria el receptor en motoneuronas sino que seria el receptor después del salto
transinaptico, en interneuronas; ya que entrando mediante este mecanismo, la TeNT se dirigiria a
vesiculas acidicas que promoverian la liberacidn de la cadena L al citosol. El hecho de que TeNT no se
una a SV2 en las motoneuronas y utilice otra ruta de entrada, se explicaria porque su receptor
proteico en estas células estaria mas expresado que SV2 o tendria mds afinidad de unién por la TeNT
en conjunto con los gangliésidos.

Recientemente se ha identificado también el nidégeno como un receptor de la TeNT. El nidégeno es
un componente de la membrana basal e interacciona con otras moléculas de la matriz como el
coldgeno VI, los proteoglicanos, la laminina y la fibronectina. La inhibiciéon de la interaccién entre
TeNT-nidégeno usando pequefios péptidos derivados del nidégeno o mediante knockout de esta
proteina impide la unién del TeNT a las neuronas y protege a los ratones de sus efectos téxicos. El
mecanismo propuesto por los autores es que el nidégeno actuaria concentrando la toxina en regiones
especializadas de la membrana presinaptica en las NMJ, donde se uniria también a los ganglidsidos.
El nidégeno también concentraria en estas zonas otras moléculas como las neurotrofinas para facilitar
su internalizacién vy clasificacion en organulos de transporte retroaxonal (Bercsenyi et al., 2014). En
estas regiones de membrana la TeNT podria interaccionar también con otros receptores de
membrana que se ha descrito interaccionan con los nidégenos.

2.4. Proceso de internalizacion de la TeNT en las neuronas

Una vez unida a sus receptores lipidicos y proteicos en la membrana neuronal, la TeNT pasa a la
siguiente etapa de su proceso infectivo y se endocita en la membrana presindptica de las
terminaciones de las motoneuronas. Existen diversos mecanismos de endocitosis en las células
neuronales. De todos ellos el mejor caracterizado es la endocitosis mediada por clatrina, pero existen
otros mecanismos independientes de clatrina como la endocitosis dependiente de caveolina, la
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fagocitosis, la macropinocitosis y la endocitosis masiva dependiente de actividad (en inglés, bulk
endocytosis). Todos estos mecanismos tienen un papel esencial en la fisiologia de la célula y se
encuentran altamente conservados en todos los tipos celulares. Es por esta razén que muchos
agentes patdgenos, virus y toxinas, incluyendo las CNTs, han adaptado sus mecanismos infectivos
para acceder a las células huéspedes aprovechando esta maquinaria endocitica. La toxina colérica
(CTx), por ejemplo, se une a los ganglidsidos GM1 presentes en los lipid rafts, y se internaliza a través
de una via independiente de clatrina en un tipo de endosomas distintos a los utilizados por la TeNT, y
gue son retroaxonalmente transportados hasta el reticulo endoplasmatico (Lencer and Tsai, 2003;
Roux et al.,, 2005). Otro ejemplo es la toxina shiga, que se une a través de su subunidad B al
glicoesfingolipido neutro de membrana Gb3 (globotriasylceramide), es endocitada en endosomas
tempranos y se transporta de forma retrégrada a través de la red trans-golgi hasta el lumen del
reticulo endoplasmatico (Ewers and Helenius, 2011).

Figura 9. Compartimentalizacidn intracelular del fragmento Hc-TeNT y de la toxina colérica.
El Hc-TeNT vy la toxina colérica (CTx) se inyectan intramuscularmente en el gastrocnemio de ratones adultos,

donde son internalizados en las NMJ y transportados retroaxonalmente hasta el soma de las motoneuronas que
inervan a este musculo. Se observa como ambas toxinas no coinciden en los mismos compartimentos
confirmando que siguen rutas de transporte distintas (Escala 20 um). Extraido de la tesis doctoral de M.
Herrando-Grabuosa.

La internalizacién de TeNT en motoneuronas se produce principalmente a través de un mecanismo
especializado dependiente de clatrina. Este tipo de endocitosis es una de las mas estudiadas. Se
produce en 4 etapas, la primera de las cuales es la movilizacién a ciertas zonas de la membrana de
determinados lipidos, como por ejemplo el fosfatidilinositol(4,5)bifosfato (PIP,), que serdn
posteriormente reconocidos por diversas proteinas adaptadoras y accesorias, como la AP2 (Adaptor
Protein 2) y las epsinas. En una segunda etapa, estas proteinas reclutadas inducen la curvatura de la
membrana haciéndola mas accesible a las moléculas de clatrina, propiciando asi la nucleacién de
éstas en zonas especificas de la membrana y formandose asi las depresiones recubiertas de clatrina.
Una vez estd formada la invaginacidn, la tercera etapa consiste en que la vesicula recubierta de
clatrina se escinde de la membrana gracias a la accidn de la dinamina, una GTPasa involucrada en la
remodelacidn de la membrana. Finalmente el recubrimiento de clatrina es eliminado por diversos
factores citoplasmaticos para dar paso a una vesicula no recubierta. Los adaptadores de clatrina se
ensamblan de una manera selectiva segun las proteinas transportadas en la vesicula, generando asi
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diferentes poblaciones de endosomas tempranos con diferentes destinos dentro de la célula (Saheki
and De Camilli, 2012; Kirchhausen et al., 2014).

En el caso de la TeNT, ésta ya unida a su complejo de receptores, se concentra en la membrana
neuronal en zonas de depresiones recubiertas de clatrina para ser endocitada. Aunque la TeNT
colocaliza con GD1b en la membrana, no se detecta este ganglidsido en las depresiones recubiertas
de clatrina, sino que se encuentra normalmente en los bordes de las invaginaciones. Esto sugiere que,
aunque son esenciales para su unién, los gangliésidos no permanecen unidos al Hc-TeNT durante el
proceso de internalizacién. Esta hipdtesis se ve reforzada por las lentas cinéticas de transporte
retrogrado descritas para gangliésidos in vivo, que no se corresponden con las rapidas velocidades
descritas para TeNT (Deinhardt et al., 2006a). También se ha descrito que la endocitosis de TeNT es
sensible a la disminucién de colesterol en la membrana (Herreros et al., 2001).
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Figura 10. Endocitosis mediada por clatrina
Esquema del proceso de endocitosis mediado por clatrina. En una primera etapa de nucleacion se movilizan

determinados lipidos a una zona de la membrana, que reclutan distintas proteinas adaptadoras como AP-2 o
AP180. En la segunda fase de maduracién las moléculas de clatrina se unen a las proteinas adaptadoras
provocando la curvatura de la membrana. La accién de la dinamina propicia la tercera fase de escisién de la
vesicula, y finalmente en la Ultima etapa se pierde el recubrimiento de clatrina. Extraido de Takei et al., 2001.

Mediante diversos constructos que interfieren con proteinas involucradas en distintos pasos del
mecanismo de endocitosis dependiente de clatrina se ha podido determinar la identidad de algunas
proteinas adaptadoras necesarias en el proceso de internalizacion de la TeNT. Se ha descrito que la
dinamina es necesaria en el proceso, asi como las proteinas adaptadoras AP180 y AP2, encargadas de
mediar el reclutamiento de clatrina en la membrana. Por el contrario la epsinal, una proteina
adaptadora que se une a receptores ubiquitinizados y los dirige hacia endosomas tardios y la via
lisosomal, no parece intervenir en el proceso (Deinhardt et al., 2006a).
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2.4.1. Internalizacion de TeNT mediante otros mecanismos de endocitosis

Durante su proceso infectivo natural, la toxina tetdnica se internaliza en dos tipos neuronales
diferentes, primero en motoneuronas a través de las uniones neuromusculares y mds tarde en
interneuronas inhibitorias mediante un mecanismo de transcitosis desde las motoneuronas. Tal como
se ha comentado, en cada uno de estos tipos neuronales la toxina se internaliza por diferentes
mecanismos, en distintos tipos de vesiculas, y sufre un destino determinado dentro de la célula. A
parte de la endocitosis mediada por clatrina, que es la via de entrada principal de la toxina en
motoneuronas, se ha descrito que la TeNT puede entrar en la célula por otros mecanismos como los
de recuperacion de vesiculas sindpticas en la membrana plasmdatica, comentados mas detalladamente
a continuacion.

Tal y como ya se ha comentado, la entrada de TeNT via reciclaje de vesiculas sinapticas ha sido
descrita en diversos tipos neuronales bajo diferentes condiciones (Matteoli et al., 1996; Yeh et al.,
2010). Las neuronas utilizan un mecanismo de endocitosis especial para regenerar las vesiculas
sindpticas pocos segundos después de que se fusionen con la membrana plasmatica para liberar los
neurotransmisores que contienen. Esta recuperacién puede producirse por diferentes vias, siendo la
mds importante la endocitosis mediada por clatrina que permite una recuperacién inmediata de las
vesiculas. Otro mecanismo descrito es el conocido como kiss-and-run, en el cual la vesicula exocitada
no se acaba de fusionar completamente con la membrana, solo lo suficiente para permitir crear un
poro por el que se libera su contenido al medio extracelular. Antes de que prosiga su fusién con la
membrana, la vesicula ya es de nuevo reciclada prdcticamente intacta. El hecho de que el poro de
fusidon creado sea demasiado pequefio y altamente selectivo hace imposible que sea esta la via de
entrada de la TeNT. El ultimo mecanismo descrito es el llamado endocitosis masiva, y es el menos
especifico. Ocurre bajo condiciones de alta actividad, como en la despolarizacién de la membrana,
durante la cual se recuperan grandes cantidades de membrana plasmdtica en forma de “cisternas”
qgue mas tarde formaran las vesiculas. De todos estos tres mecanismos, se cree que la TeNT
probablemente esté utilizando este uUltimo método para entrar en la via de reciclaje de vesiculas
sinapticas (Blum et al., 2014b).

Otros autores incluso defienden que la interaccion de la TeNT con dos ganglidsidos puede ser
suficiente para iniciar la endocitosis via curvatura de la membrana plasmatica descrita recientemente
para otros virus y toxinas (Chen et al., 2009).

2.4.2. Diferencias entre los mecanismos infectivos de BoNT y TeNT

Tal y como ya se ha comentado, tanto la TeNT como la BoNT son endocitadas en los terminales de las
motoneuronas pero cada una de ellas lo hace a través de un mecanismo distinto. La TeNT es
endocitada principalmente mediante un mecanismo dependiente de clatrina, mientras que las BoNTs
son internalizadas por un mecanismo de reciclaje de vesiculas sindpticas. Esto provoca que sean
transportadas a lugares diferentes dentro de la célula y que tengan diferentes efectos clinicos
(Montal, 2010; Blum et al., 2012). Aun se desconoce si esta diferencia en el trafico de TeNT y BoNT es
debida a su unidn especifica a diferentes receptores en la membrana, que las destinarian a diferentes
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compartimentos endociticos, o si es debida al reclutamiento en la vesicula de determinadas proteinas
gue la destinaran a un compartimento concreto tras la internalizacién.

Sin embargo varios autores apuntan a que los mecanismos de internalizacion utilizados por la TeNT y
las BoNT podrian no ser exclusivos. Se ha observado que el tratamiento con altas cantidades de TeNT
puede causar una paralisis flacida como la producida por las BoNT, y viceversa, altas concentraciones
de BoNT pueden provocar sintomas semejantes a los causados por la TeNT. En estos tratamientos a
altas concentraciones la TeNT estaria entrando en las NMJ mediante una via endocitica durante el
reciclaje de vesiculas sindpticas (Blum et al., 2012). El hecho de que este fendmeno solo se dé a
elevadas concentraciones indica que la toxina tiene baja afinidad por la via que lleva a esta paralisis
flacida aberrante. En el caso de los tratamientos con altas dosis de BoNT/A se ha observado que ésta
tiene capacidad de ser transportada retroaxonalmente en diferentes tipos neuronales (Antonucci et
al., 2008; Restani et al., 2012a) e incluso de realizar saltos transinapticos en el sistema visual (Restani
et al.,, 2011, 2012b). Todas estas observaciones implican que el sistema de entrada de las CNTs en las
neuronas podria estar basado en preferencias de unién y distintas afinidades a sus receptores (Blum
et al., 2014b).

2.5. Transporte retroaxonal de la TeNT

La TeNT se internaliza en diferentes tipos de vesiculas que se pueden dividir basicamente en dos
clases: vesiculas redondas, caracterizadas por un movimiento mas discontinuo y lento, y vesiculas
tubulares, que presentan un movimiento mas continuo y rapido. Estas vesiculas pueden estar
recubiertas o no de clatrina, y ser estacionarias u oscilatorias (Matteoli et al., 1996; Lalli and Schiavo,
2002; Lalli et al., 2003a; Roux et al., 2005). La velocidad de transporte de la Hc-TeNT en un cultivo
primario de motoneuronas embrionarias estd calculada entre 1-5 m/s, lo que la coloca dentro del
rango de velocidad adjudicado al transporte axonal rapido (Nakata et al., 1998; Goldstein and Yang,
2000; Kaether et al., 2000). Esta cifra se acerca a la velocidad registrada para Hc-TeNT in vivo en
nervio ciatico y en neuronas sensoriales (0,8-3,6 m/s) (Stoeckel et al., 1975; Bilsland et al., 2010),
siendo ésta Ultima ligeramente superior debido a la mielinizaciéon de los axones, o a su estado de
desarrollo mds avanzado.

Para el transporte de las vesiculas dentro de la célula es necesaria la intervencidon de proteinas
motoras que enlazan la vesicula a los filamentos del citoesqueleto y propician su movimiento a través
de éstos mediante el consumo de ATP. En células eucariotas existen 3 superfamilias de proteinas
motoras, las kinesinas, las dineinas y las miosinas. Las kinesinas y las dineinas transportan las
vesiculas sobre estructuras de microtubulos (MT), mientras que las miosinas dependen de una
estructura de F-actina (Stiess and Bradke, 2010). Los MT y los microfilamentos de actina son
estructuras altamente polarizadas que se extienden longitudinalmente dentro de la célula, con los MT
principalmente situados en los axones y dendritas y los filamentos de actina mas concentrados en las
regiones sindpticas. El transporte axonal rdpido depende de MT y ocurre tanto en direccidn
anterdgrada (del cuerpo celular hacia la periferia) como en direccién retrégrada (desde los extremos
de los axones hacia el soma), por medio de kinesinas y dineinas respectivamente (Hirokawa et al.,
2010). La miosina también participa en el transporte axonal en las proximidades de las regiones
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sindpticas o en las zonas donde la distribuciéon de los MT es menos uniforme (Langford, 2002). En
motoneuronas el transporte retroaxonal rapido requiere de una estrecha asociacion de los MT con los
microfilamentos de actina. El avance de las vesiculas que contienen TeNT a lo largo del axén requiere
participacién tanto de los MTs como de la F-actina, y por lo tanto necesita la coordinacion tanto de la
dineina y la kinesina citoplasmaticas como de la miosina Va. La dineina funciona como motor principal
propiciando el transporte retrogrado rapido mientras que las kinesinas intervienen en el movimiento
de las vesiculas oscilatorias y lentas (Lalli et al., 2003a). La miosina Va contribuiria permitiendo el
movimiento en las microfibras de F-actina durante la transicion de un MT a otro (Lalli et al., 2003b).

La TeNT se endocita en las motoneuronas utilizando la misma ruta de transporte axonal retrégrado
que utilizan las neurotrofinas y sus respectivos receptores para llegar desde los terminales sindpticos
hasta el soma neuronal. Se ha descrito una elevada colocalizacién entre Hc-TeNT, NGF y p75"™ (Lalli
and Schiavo, 2002), y también con BDNF y TrkB (Deinhardt et al., 2006b) en endosomas de transporte
retroaxonal tanto en cultivos primarios de motoneuronas como en neuronas de ganglios de raiz
dorsal (DRG), indicando asi una via comun de transporte.
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Figura 11. Transporte retrogrado axonal de los endosomas de sefializacion
Los endosomas de sefializacidon que contienen a los receptores con sus ligandos internalizados utilizan un motor de

dineina para desplazarse a lo largo de los microtubulos. La energia para el desplazamiento se consigue mediante la
hidrélisis de ATP, proporcionado por la GAPDH (glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase) localizada en los
endosomas. La conversion de Rab5 a Rab7 dirige al endosoma hacia la ruta de transporte axonal rapido. El
complejo receptor/neurotrofina permanece activo dentro del endosoma e interacciona con diferentes proteinas
adaptadoras (como Kidins/ARMS) para propagar la cascada de sefializacion en el transcurso de su recorrido.
Extraido de Schmieg et al., 2014.

Los mecanismos de transporte retroaxonal son muy importantes en las células del sistema nervioso y
especialmente en las motoneuronas, en las que los estimulos externos recibidos en la unién
neuromuscular deben ser rdpidamente transmitidos hasta el soma a través de su largo axén. Las

NTR

neurotrofinas y sus receptores, los Trk (Tropomyosin Receptor Kinase) y p75~ " (p75 Neurotrophin
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Receptor), los cuales seran descritos mas detalladamente en el capitulo 3 de la introduccidn, son uno
de los ejemplos mejor estudiados para este tipo de transporte retroaxonal rdpido. Las neurotrofinas
interaccionan con sus receptores en los terminales, se endocitan de forma dependiente de clatrina 'y
son dirigidas a un tipo de orgdnulo de transporte designado como endosoma de sefializacién. Estas
estructuras permiten que los complejos neurotrofina-receptor se mantengan activos mientras son
transportados, activando las vias de sefializacion que se derivan de ellos a su paso por el axén
mediante diferentes proteinas acopladas a la superficie del endosoma. Estos organulos entran en el
sistema de transporte retroaxonal rdpido para llegar hasta el nucleo, donde promueven fenémenos
de expresién génica que controlan la diferenciacién y la supervivencia en la mayoria de tipos
neuronales (Matusica and Coulson, 2014; Schmieg et al., 2014).

En este proceso, la accién secuencial de las proteinas Rab5 y Rab7 es esencial para dirigir la
endocitosis dependiente de clatrina hacia el transporte retroaxonal rapido (Rink et al., 2005). Ambas
proteinas, Rab5 y Rab7, son pequefias GTPasas que se acoplan a la superficie del endosoma. Las
proteinas Rab regulan procesos relacionados con el trafico de membranas a través de diversas
moléculas efectoras especificas para cada tipo de Rab. Existen mas de 70 tipos de Rab en mamifero
que intervienen en diferentes etapas de la formacién de la vesicula, el transporte de ésta y la fusidn
con otras vesiculas o membranas celulares (Bucci et al., 2014). La Rab5 controla las etapas iniciales de
los procesos de internalizacidn, incluyendo la endocitosis mediada por clatrina, la maduracién de las
vesiculas hacia endosomas tempranos y la posterior fusién de endosomas. La Rab7 en cambio, actta
en etapas mas avanzadas, regulando el transporte rapido de las vesiculas a lo largo del axén, desde
los endosomas tempranos a los tardios (Zerial and McBride, 2001; Pfeffer, 2012). El bloqueo de la
actividad de Rab7 lleva a un completo bloqueo del transporte retroaxonal de He-TeNT, lo que implica
un control estricto por parte de Rab7 de una etapa que precede o coincide con el reclutamiento de
transportadores a lo largo del citoesqueleto (Deinhardt et al., 2006b).

Esta relacion entre el transporte de la TeNT y las neurotrofinas esta respaldada por diversas
observaciones. Se ha demostrado que el BDNF incrementa la eficiencia de internalizacion de Hc-TeNT
en las NMJ de ratén de una manera dependiente de dosis. Ademas otras neurotrofinas como NT-4/5
tienen también efectos similares en la localizacién e internalizacién de la TeNT aunque con menos
potencia que el BDNF (Roux et al., 2006). También esta descrito que tanto la TeNT como el Hc-TeNT
son capaces de activar a los receptores Trk y a sus efectores downstream como ERK-1/2 (Extracellular
Signal-Regulated kinase %), Akt y PLCy-1 (Phospholipase C y-1) de manera dependiente de dosis (Gil et
al., 2000, 2001, 2003).

Otra caracteristica importante del proceso de endocitosis de la TeNT es que es capaz de eludir la via
de degradacién lisosomal. Las vesiculas en las que es internalizada en la motoneurona poseen un pH
neutro en el lumen (Lalli et al.,, 2003b; Bohnert and Schiavo, 2005), y esta caracteristica es muy
importante para el funcionamiento de la toxina, ya que un pH acidico en la vesicula promoveria la
liberacion de la cadena L en el citoplasma y la accidn tdxica se daria en la motoneurona. El hecho que
el pH del lumen vesicular sea neutro permite que la TeNT sea transportada intacta hasta el soma para
gue pueda realizar el salto transinaptico. Se ha descrito que es necesaria la presencia transitoria de la
vATPasa en las etapas iniciales del proceso de endocitosis para que la TeNT sea derivada hacia su ruta
de transporte retrégrado (Bohnert and Schiavo, 2005). En etapas mas avanzadas la vATPasa se separa
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de la vesicula y, como consecuencia, estos organulos presentan un pH neutro en el lumen, de manera
gue se protege la conformacidn nativa de las moléculas (Iabiles al acido) contenidas en la vesicula y se
estabilizan las interacciones entre receptores y ligandos. La baja capacidad degradativa del
compartimento estd acorde con la larga vida media que presenta el Hc-TeNT internalizado (unos 5-6
dias en cultivos primarios de motoneuronas) (Habig et al., 1986). Estas condiciones no acidicas dentro
de la vesicula permiten la interaccidn sostenida que mantienen en el lumen las neurotrofinas y sus

receptores (Bohnert and Schiavo, 2005) (Figura 12).
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Figura 12. Esquema del mecanismo de endocitosis y transporte retroaxonal para Hc-TeNT

El Hc-TeNT se une a un complejo lipido-proteina en la NMJ y se desplaza lateralmente hasta zonas de depresiones
recubiertas de clatrina, desprendiendose en este punto del gangliésido unido. Se internaliza via endocitosis
mediada por clatrina, dependiente de dinamina, AP-2 y AP180, pero no de epsina. Una vez endocitado, la vesicula
que lo contiene se desprende del recubrimiento de clatrina y es dirigida a una ruta de transporte retrégrado.
Primero en vesiculas estacionarias positivas para Rab5 que posteriormente progresan a vesiculas en movimiento
positivas para Rab7. Este proceso es lento, de aproximadamente 45 min. Las vesicuas positivas para Rab7 pueden
generar vesiculas de velocidad intermedia Rab7-positivas o vesiculas rapidas Rab7-negativas. La ruta de transporte
retroaxonal de Hc-TeNT es compratida por los receptores de neurotrofinas TrkB y p75NTR, asi como por sus
agonistas NGF y BDNF, aunque no esta descrito en que punto convergen ambas rutas. Adaptado de Deinhardt et

al., 2006.

2.6. Aplicaciones del Hc-TeNT en la neurociencia y la medicina

Hc-TeNT como trazador

La capacidad natural del Hc-TeNT de utilizar la maquinaria celular de transporte retroaxonal y de
saltar transinapticamente a neuronas de orden superior del SNC lo convierte en una herramienta
molecular muy util para la investigacion en neuroanatomia. Su utilizacion ha facilitado en gran
medida el estudio de diversos procesos neuronales como la endocitosis, la clasificacion de diversas
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proteinas en vesiculas endociticas, y el transporte retroaxonal tanto in vitro como in vivo. Para su uso
como trazador, el Hc-TeNT se conjuga quimica o genéticamente a una molécula marcadora
detectable mediante histoquimica o fluorescencia. Este Hc-TeNT marcado puede ser utilizado tanto
en forma de proteina recombinante o como plasmido no viral de DNA desnudo (naked DNA). En este
ultimo caso el plasmido se inyecta directamente en el tejido donde serd incorporado en las células,
transcrito como mRNA, traducido a proteina y secretado (Toivonen et al.,, 2010). Todas estas
caracteristicas hacen del Hc-TeNT un importante agente para neurografia en humanos gracias a su
administracién no invasiva y a su atoxicidad.

Hc-TeNT como vacuna contra el tétanos

El fragmento Hc-TeNT ha sido propuesto también como sustituto a la actual vacuna contra el tétanos
por sus propiedades antigénicas. Actualmente la vacuna contra el tétanos que se administra a la
poblacién estda basada en el toxoide tetdnico, una forma inactiva de la toxina, que al inyectarse
desencadena una inmunizaciéon activa. El toxoide se obtiene tratando la toxina tetdnica con
formaldehido para inactivarla y es muy inmunogénico (Schiavo et al., 2000). Sin embargo la induccidn
de una inmunidad protectora a largo plazo en los individuos requiere de multiples vacunaciones de
refuerzo a intervalos regulares. Ademas el proceso de produccion es complicado por la peligrosidad
que conlleva, y el tratamiento con formaldehido para su inactivacidon puede causar hipersensibilidad
(Johnston et al., 2009). El fragmento Hc-TeNT producido en forma de proteina recombinante induce
la produccién de anticuerpos protectores en animales inyectados mediante diversos sistemas de
suministro y rutas. El Hc-TeNT tendria claras ventajas sobre el toxoide como por ejemplo una
produccidn y caracterizacion mas facil, segura y homogénea (Qazi et al., 2006).

Hc-TeNT como vector de moléculas terapéuticas hasta SNC

El Hc-TeNT ha sido utilizado en numerosas ocasiones para producir constructos hibridos que
transporten otras proteinas “pasajeras” al SNC desde la periferia. El envio de sustancias terapéuticas
al cerebro o a médula espinal es a menudo problemdtica ya que muchas de estas moléculas son
demasiado grandes para atravesar la barrera hematoencefalica (Fishman et al., 2009; Toivonen et al.,
2010). Diversas moléculas se han fusionado a Hc-TeNT sin sufrir una pérdida de actividad bioldgica
aparente, lo que proporciona una valiosa herramienta terapéutica para luchar contra la
neurodegeneracion. Se ha demostrado que proteinas de incluso mas de 150 kDa pueden ser
transportadas conjuntamente con el Hc-TeNT y ser eficientemente internalizadas. Las proteinas de
fusidn o hibridas de Hc-TeNT muestran una internalizacién y transporte aumentados a motoneuronas
administrandolas de forma intramuscular o sistémica (Figueiredo et al., 1997; Francis et al., 2004a). La
capacidad de transcitosis del Hc-TeNT permite ademas el envio de proteinas hibridas al cerebro
mediante inyeccién intraparenquimal o administrandola en el fluido cerebroespinal (Francis et al.,
2004a). Entre las diferentes proteinas que se han fusionado al dominio Hc-TeNT se encuentran
diversas enzimas como SOD1 (Benn et al., 2005), SMN (Francis et al., 2004b), y también neurotrofinas
y factores de crecimiento como GDNF (Larsen et al., 2006; Ciriza et al., 2008), IGF-1 (Chian et al.,
2009) y BDNF (Calvo et al., 2011).
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Hc-TeNT como agente neuroprotector

Se ha descrito que la TeNT induce un incremento en la sintesis de serotonina en el SNC, a la vez que
desencadena la translocacion de PKC (protein kinase C), de la forma citosélica inactiva a la forma
activa en membrana (Aguilera et al., 1990). Concretamente se ha observado que la TeNT produce una
inhibicién especifica de la recaptacién de serotonina en sinaptosomas del SNC de rata a través de la
fosforilacién del transportador de serotonina mediada por PKC (Najib et al., 2000; Pelliccioni et al.,
2001). La TeNT induce la fosforilacion de la PLCy-1, que provoca la hidrdlisis de fosfoinositol, que
producen la translocacién y activacién de les PKC (Gil et al., 1998, 2000; Inserte et al., 1999). Se han
caracterizado también los efectos de la TeNT sobre las diferentes isoformas de PKC, observando
activacion en las isoformas B, y y 6, ligeros cambios en las isoformas £ y a, mientras que no se ha
observado ninguiin cambio en la forma atipica Z (Gil et al., 2000).

Varios estudios evidencian que el dominio Hc-TeNT por si solo presenta propiedades terapéuticas
(Moreno-Igoa et al., 2010). De este modo la unién del Hc-TeNT a sinaptosomas aislados de cerebro de
rata activa la sefializacién intracelular dependiente de Trk, mimetizando la accién de sus ligandos
naturales, las neurotrofinas (Gil et al., 2000, 2001). La estimulacién de los receptores Trk por efecto
del Hc en cultivos primarios de neuronas corticales y neuronas granulares de cerebelo de rata (Gil et
al., 2003; Chaib-Oukadour et al., 2004) produce una activacién de la via de supervivencia PI-3K/Akt,
demostrada por la fosforilacion de Akt (en Ser 473 y Thr 308) y de su sustrato GSK3B (Glycogen
Synthase Kinase 3B). Ademds, el Hc activa también la via de MAPK/ERK como demuestra la
fosforilaciéon que provoca en ERK-1/2 (en Thr 202 y Tyr 204), en dos de sus cinasas upstream y algunas
dianas downstream como la Rsk/S6K (Ribosomal protein S6 kinase) y la CREB (cAMP Response
Element Binding Protein). La inhibicidn especifica de los Trk o de PI3-K conlleva la inhibicién de la
activacion por Hc de estas dos vias de sefializacién. Mediante la activacidon de estas vias, el Hc es
capaz de proteger las neuronas granulares de cerebelo de la muerte apoptdtica provocada por una
concentraciéon baja de K extracelular (Chaib-Oukadour et al., 2004), preservando la funcidn
mitocondrial, disminuyendo la fragmentacion nuclear y reduciendo la activacion de la pro-caspasa 3.
También en cultivos organotipicos de medula espinal de rata se ha observado un efecto
neuroprotector del Hc-TeNT en las motoneuronas frente a un estrés excitotoxico, y efectos en las vias
de las MAPK y PI3K (Herrando-Grabulosa et al., 2013). Aunque mecanismo detallado por el cual el
Hc-TeNT produce esta activaciéon de los receptores Trk aun han de ser esclarecido, existen claras
similitudes con la accidn que producen las neurotrofinas y factores de crecimiento (Toivonen et al.,
2010).

Las propiedades antiapoptéticas mostradas por el Hc-TeNT no se limitan Unicamente a los estudios in
vitro. En estudios realizados en un modelo de ALS en ratén (SOD1G93A) se ha observado que el
tratamiento de estos animales con Hc-TeNT inyectando en forma de DNA plasmidico produce una
mejora de la inervacion muscular de las extremidades posteriores, un retraso significativo en la
aparicion de los sintomas y déficits funcionales y un aumento en la supervivencia de las
motoneuronas espinales (Miana-Mena et al., 2004; Moreno-lgoa et al., 2010; Calvo et al., 2011).
También en modelos de parkinsonismo en ratas sometidas a tratamientos con MPTP (1-methyl-
1,2,3,4,-tetrahydropyridine), basado en la destruccién especifica de las neuronas dopaminérgicas, el
tratamiento con Hc-TeNT en forma de proteina recombinante protege a las células de la apoptosis y
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promueve una mejora de los déficits motores asi como un aumento de los niveles de dopamina
(Mendieta et al., 2009). Ademas el tratamiento con Hc-TeNT sobre neuronas granulares de cerebelo
sometidas a MPP* (1-methyl-4-phenylpyridinium) resulta en una mayor supervivencia neuronal
(Chaib-Oukadour et al., 2009).

Protein
receptor

.v

L

Apoptosis |—:
Figura 13. Vias de sefializacion activadas por TeNT.

El dominio Hc-TeNT se une a los polisialoganglidsidos presentes en la membrana y a un receptor proteico que
podria tratarse de uno de los receptores Trk. Hc-TeNT activa los receptores Trk provocando su fosforilacién y
activando las vias PI3K/Akt, Ras/MAPK y PLC/PKC. La activacién de estas vias deriva en efectos de promocién de la
supervivencia e inhibicion de la apoptosis, asi como inhibicidn de la captacion de serotonina (5-HT).
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3. LOS RECEPTORES DE NEUROTROFINAS
3.1. Las neurotrofinas

Las neurotrofinas son una familia de factores de crecimiento que intervienen en el desarrollo y
mantenimiento del sistema nervioso central y periférico. Estas proteinas controlan diversos aspectos
de la actividad neuronal que van desde la regulacidn del crecimiento, la supervivencia y la apoptosis,
hasta la diferenciacion neuronal. Regulan también otros procesos como la sinaptogénesis, la
liberacion de neurotransmisores, la potenciacién a largo plazo (LTP, Long-term potentiation) y la
plasticidad sinaptica (Chao, 2003). Las neurotrofinas pueden ejercer sus efectos tanto a nivel local en
la terminacidén nerviosa, o también mediante sefalizacidon retrégrada transportdndose desde la
terminacion axonal hasta el soma para regular la expresion génica.

En mamifero, esta familia de proteinas estd compuesta por el NGF (nerve growth factor), el BDNF
(brain-derived neurotrophic factor), la NT-3 (neurotrophin 3) y la NT-4/5 (neurotrophin 4/5). Todas
ellas comparten caracteristicas estructurales y funcionales similares. Ejercen su accién uniéndose en
la superficie de las células a dos clases de receptores transmembrana, los receptores Trk
(tropomyosin-related kinase receptor) y el receptor p75"'" (p75 neurotrophin receptor) (Reichardt,

2006). Todas las neurotrofinas se unen con una afinidad similar al receptor p75"™

, mientras que los
diferentes tipos de receptores Trk (TrkA, TrkB y TrkC) presentan una elevada selectividad de sustrato.
De esta manera el NGF se une especificamente a TrkA, el BDNF y la NT-4/5 se unen a TrkB, y la NT-3
se une a TrkC. La NT-3 puede interaccionar también con TrkA y TrkB aunque con menos eficiencia. La
unidén a estos receptores iniciara la activacion de diversas vias de sefalizacion que llevaran a los

diferentes efectos de las neurotrofinas en la célula.

Las neurotrofinas y sus receptores se expresan tanto durante las etapas de desarrollo como en la
etapa adulta en muchos tipos celulares en el sistema nervioso central y el periférico, asi como en
células no neuronales. Son esenciales para el desarrollo puesto que modelos knock-out sin expresion
de neurotrofinas mueren durante las primeras semanas de vida, y modelos que expresan niveles
reducidos de neurotrofinas, aunque son viables, muestran diversos déficits cognitivos y trastornos de
comportamiento (Chao, 2003).

Las neurotrofinas son sintetizadas a una distancia considerable del cuerpo neuronal, en tejidos
periféricos u otras neuronas inervadas por las neuronas donde la neurotrofina ejercera su funcién.
Durante el desarrollo se establece un circuito de transporte retroaxonal de las neurotrofinas desde el
tejido productor hasta el soma de la neurona receptora. Las neuronas que no pueden establecer
correctamente este circuito no sobreviven al periodo de muerte neuronal y degeneran. Este circuito
creado se mantiene durante toda la vida de la neurona para mantener su estado de diferenciacion y
su funcionalidad. Otras formas de obtencidn de las neurotrofinas son por sistemas autocrinos y
paracrinos no dependientes de inervacién (Skaper, 2012).

Se sintetizan en forma de precursores o pro-neurotrofinas de 31-35 kDa, que deben ser procesados
por protedlisis para dar paso a la neurotrofina madura, de unos 12 kDa. Este prodominio situado en la
parte N-terminal, tiene funciones importantes en el transporte intracelular y el plegamiento de la
neurotrofina. Las pro-neurotrofinas son proteolizadas intracelularmente por la furina y otras
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pro-convertasas en un sitio de corte altamente conservado formado por un par de aminodcidos
basicos. También pueden ser procesadas por otras diversas proteasas, como plasmina vy
metaloproteinasas de la matriz extracelular. La regulacidon de este paso es un importante control
post-transcripcional que limita y afiade especificidad a las acciones de estas proteinas. No toda la
neurotrofina sintetizada es procesada, sino que una parte se mantiene en forma de pro-neurotrofina
y adquiere funciones bioldgicas diferentes a las de su forma madura. Las proteinas ya maduras
forman homodimeros estables unidos no covalentemente, aunque en algunas ocasiones también
pueden formar heterodimeros (Skaper, 2008).

Las diferentes neurotrofinas, asi como los genes que las codifican, comparten homologias en su
secuencia y estructura, lo cual sugiere que tienen origen en duplicaciones de un gen ancestral. Todas
ellas comparten un plegamiento terciario similar y un motivo estructural que consiste en seis
histidinas que forman tres puentes disulfuro intracadena, estabilizando asi el plegamiento muy fuerte
de la proteina en su forma activa. La interfaz del dimero estd compuesta de hojas B que mantienen la
conformacioén, estos aminoacidos hidrofébicos estdn altamente conservados, mientras que los giros
son altamente variables. Los aminoacidos implicados en la unidn de la neurotrofina estdn mas
conservados y conforman la interfaz de unién con los receptores Trk, mientras que los aminoacidos
que difieren entre las diversas neurotrofinas son los que definen su especificidad frente a un receptor
concreto (Reichardt, 2006).

Las funciones neuroprotectoras y regenerativas que presentan las neurotrofinas las hacen una diana
muy atractiva para el tratamiento de diversas enfermedades del sistema nervioso como el Alzheimer,
el Parkinson, la isquemia y la esclerosis lateral amiotréfica entre otras. También existen muchos
estudios que sefialan a las neurotrofinas y a sus receptores como importantes dianas para la terapia
contra el cancer.

3.2. Los receptores Trk

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, existen en mamifero tres clases de receptores
tirosina cinasa Trk: TrkA, TrkB y TrkC. Tal y como muestra la Figura 14, cada receptor Trk tiene una
neurotrofina preferencial por la que presenta una mayor afinidad de unién, mientras que todas ellas

NTR con afinidades similares, como se comentard en el siguiente

pueden unirse al receptor p75
apartado. Todos los Trks son glicoproteinas transmembrana de tipo |, de aproximadamente 140 kDa
(unos 800 aminoacidos), y que pertenecen a la superfamilia de receptores tirosina cinasa (Banfield et
al.,, 2001). La activacién de los receptores Trk por la unién a las neurotrofinas conduce a la
supervivencia celular, la diferenciacidn, el crecimiento axonal, la regulacion de la formacidon de

sinapsis y la plasticidad sindptica.

Los diferentes subtipos de receptores Trk se expresan diferencialmente en funcidn del tipo de célula.
El patrén de distribucion de TrkC en los tejidos no neuronales es similar al de TrkA, pero con una
expresion mas débil, mientras que en sistema nervioso TrkC y TrkB siguen patrones de expresion mas
parecidos (Bertrand et al., 2012).
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O NGF O NT4, ONT3 O NGF, BDNF,

‘ ‘ BDNF l ‘ NT3, NT4

i
TrkA TrkB TrkC p75

Figura 14. Tipos de neurotrofinas y receptores.
Cada neurotrofina se une con una afinidad especifica a un receptor concreto. El NGF se une especificamente a

TrkA, el BDNF y la NT-4/5 se unen a TrkB, y la NT-3 se une a TrkC. Todas ellas pueden unirse ademas al receptor
p75NTR con menor afinidad. Extraido de Chao, 2003.

3.2.1. Estructura molecular

Los tres tipos de receptores Trk presentan una significativa homologia de secuencia y una
organizacién en dominios muy conservada. Se componen de una region extracelular encargada de la
unioén a sus agonistas, un dominio transmembrana, y una region intracelular con actividad tirosina
cinasa. El dominio extracelular contiene, en la zona N-terminal, dos regiones ricas en cisteinas
(dominios 1 y 3, D1 y D3) que flanquean un dominio compuesto por tres motivos ricos en leucinas
consecutivos (dominio 2, D2). La zona C-terminal mas cercana a la membrana plasmatica, consiste en
dos dominios tipo inmunoglobulina denominados Ig-C1 (dominio 4, D4) y Ig-C2 (dominio 5, D5)
(Figura 15) (Skaper, 2012). Diferentes estudios han demostrado que el D5 es el subdominio
responsable de la unidn a la neurotrofina y es la parte que concede al receptor su especificidad de
unién (Ultsch et al., 1999), mientras que el D4 tiene un papel en la regulacién de la dimerizacién del
receptor y su consecuente activacidon (Zaccaro et al.,, 2001; Arévalo et al., 2004). Las estructuras
cristalinas obtenidas del dominio D5 de TrkA unido a NGF (Ultsch et al., 1999) y del D5-TrkB unido a
NT-4/5 (Banfield et al., 2001) confirman que este dominio es el responsable tanto de la afinidad de
unién como de la alta especificidad por sus agonistas. Las afinidades de union de las neurotrofinas por
este dominio se corresponden con las calculadas con el receptor intacto. En el caso del D5-TrkB se ha
observado que se une a NT-4/5 con una constante de disociacidn (Kd) de 260 pM y a BDNF con una
Kd de 790 pM. Esta constante para BDNF se ajusta también a |la observada para el receptor integro en
la superficie celular (Kd = 990 pM) (Dechant et al., 1993).

A pesar de tener la misma organizacién en subdominios, las regiones extracelulares de los diferentes
receptores Trk presentan tan solo un 50% de homologia, debido a la especificidad y selectividad en la
unidén a sus agonistas. El dominio transmembrana enlaza la regidn extracelular con la citoplasmatica y
estabiliza al receptor en la superficie celular. La regidn intracelular consta de un dominio tirosina
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cinasa y un extremo carboxilo-terminal. La funcién de esta regién viene regulada por la fosforilacién
de determinados residuos de tirosina que forman un loop de activacion (Cunningham et al., 1997). La
fosforilacién en otros residuos de tirosina sirve para unir a diferentes proteinas adaptadoras
especificas. Todos los receptores Trk presentan una elevada homologia en sus dominios
citoplasmaticos, con alrededor de un 75% de homologia en su secuencia. Los sitios de fosforilacion y
las vias activadas por todos ellos son muy similares (Atwal et al., 2000).

N-term

D1 Figura 15. Estructura de los receptores Trk.
Empezando por el extremo N-terminal, los
LRR1-3 receptores Trk se componen de 2 dominios ricos
D2 en cisteinas (D1 y D2) separados por tres
dominios ricos en leucinas (LRR1-3), dos dominios
lg-C1 D4 tipo inmunoglobulina (D4 y D5), una regién
transmembrana, y un dominio tirosina cinasa en
Ig-C2 D5 NT’s binding site la regidn citoplasmatica. Dentro del dominio
Extracellular tirosina cinasa se encuentra el loop de activacién

8888888888? compuesto por las tirosinas Y670, Y674 e Y675, en
8888888888é el receptor TrkA. Las otras dos tirosinas sirven

como sitio de unién para distintas proteinas
Y490  phosphorylation binding site

adaptadoras. En el receptor TrkB el loop de

Tyrosine o activacion lo componen las Y702, Y706 y Y707 (en
kinase Y674 :|, Activation loop humano, en ratén y rata son Y701, Y705y Y706), y
corin 195 las otras dos principales son Y516 y Y817 (Y515 y

Y785 Phosphorylation binding site Y816 enratdny rata).

C-term

Variantes de splicing

Los receptores Trk, como ya hemos comentado, son glicoproteinas de aproximadamente 140 kDa. Sin
embargo existen diferentes isoformas de estos receptores producto de fendmenos de splicing
alternativo. Para TrkA y TrkB se han descrito isoformas que contienen deleciones y/o inserciones en el
dominio extracelular que limitan su capacidad de interaccidon con las neurotrofinas (Barker et al.,
1993; Strohmaier et al., 1996). En el caso de TrkC también existen isoformas con inserciones en el
dominio tirosina cinasa que impiden la propagacién de la sefializacion (Lamballe et al., 1993).

Ademas también se producen variantes de TrkB y TrkC truncadas en la regidn citoplasmatica. A estas
variantes les falta el dominio tirosina cinasa y en su lugar solo tienen una corta cola intracelular. En el
caso de TrkB, sus formas truncadas (designadas como TrkB.T1, TrkB.T2 y TrkB.shc) se expresan en
altos niveles en el cerebro adulto (Middlemas et al., 1991; Stoilov et al.,, 2002). En general, su
funcionalidad no estd clara, aunque existen evidencias que indican que dichas formas truncadas
ayudan a regular la expresidn en la superficie del receptor entero y funcional. También se cree que
atenuan la funcidn de los receptores completos, uniendo y secuestrando sus agonistas, y formando
heterodimeros inactivos con las formas funcionales del receptor (Biffo et al., 1995; Eide et al., 1996;
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Haapasalo et al., 2001). Estudios recientes indican ademas que, estos receptores Trk truncados en la
region citoplasmdtica, podrian activar por si mismos determinadas cascadas de sefalizacidn
especificas. Se ha descrito, por ejemplo, que la isoforma TrkB.T1 es capaz de regular la liberacion de
Ca’* de reservorios internos en astrocitos (Rose et al., 2003).También la isoforma deficiente en el
dominio cinasa de TrkC puede activar la via de sefalizacion Arf6-Rac en respuesta a NT-3 (Esteban et
al., 2006).

3.2.2. Mecanismo de activacidn y proteinas adaptadoras

El primer paso en la activacién de los receptores Trk es la union de la neurotrofina al dominio
extracelular, que da paso a la dimerizacién del receptor. Esta dimerizacion induce la actividad cinasa
intrinseca del receptor, que conduce a una transfosforilacién de una serie de residuos de tirosina
presentes en el llamado /oop de autofosforilacidén o loop de activacion (Y670, Y674 y Y675 en TrkA, o
los residuos correspondientes en TrkB y TrkC). La fosforilacion de estas tirosinas provoca cambios
estructurales en el receptor, que pasa a adquirir una conformacién estable y funcionalmente activa,
gue permite el acceso de sustratos al centro activo del dominio cinasa. Esto conduce a una activacién
cinasa completa y a una autofosforilacion de tirosinas fuera del loop, que permite la unién vy
activacion de moléculas adaptadoras especificas (Friedman and Greene, 1999). Estas proteinas
adaptadoras contienen un motivo PTB (PhosphoTyrosine Binding) y/o un motivo SH2 (Src Homology
2), que les permiten interaccionar con residuos de tirosina fosforilados. Finalmente, estas proteinas
adaptadoras propagan la sefial de activacion a través de diversas vias de senalizacion intracelulares,
principalmente la via de Ras/MAPK (mitogen-activated protein kinase), la via de PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase)/Akt, y la via de PLC-y (Phospholipase Cy gamma).

Existen 10 residuos de tirosina en el dominio intracelular de los receptores Trk que pueden ser
fosforilados, incluyendo las tres tirosinas del loop de activacién. Los residuos Y490 y Y785 son las
principales tirosinas fosforiladas implicadas en la propagacién de la sefializacién a través de las
diferentes vias. El residuo Y490 fosforilado interacciona con la proteina Shc o con la FRS2 (fibroblast
growth factor receptor substrate 2) provocando la activacion de las vias Ras/MAPK y PI-3K/Akt. La
pY490 une a la proteina adapatadora Shc a través del dominio PTB de ésta, e induce su fosforilacion y
consecuente activacion. La proteina Shc fosforilada interacciona a su vez con el complejo Grb2-SOS,
que interviene en la activacidon de Ras. Esta misma pY490 es también capaz de unir y fosforilar a la
proteina FRS2, que activa la via Ras/MAPK reclutando un complejo formado por las proteinas SHP2,
GRB2, SOS y Crk. Otra fosforilacion importante se da en la Y785, situada en el extremo mas C-terminal
del receptor, ya fuera del dominio tirosina cinasa. En esta posicidn se recluta la PLC-y a través de su
dominio SH2, promoviendo un efecto en la plasticidad sinaptica (Bibel and Barde, 2000; Huang and
Reichardt, 2003). Los otros cinco residuos de tirosina fosforilados en el dominio citoplasmatico
contribuyen también en la sefializacién, pero los detalles no son del todo conocidos. Se ha descrito
gue la mutacion de al menos tres de estos cinco residuos provoca una inhibicion del crecimiento
neuritico promovido por NGF en células PC12 (Inagaki et al., 1995).

También diversas proteinas adaptadoras con dominios SH2 se unen a las tirosinas fosforiladas del
loop de activacién del dominio cinasa. Las proteinas rAPS y SH2-B forman dimeros tras la activacion
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de Trk, se unen a Grb2 y promueven la activaciéon de la via Ras/ERK a través de SOS, y la activacién de
la via PI3K a través de Gab (Qian et al., 1998).

Aungque la mayor parte de los estudios se centren en las vias de sefializacién controladas por Shc, Frs2
y PLC-y1, existen algunas otras proteinas adaptadoras y complejos de sefializacidn que interaccionan
con los receptores Trk activados. Algunas de estas proteinas dependen del transporte de los
receptores a otros compartimentos membranosos intracelulares.

3.2.3. Mecanismos de transactivacion de los receptores Trk

A parte de la activacién a través de la via clasica de unidn a su neurotrofina correspondiente, los
receptores Trk pueden ser activados también como resultado de una transactivacion mediada por
otros sistemas de receptores. Se ha descrito que los receptores Trk pueden ser activados por los
receptores acoplados a proteina G (G-protein-coupled receptors, GPCRs). El tratamiento con
adenosina, un conocido neuroregulador que actua a través de los GPCRs, provoca la autofosforilacion
y activacion de los receptores Trk, en ausencia de neurotrofinas (Lee et al., 2001, 2002). También el
tratamiento con PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide), otro neuropéptido que
interacciona con los GPCRs, es capaz de transactivar los Trk. Esta transactivacién a través de GPCRs
provoca una activacion preferencial de la via de PI3K/Akt frente a la via Ras/MAPK, y resulta en un
efecto de supervivencia celular. Ademds esta transactivacién sigue unas cinéticas mas lentas que las
observadas para la interaccién directa con neurotrofinas. Como punto en comun entre los receptores
GPCR y Trk, se ha descrito que TrkA puede asociarse a la proteina GAIP, la cual contiene un dominio
regulador de sefializacién de proteina G (Lou et al., 2001).

Ademas los fendmenos de transactivacién pueden darse también en sentido contrario, de forma que
los receptores Trk pueden provocar la activaciéon de otros receptores de membrana aparentemente
no relacionados, como es el caso del receptor Ret. Este receptor Ret es del tipo tirosina cinasa y se
activa al unirse a sus agonistas de la familia del GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor). Se ha
descrito como el NGF produce una activacién de Ret independiente de la interaccidén del receptor con
GDNF (Tsui-Pierchala et al., 2002). Ademas del Ret, se ha descrito que en neuronas hipocampales la
activacion de TrkB por BDNF provoca la fosforilacién y activacién de la subunidad NR2B del receptor
NMDA (Levine et al., 1998). También se ha descrito que los receptores Trk son capaces de transactivar
canales idnicos. La expresion del canal iénico TRPV1 se encuentra incrementada tras el tratamiento
con NGF (Zhang et al., 2005).

Por otro lado existen otros mecanismos por los que los receptores Trk pueden ser también activados.
Por ejemplo, elevados niveles de sobreexpresion de receptores Trk provocan la autofosforilacion de
éstos en ausencia de neurotrofinas. También algunos glicolipidos, como el gangliésido GM1 (Mutoh et
al., 1998; Duchemin et al., 2002, 2008; Rabin et al., 2002) y la ceramida (MacPhee and Barker, 1999),
pueden provocar autofosforilacién y sefializacién de Trk, como si mimetizaran la acciéon de las
neurotrofinas.
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3.2.4. Vias de seiializacion activadas por los receptores Trk

Las principales vias de sefializacion activadas por los receptores Trk son la via de PI3K/Akt, la via de
Ras/MAPK vy la via de PLC-y (Reichardt, 2006). Estas vias controlan diferentes procesos celulares tan
importantes como el crecimiento, la diferenciacidon neuronal y la supervivencia, entre otros, por lo
cual los mecanismos de regulacidn tanto positiva como negativa de estas vias son muy importantes.
Ademas la endocitosis y el transporte de los receptores Trk a diferentes compartimentos dentro de la
célula controlan la eficiencia y la duracién de la sefializacién desencadenada.

Via de sefializacion de PI3K/Akt

La via de sefializacion de la PI3K/Akt estd implicada en multiples procesos celulares como la
supervivencia, el crecimiento celular, la migracién, la plasticidad sindptica y el metabolismo entre
otros. La PI3K puede ser activada a través de vias dependientes o independientes de Ras. En la
mayoria de neuronas PI3K es directamente activada por Ras promoviendo asi la supervivencia celular.
En la via independiente de Ras, la proteina Shc se une a los residuos de pY490 de los receptores Trk,
donde se fosforila y activa, reclutando asi a las proteinas Grb2 y Gab1 (Grb2-associated binder-1). A su
vez, la proteina Gabl fosforilada es capaz de reclutar y activar a PI3K. La PI3K activa se localiza cerca
de la membrana plasmatica, donde fosforila PIP, generando PIP3, el cual es capaz de unir y reclutar en
la membrana proteinas que contengan dominios PH (pleckstrin homology). De esta manera el
siguiente paso en la via es la unién de PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase-1) a PIPs,
activandose y fosforilando a la proteina Akt en el residuo T308, también translocada a membrana a
través de su dominio PH. Esta fosforilacion provoca un cambio conformacional en Akt que deja
accesible un segundo sitio de fosforilacidon en la S473, que en este caso sera fosforilada por mTORC2
(complejo rictor/mTOR). Esta doble fosforilacion conduce a la activacion total de la actividad
serina/treonina cinasa de Akt, que es capaz de fosforilar a una gran diversidad de sustratos, algunos
comentados a continuacion.

Por un lado, Akt activa a la proteina mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1), lo que
resulta en un incremento de la sintesis proteica, asi como de la supervivencia celular a través de la
fosforilacidn de varios efectores de mTORC1, como S6K (ribosomal S6 kinase) y 4E-BP1 (elF4E-binding
protein 1) (Patapoutian and Reichardt, 2001). Akt también controla la actividad de varias proteinas
implicadas en la via de las caspasas, una de las cuales es Bad. Bad es un miembro de la familia de Bcl-
2 que promueve la apoptosis a través de su interaccidon con Bcl-XL, impidiendo asi que ésta pueda
inhibir a la proteina pro-apoptdtica Bax (Datta et al., 1997). La fosforilacion de Bad provoca que ésta
se una a la proteina 14-3-3, impidiendo asi que desarrolle su funcion pro-apoptética. Otro de los
procesos en los que estd involucrada Akt es la regulacion de diversos factores de transcripcion.
Mediante la fosforilacion de FKHR (forkhead transcription factor) provoca su uniéon al complejo
14-3-3, que la secuestra en el citoplasma impidiendo asi la transcripcidon de genes implicados en la
apoptosis (Brunet et al., 2001). Otro de los sustratos de Akt implicado en la supervivencia celular es
GSK3PB (glycogen synthase kinase 3-B). La fosforilacion de GSK3B mediada por Akt provoca su
inactivacién e impide su efecto pro-apoptdtico (Hetman et al., 2000). También la sefializacidn a través
de NFkB se ve afectada por Akt. El NFKkB promueve la transcripcién de genes implicados en la
supervivencia neuronal cuando no se encuentra unido a su inhibidor IkB. La fosforilacion de IkB
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mediada por Akt promueve su degradacion. También otras dianas de PI3K, como Cdc42-Rac-Rho, son
capaces de promover el crecimiento axonal y la diferenciacién neuronal mediante la regulacién de la
organizacion del citoesqueleto de F-actina (Yuan et al., 2003).

TrkA

g

Apoptosis |

NFkB
Proliferation

Protein synthesis

Figura 16. Cascada de sefializacion de PI3K/Akt.
El NGF se une al receptor TrkA induciendo su dimerizacion y la autofosforilacién en tirosinas del dominio

intracelular. La Y490 recluta a un conjunto de proteinas adaptadoras que activan a Ras y ésta a la PI3K. PI3K
fosforila PIP, a PIP; permitiendo la unidn a membrana de Akt, donde serd fosforilada por PDK-1 y mTORC2. Akt
fosforila multiples sustratos en la célula, entre ellos Bad, GSK3B y FKHR, inhibiendo asi la apoptosis. También
permite la activacion de NFkB y mTORC1 que conducen a la expresion de genes involucrados en la supervivencia y
a la proliferacién celular y la sintesis proteica.

Via de sefializacién de Ras/MAPK

La activacion de la cascada de sefializacion Ras/MAPK es esencial para la diferenciacidon neuronal, asi
como para la supervivencia de muchas subpoblaciones neuronales. La fosforilacion de la Y490 de TrkA
(y de los residuos homadlogos en TrkB y TrkC) posibilita la unién de la proteina adaptadoras Shc, que a
su vez recluta el complejo Grb2-SOS (son of sevenless). La translocacion de este complejo a la parte
interna de la membrana plasmatica propicia la activaciéon de Ras, iniciando asi la estimulacion de
diversas vias de sefializacién que incluyen las mediadas por PI3K, Raf y p38MAPK (Huang and
Reichardt, 2003).
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El primer paso en la via mediada por Raf, es la fosforilacion de MEK-1 y/o MEK-2. A su vez, MEK-1y
MEK-2 activan a ERK-1 y ERK-2 fosforildndolas. La estimulacion de Ras por esta via promueve una
activacion de ERK transitoria, que es finalizada por la fosforilacion de SOS mediada por ERK y Rsk, que
resulta en una disociacion del complejo Grb2-SOS (Kao et al., 2001).

Una activacion mds prolongada de ERK depende de una via de sefializacién diferente, en la que esta
involucrada la proteina adaptadora Frs2 (fibroblast growth factor receptor substrate-2). Esta proteina
se une al pY490 activandose y reclutando a Grb2 y Crk, que activan a Rap1l y ésta a su vez estimula a
B-Raf, que acaba iniciando la cascada de las ERK. Ras también media la activacién de la p38MAPK, a
través de la activacion secuencial de Ral-GTP, Ral y Scr (Huang and Reichardt, 2003). La p38 MAPK a
su vez activa a MEKK2 (MAP kinase-activated protein kinase-2). También Ras desencadena la
activaciéon de ERK-5 a través de la activacion de MEKK3 y MEKS (Watson et al., 2001).

Figura 17. Cascada de sefializacion de Ras/MAPK.

La unidén de la neurotrofina al receptor Trk provoca su activacion y autofosforilacion en tirosinas. La Y490
fosforilada sirve de anclaje a diversas proteinas adaptadoras que activan a Ras. Ras a su vez activa a
diferentes MAPK como ERK-1/2, ERK-5 y p38. Estas cinasas fosforilan distintos sustratos dentro de la célula
que conducen a la transcripcién de genes implicados en la diferenciacidén y en a supervivencia.

Las diversas cascadas de las MAPK mencionadas tienen elementos solapantes asi como otras dianas
especificas dentro de la célula. ERK-1/2 y ERK-5 fosforilan y activan a diversos miembros de la familia
de proteinas cinasa Rsk (ribosomal S6 kinases). Las Rsk y MEKK2 fosforilan factores de transcripcion
como CREB (cAMP-response element-binding protein), que activa genes implicados en la
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diferenciacidn y la supervivencia (Huang and Reichardt, 2003). Ademas de estas dianas compartidas,
las diferentes cascadas de las MAPK también tienen diferentes factores de transcripcion especificos
como dianas. Por ejemplo ERK-5 activa a MEF2 (myocyte enhancer factor 2) (Marinissen et al., 1999),
mientras que ERK-1/2 activa a ELK-1 (Gille et al., 1992).

Via de sefializacién de PLC-y/PKC

La cascada de sefializacion iniciada por PLC-y (phospholipase C-y) se encuentra implicada en procesos
de modulacién de la transmisidon sinaptica y de potenciacion a largo plazo (Minichiello et al., 2002).
Como ya se ha comentado, PLC-y se une a la pY785 (en TrkA y en sitios analogos en TrkB y TrkC) y es
activado mediante fosforilacion. El PLC-y activo hidroliza a PIP, (phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate) para generar |IP; (inositol 1,4,5-trisphosphate) y DAG (diacylglycerol). El IP; producido
promueve la liberacién de Ca** de reservorios citoplasmaticos, mientras que el DAG estimula algunas
isoformas de la PKC (protein kinase C). Estas dos moléculas generadas por la acciéon de PLC-y activan
numerosas enzimas intracelulares, incluyendo todas las isoformas de la PKC, la CaMK
(Ca®*/calmodulin-dependent protein kinase), asi como otras dianas reguladas por el complejo
Ca’*/calmodulina (Skaper, 2008).

TrkA

Ty
j_j Cytosol
*—>

Iy, /./" —-

Figura 18. Cascada de seiializaciéon de PLC-y/PKC.
La cascada se inicia con la unién de la neurotrofina al receptor Trk, provocando su activacién y autofosforilacion

en tirosinas. En la Y785 fosforilada se recluta la PLC-y a través de su dominio SH2. PLC-y procesa PIP, produciendo
asi DAG vy IP3, lo cual conduce a la liberacion de calcio de reservorios internos y a la activacion de diversas
isoformas de PKC, promoviendo la plasticidad sinaptica.
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3.3. El receptor p75"™"

El receptor p75"™" fue descrito por primera vez como un receptor de baja afinidad para el NGF, con
una constante de disociacion alrededor de 10™'M. Mas adelante se ha descrito que este receptor
también es capaz de unirse con afinidades similares a las demas neurotrofinas en diferentes tipos
celulares (Rodriguez-Tebar et al., 1990; Squinto et al., 1991; Rodriguez-Tébar et al., 1992). Ademas el
p75"™ es capaz de unir las formas precursoras de las neurotrofinas con una afinidad mayor que para
sus formas procesadas (Roux and Barker, 2002). Ademas de las neurotrofinas se ha descrito que le
p75"™ puede ser receptor también de varios virus de la rabia, con lo cual se ha discutido que podria
tener un papel importante en la entrada del virus en la célula (Tuffereau et al., 1998).

Es ampliamente expresado en el sistema nervioso central y periférico en desarrollo durante el
periodo de la sinaptogénesis y de muerte celular. En el cerebro adulto sin embargo su expresion se
encuentra down-regulada, mientras que vuelve a promoverse su expresién después de una lesion o

dafio. Una vez expresado, el p75™™"

puede ser dirigido dentro de la célula a las membranas axonales a
través de la glicosilacién, o a dominios de lipid rafts en la membrana plasmadtica a través de la
palmitoilacidn. En este ultimo caso, esta modificacion post-traduccional puede facilitar la endocitosis,

el transporte vesicular, y/o transduccion de la sefial endosomal del p75"™

, regulando de este modo la
capacidad del receptor para activar sus diferentes segundos mensajeros (Underwood and Coulson,

2008).

NTR pertenece a la familia de receptores TNFR (tumor necrosis factor receptors), al igual

El receptor p75
gue otros receptores como el TNFR1 y el TNFR2 (tumor necrosis factor receptor 1 y 2,
respectivamente), Fas, RANK y CD40 (Baker and Reddy, 1998). Todos los miembros de esta familia de

receptores contienen regiones ricas en cisteinas en sus dominios extracelulares.

Es capaz de interaccionar con diversos receptores en la membrana, y dependiendo del tipo de
interacciones que establezca activard determinadas vias de sefializacion. La sefializacidn a través de
p75"™" es compleja debido a las muchas cascadas que pueden iniciarse a través de este receptor.
Ademas diferentes procesos pueden afectar o estar contribuyendo a dirigir la sefial hacia una
determinada cascada: la formacién de diferentes tipos de complejos heterodiméricos de receptores,
la activacidon por neurotrofinas maduras o por pro-neurotrofinas, el procesamiento proteolitico del
receptor tras su activacidn, y la transactivacion y el transporte intracelular del receptor.

3.3.1. Estructura molecular

El receptor p75"™ es una proteina transmembrana de tipo I, con un peso molecular de unos 75 kDa
(unos 399 aminodcidos). El dominio extracelular contiene, empezando desde el extremo N-terminal,
un péptido sefial de 28 aminodcidos que es procesado. Este péptido sefial viene seguido de cuatro
repeticiones de mddulos de seis cisteinas, un rasgo caracteristico de los miembros de la familia de
receptores TNFR. Cada uno de estas regiones ricas en cisteinas, designadas como CRD1-CRD4
(Cysteine Rich Domain 1-4), contienen tres puentes disulfuro intracatenarios que conforman la
estructura alargada del receptor. La regién CRD3 se ha considerado la principal responsable de la
union a las neurotrofinas (Yan and Chao, 1991; Chapman and Kuntz, 1995; Shamovsky et al., 1999). En
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otros miembros de la familia TNFR el CDR1 esta implicado en la trimerizaciéon de estos receptores

NTR El dominio extracelular

independiente de ligando, pero este rol no ha sido descrito en p75
contiene también un Unico sitio de glicosilacion ligado a asparagina (-NH,) y varios ligados a grupos

hidroxilo (-OH).

NTR se encuentra el dominio Chopper, compuesto por 29 aminoacidos

En la region intracelular de p75
situados en la zona yuxtamembrana, que se ha descrito que es capaz de inducir la muerte celular.
También en esta region intracelular se encuentra el llamado dominio de muerte (DD, Death Domain),
una region de unos 80 aminodcidos que inicialmente fue identificada en otros miembros de los TNFR
pro-apoptoticos como un dominio implicado en la activacién de las caspasas (Liepinsh et al., 1997).
Existen dos tipos diferentes de dominios de muerte en los receptores TNFR segun su estructura, por
un lado estdn los clasificados como tipo | (presentes por ejemplo en TNFR1 y Fas) y por otro los de
tipo Il (presentes en p75""" y la DAP cinasa). A diferencia de los del tipo I, el DD de p75"™ no tiene
tendencia a autoagregarse y por lo tanto no puede interaccionar con las mismas proteinas que los
receptores con DD tipo |, ni de iniciar las mismas cascadas de sefalizacidon que éstos (Barrett, 2000;
Roux and Barker, 2002). En el extremo C-terminal del dominio citosélico presenta un tripéptido SPV
conservado, que es una secuencia consenso de unidon a dominios PDZ. Las proteinas que contienen
este tipo de dominio PDZ son tipicamente proteinas adaptadoras que permiten el ensamblaje de
diversos complejos de sefializacion. Ademas, la parte intracelular esta palmitoilada en la C279 (Barker
et al., 1994), y fosforilada en residuos de serina y treonina (Taniuchi et al., 1986). Se especula que
estas modificaciones post-traduccionales pueden tener un papel en las interacciones proteina-

proteina, en el correcto plegamiento del receptor, o bien en su localizacién celular. El p75™™, al igual
gue el resto de miembros de los TNFR, no posee una capacidad catalitica intrinseca, por lo cual la

sefalizacion ocurre a través de la asociacidn con diversas proteinas adapatadoras citoplasmaticas.

N-term Figura 19. Estructura del receptor p75NTR.

La region extracelular se compone de cuatro
CRD1 dominios ricos en cisteinas (CRD1-4), de los cuales
el CRD3 es donde se unen las neurotrofinas. A
cRD2 continuacién se encuentra la region
CRD3  NT's binding site transmembrana, seguida de una regidn
yuxtamembrana designada como chopper
CRD4 domain. En la parte intracelular se encuentra el

Lt — Extracellular dominio de muerte (death domain) y, en el
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NTR puede formar un homodimero a través de la regién transmembranay

En la superficie celular el p75
une las neurotrofinas en una relacién 2:2, formando un complejo receptor-ligando simétrico. Sin
embargo también han sido descritas formas asimétricas con un solo receptor unido a dos ligandos

(Skeldal et al., 2011).

Isoformas y procesamiento de p75™""

NTR producida por fenémenos de

Existe una isoforma truncada de p75""™%, designada como s-p75
splicing alternativo. Esta proteina posee los dominios transmembrana e intracelulares intactos, pero
le falta el dominio extracelular, por lo que es incapaz de unir neurotrofinas. Sin embargo, aun sin el
dominio de unidn a neurotrofinas, parece que esta isoforma sigue siendo capaz de iniciar ciertas vias

de sefalizacion (Nykjaer et al., 2005).

Por otro lado, el receptor p75"™" se ve afectado también por fenémenos de protedlisis, en un proceso
conocido como shedding (desprendimiento) (DiStefano et al.,, 1993). Puede ser procesado
extracelularmente por la a-secretasa ADAM17/TACE (ADAM metallopeptidase domain 17/Tumor
necrosis factor-a-converting enzyme). Esta protedlisis genera un dominio extracelular soluble y capaz
de unir neurotrofinas, y un fragmento C-terminal restante intracelular. Este fragmento que
permanece en la membrana después del corte, puede ser posteriormente procesado dentro del
dominio de transmembrana por la presenilina, un co-factor en el complejo y-secretasa, produciendo
un fragmento intracelular soluble (ICD, intracellular domain). Este proceso puede ser regulado por los
niveles de colesterol celular y por la palmitoilacidn. La funcién biolégica de este fendmeno de
protedlisis no es del todo bien conocida. Se ha descrito que la forma soluble extracelular se produce
en altos niveles durante el desarrollo y tras un dafio nervioso periférico (Zupan et al., 1989; DiStefano
et al.,, 1991). También se sabe que los dominios generados en este procesamiento pueden activar
diferentes segundos mensajeros, lo cual explica en parte la diversidad de funciones mediadas por
p75"™" (Skeldal et al., 2011).

3.3.2. Interaccion con otras proteinas transmembrana

La sefializacién mediada por p75"™ es muy compleja y quedan atn muchos aspectos desconocidos,

por lo cual estd en continuo estudio. Tal y como ya se ha comentado, el p75"™*

no posee actividad
catalitica intrinseca por lo que requiere de la interaccién con diversas proteinas de membrana o de
proteinas adaptadoras citoplasmaticas para propagar su activacién. Primeramente nos centraremos
en los co-receptores de membrana con los que se ha descrito que interacciona p75™™". Los receptores
de neurotrofinas pueden actuar como homodimeros o como heterodimeros, y esto determinard el
tipo de respuesta que desencadene la neurotrofina en unirse. Diferentes combinaciones de ligandos y
co-receptores daran lugar a diferentes respuestas, aunque también tiene una gran importancia el
nivel de expresidon de estos receptores en la célula para acabar de determinar qué vias de seiializacidn
seran activadas finalmente. Los principales co-receptores descritos para p75" " son: los receptores Trk
(A, By C), la sortilina y el receptor Nogo. A continuacidn se describira cada uno de ellos con mas

detalle.
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Sortilina

" mejor estudiado. Las pro-neurotrofinas se unen con alta

NTR

La sortilina es el co-receptor de p75
afinidad al heterodimero formado por la sortilinay p75" ", y desencadenan la activacion de las vias
apoptoticas a través del factor de transcripcion JNK-3 y la activacién de c-Jun (Lee et al., 2001). La
sortilina es una proteina de membrana implicada en el trafico de vesiculas endociticas, que se
encuentra mayoritariamente asociada a la red trans-Golgi y a vesiculas endociticas de la zona
perinuclear. Tan solo la pequefia porcion de sortilina que es expresada en membrana colocaliza con
p75"™". Por esta razén se ha sugerido que la sortilina podria actuar regulando el shedding, y de esta

NTR interviniendo en procesos como el reciclaje del p75"™® en

membrana, el direccionamiento de éste a lisosomas, o el transporte retrégrado del p75"™".

manera la sefalizacion derivada de p75

NogoR/Lingo-1

La interaccion entre p75"™, el receptor Nogo (NogoR) y la proteina transmembrana LINGO-1 es
importante para el control del crecimiento neuronal. Las proteinas inhibidoras asociadas a mielina
como Nogo-66, MAG (myelin associated glycoprotein) y OMgp (oligodendrocyte myelin glycoprotein)

NTR v suprimen el crecimiento y la regeneracién axonal. Al

se unen al complejo NogoR/LINGO-1/p75
unirse estos ligandos al complejo de receptores, modulan la activaciéon de la proteina RhoA, un
regulador intracelular del citoesqueleto que al activarse inhibe la elongacion axonal (Yamashita et al.,

1999; Mi et al., 2004).

Receptores Trk

NTR

El receptor p75 " y los receptores Trk pueden funcionar de manera sinérgica, antagonistica o

independiente el uno del otro, en diferentes tipos celulares. Por separado, el p75""\

y los Trk
interaccionan con las formas maduras de las neurotrofinas con una afinidad similar (Kd ~ 107°M)
(Rodriguez-Tebar et al., 1990; Kaplan et al., 1991; Klein et al., 1991; Squinto et al., 1991; Rodriguez-
Tébar et al., 1992). Sin embargo, la co-expresion de p75™" y TrkA provoca la formacién de complejos
heterodiméricos con sitios de unién de alta afinidad para NGF (Kd ~ 10 M) (Mahadeo et al., 1994).
De esta manera, el p75""" es capaz interaccionar con los tres tipos de receptores Trk a través de sus
dominios citosodlico y transmembrana, formando complejos multiproteicos (Esposito et al., 2001). En

NTR asume el papel de co-receptor que refina la afinidad y especificidad de los

esta interaccion, el p75
receptores Trk por las diferentes neurotrofinas. Por ejemplo, p75""" incrementa la afinidad de TrkA
por NGF a la vez que restringe su interaccidon con NT-3, lo que provoca un cambio en la seializacion
promovida por el receptor (Nykjaer et al., 2005). Ademas el p75"™ provoca un aumento de la

sefializacion pro-supervivencia promovida por los Trk. El p75"™"

puede unir Shc, estimulando su
fosforilacién y activacion, e incrementando asi la activacion de las cascadas de sefalizacidn iniciadas
por los Trk. La proteina transmembrana ARMS (ankyrin-rich membrane spanning protein) es capaz de
interaccionar tanto con p75™""" como con TrkA, y que juega un papel importante en la regulacién de la

sefializacion promovida por los receptores (Kong et al., 2001; Arévalo et al., 2004, 2006).

NTR

La interaccion entre p75™" y los Trk no es unidireccional y de la misma manera que p75"" interfiere

en la afinidad y la actividad de los Trk, éstos también son capaces de modular la sefalizacion de
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p75"™". La sefializacidn pro-supervivencia promovida por TrkA silencia la cascada apoptdtica iniciada

NTR

por p75" ", mientras que no afecta a otras como la via de NF-kB (Yoon et al., 1998; Salehi et al., 2000).

El mecanismo por el cual sucede esto no estda del todo claro, pero se sabe que la actividad

NTR

esfingomielinasa promovida por la activacién de p75" " y la consecuente produccién de ceramida se

ven bloqueadas por la accidn de TrkA, probablemente a través de PI3K (Dobrowsky et al., 1994, 1995;

NTR
C

Bilderback et al., 2001). También la asociacion de p75 on diferentes proteinas citoplasmaticas se

ve modificada en la formacién de los complejos de co-receptores.

3.3.3. Vias de seiializacidn activadas y proteinas adaptadoras

Dependiendo del tipo neuronal y del contexto celular, el receptor p75"™ puede activar diversas vias
de senalizacion con diferentes efectos, que pueden ser incluso opuestos entre ellos. El dominio

intracelular de p75"™"

no posee una actividad catalitica intrinseca, por lo cual requiere de la
interaccion con diversas proteinas de membrana o adaptadoras que propaguen la sefal. Se ha
descrito una gran variedad de proteinas adaptadoras que permiten modular las diversas vias de
sefializacion activadas por el receptor, sin embargo el mecanismo por el cual actian muchas de ellas
no estd del todo elucidado. De esta manera, dependiendo de con qué co-receptores esté

NTR

interaccionando el p75° "y de la localizacién subcelular del receptor en el momento de recibir la

sefial, éste serd capaz de interaccionar con unas determinadas proteinas adaptadoras que conduciran
a la activacién de unas vias de sefializacién u otras. En general la unidn de las neurotrofinas al p75""
conduce a la activacién de tres vias principales, dependiendo del contexto celular: la via de NF-kB que
conduce a un efecto en la supervivencia celular, la via de JNK (c-Jun kinase) que desemboca en un
efecto apoptético, y finalmente la via de la esfingomielinasa y la ceramida. Esta Gltima serd

comentada mas adelante con mas detalle.

La funcidn mejor caracterizada de p75"™"

es su papel en la activacion de las vias de muerte celular.
Esta funcidn es ejercida al interaccionar con las neurotrofinas de forma independiente de los
receptores Trk. En esta via de sefializacién apoptética, p75"" activa a JNK3 (c-Jun kinase 3) mediante
una proteina adaptadora. Algunas de las proteinas adaptadoras de p75"™" capaces de activar JNK son:
NTR_associated Death Executor), NRAGE

(neurotrophin receptor interacting MAGE homolog) y las TRAFs (tumour necrosis factor receptor-

NRIF (neurotrophin-receptor interacting factor), NADE (p75

associated factors). La proteina JNK3 activada regula positivamente a la a-secretasa TACE/ADAM17,

NR v la liberacién de su dominio intracelular

lo que provoca un incremento de la protedlisis de p75
(ICD). Este fragmento ICD liberado en el citosol se asocia con NRIF, que con la colaboracién de TRAF,
es translocado al nucleo donde supuestamente promueve la transcripcién de genes pro-apoptdticos
(Gentry et al., 2004; Kenchappa et al., 2006, 2010). Ademas p75"™ puede interaccionar también con
NRAGE provocando la activacién de JNK y la fosforilacidon de c-jun, asi como la activacion de p53 y de
las proteinas pro-apoptdticas Bad y Bim. Esto conduce a la translocacion de Bax y a la liberacidn de
citocromo c desde la mitocondria, seguida de la activacién de las caspasas 9, 6 y 3 (Nykjaer et al.,

2005).
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Figura 20. Vias de sefializacion iniciadas por p75NTR.
Las principales vias inducidas por el receptor p75NTR son las que desencadenan la activacion de NF-kB, JNK y

RhoA. Estas respuestas estan mediadas por diversas proteinas adaptadoras que se unen a la region citosdlica
del receptor, y que tienen efectos en la apoptosis, la supervivencia, la elongacién neuritica y el arresto del
crecimiento. Adaptado de Chao, 2003.

NTR por la accidn de la a-secretasa impide la sefializacion mediada por ligando,

La protedlisis de p75
pero el fragmento carboxilo-terminal que permanece unido a la membrana sigue siendo capaz de
interaccionar con los receptores Trk o incluso de iniciar una cascada de sefializacién por si solo. El
dominio intracelular liberado al citosol después de la accién de la y-secretasa, es capaz de
translocarse al nucleo donde se ha especulado podria funcionar como factor de transcripcién. Este
fragmento ICD puede asociarse a TRAF6 y desencadenar la activacién de NF-kB, que es un factor de
transcripcidén que promueve la transcripcion de genes implicados en la supervivencia celular (Carter et
al., 1996; Khursigara et al., 2001). Varias de las proteinas adapatadoras que se pueden unir al ICD de
p75"™ podrian estar implicadas en procesos de regulacién transcripcional. Algunas de estas proteinas

son NRAGE, NADE, TRAF, asi como NRIF y SC-1 de las que se ha descrito que se localizan en nucleo

después de un estimulo con NGF.

Proteinas adaptadoras Region de Via de seiializacién Referencias
p75NTR
Neurotrophin receptor-interacting factor (NRIF) YMy DD Apoptosis, bloqueo del (Casademunt et al,
aa 244-396 ciclo celular 1999)
Neurotrophin receptor-interacting MAGE YM Apoptosis, bloqueo del (Salehi et al., 2000)
homolog (NRAGE) aa 250-330 ciclo celular
p75" "-associated death executor (NADE) DD Apoptosis (Mukai et al., 2000)
aa 338-396
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Schwann cell factor-1 (SC-1) YM Bloqueo del ciclo celular (Chittka and Chao,
aa 250-322 1999)
RhoA DD Elongacion neuritica (Yamashita et al., 1999)
aa 331-416
Fas-associated phosphatase-1(FAP-1) SPV Supervivencia, activacién | (lIrie et al., 1999)
aa 396 NF-kB
Tumor necrosis factor receptor-associated factor YM Apoptosis, (Krajewska et al., 1998;
4 (TRAF4) aa 245-313 supervivencia, activacién | Ye etal., 1999a, 1999b)
NF-kB
Tumor necrosis factor receptor-associated factor YM Apoptosis, (Khursigara et al., 1999;
6 (TRAF6) aa 268-283 supervivencia, activacién | Ye etal., 1999a, 1999b)
NF-kB
Receptor-interacting protein 2 (RIP2) DD Supervivencia, activacion | (Khursigara et al., 2001)
NF-kB

Tabla 2. Proteinas adaptadoras de p75NTR.

NTR

En la primera columna se muestran algunas de las proteinas adaptadoras que se ha descrito interaccionan con p75~ . En la

segunda columna se detalla la zona dentro de p75NTR

con la que interaccionan estas proteinas y en la tercera columna, las
vias de sefializacion en las que estdn implicadas. YM, dominio yuxtamembrana; DD, dominio de muerte; aa, aminodcidos.

Tabla adaptada de Roux and Barker, 2002.

3.3.4. Actividad esfingomielinasa activada por p75"™"

NTR

Ademas de las vias comentadas hasta ahora, la activacion del receptor p75™ " puede resultar también

en la estimulacién de las esfingomielinasas (SMasas). En ausencia de receptores Trk las neurotrofinas

NTR & inducen la actividad SMasa. Sin embargo, cuando p75™" y los receptores Trk estan

NTR

se unen al p75
co-expresados, la activacion de TrkA por NGF, inhibe la sefializaciéon de la SMasa a través de p75
(Dobrowsky et al., 1995; Bilderback et al., 2001).

Las esfingomielinasas son una familia de enzimas que catalizan la hidrdlisis de la esfingomielina
presente en las membranas, dando lugar a ceramida y fosforilcolina. Dependiendo de la localizacién
del receptor y del pH del entorno celular, éste puede activar distintos tipos de SMasas: la
esfingomielinasa neutra (nSMasa), la esfingomielinasa 4acida o la esfingomielinasa alcalina. La
actividad de la nSMasa es dptima a pH neutro, es dependiente de magnesio, y es potenciada por
acidos grasos insaturados y fosfolipidos anidnicos (Marchesini et al., 2003). En mamifero se han
descrito cuatro subtipos de nSMasa: la nSMasal, la nSMasa2, la nSMasa3 y la MA-nSMasa
(mitochondrial-associated nSMase). La nSMasa2 es la isoforma mas estudiada y juega un papel
importante en la produccidn de ceramida en respuesta a estrés celular, asi como en procesos como el
bloqueo del crecimiento celular, la formacién de exosomas, la respuesta inflamatoria, e incluso la
mineralizacion ésea. Cada isoforma estd preferencialmente expresada en un compartimento celular
concreto. La nSMasa2 se localiza en la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica, en aparato de
Golgi y en compartimentos de reciclaje (Wu et al., 2010).
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Figura 21. Estructura y dominios de la nSMasaz2.
En el extremo N-terminal presenta dos segmentos hidrofébicos (HS1 y HS2) con los cuales se asocia a la
membrana, y el la region C-terminal se encuentra el dominio catalitico (azul). Estdn marcados los sitios de union a

fosfolipidos anidnicos (amarillo), los sitios de fosforilacion (verde) y los sitios de palmitoilacion. La calcineurina y
EED son dos proteinas que interaccionan con la nSMasa. Extraido de Shamseddine et al., 2015.

A nivel estructural, todas las nSMasas estan formadas por un dominio N-terminal hidrofébico anclado
a membrana, y un dominio catalitico C-terminal (Airola and Hannun, 2013). La regiéon que separa
estos dos dominios esta probablemente involucrada en la regulacién de la actividad de la enzima, ya
que contiene varios sitios de fosforilacién en serina (Filosto et al., 2012) y un sitio de unién a
calcineurina (Filosto et al., 2010). La calcineurina es una fosfatasa que interacciona con la nSMasa,
funcionando como un regulador negativo de ésta a través de vias dependientes de p38MAPK y PKC

NTR activa la nSMasa no es conocido

(Clarke et al., 2007, 2008). El mecanismo exacto por el cual el p75
aun, y no se sabe si se da mediante interaccion directa o mediante otra proteina adaptadora. La
activacion de la nSMasa, en cambio, si que esta bien descrita en la respuesta celular a TNF y a otras
citoquinas. En este caso el receptor de TNF se asocia con FAN (factor associated with nSMase
activation) e interacciona con RACK1, que a su vez interacciona con EED (embryonic ectodermal

development) y ésta con nSMasa2 (Shamseddine et al., 2015).

La ceramida generada por la accién nSMasa actia como segundo mensajero lipidico en diversos
procesos de sefalizacién intracelulares, que pueden ser tan opuestos como la promocién de la
supervivencia celular, el crecimiento y la diferenciacién, o la apoptosis. La ceramida es capaz de
activar diversas enzimas implicadas en la sefalizacidon celular en respuesta a estrés, aunque el
mecanismo por el cual esto sucede aun no ha sido descubierto. Por un lado se ha descrito que activa
a las proteinas cinasas SAPKs (Stress-Activated Protein Kinases) como las JNKs (jun kinases), también a
KSR (Kinase Suppressor of Ras) y a la isoforma atipica de la proteina cinasa ¢ PKC-{. Por otra parte
también activa a proteinas fosfatasas como PP1 (protein phosphatase 1) y PP2A (protein phosphatase
2A) (Ruvolo, 2003).

Los efectos de la ceramida en la célula son complejos y dependen de varios factores como su
concentracién y localizacion, asi como las variaciones en su composicién molecular y en la longitud de
la cadena acilica. También se debe tener en cuenta la rapida conversidon que puede sufrir esta
ceramida dentro de la célula, dando lugar a otras moléculas como diacilglicerol (DAG), esfingosina o
S1P (sphingosine-1-phosphate). Estas moléculas también pueden actuar como transductores de sefial,
a menudo con efectos completamente opuestos a los de la ceramida, y permiten a la célula adaptarse
y responder a situaciones muy diversas (Horres and Hannun, 2012).
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Figura 22. Metabolismo de la ceramida y otras moléculas lipidicas derivadas.
La ceramida puede ser obtenida por dos vias principales, por un lado sintetizada de novo a partir de

palmitoilCoA y serina, o bien puede obtenerse de la hidrdlisis de esfingomielina catalizada por la SMasa.
Ademas puede ser rapidamente transformada en otros lipidos bioactivos como ceramida-1-fosfato (C1P) o
esfingosina-1-fosfato (S1P). La transferencia de un grupo colina-fosfato de una fosfatidilcolina (PC) a una
molécula de ceramida, por accién de la esfingomielina sintasa (SM synthase), resulta en la formacion de
esfingomielina y diacilglicerol (DAG). Adaptado de Horres and Hannun, 2012.
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OBIJETIVOS

La TeNT es una de las neurotoxinas existentes mas potentes, que actua bloqueando la liberacién de
neurotransmisores inhibitorios y causando una pardlisis espastica. Su extrema neuroespecificidad
viene determinada por la interaccidon de su dominio carboxilo terminal (Hc-TeNT) con las membranas
neuronales mediante un mecanismo de receptor dual. Primeramente se une a polisialogangliésidos y
posteriormente a un receptor proteico especifico alin desconocido, que permite su internalizacién en
la neurona. Esta descrito que la TeNT es transportada retroaxoalmente en endosomas de sefializacién
siguiendo la misma ruta endocitica que las neurotrofinas y sus receptores. Ademads resultados previos
de nuestro grupo indican que, tanto la TeNT como su dominio Hc-TeNT aislado, activan éstos
receptores y las vias de sefalizacién que de ellos se derivan, provocando asi un efecto neuroprotector
en algunas células. En base a todos estos datos nos planteamos la hipdtesis de que los receptores de
neurotrofinas pueden actlar como receptores proteicos de alta afinidad para la TeNT, permitiendo su
endocitosis y su transporte hasta el SNC. Los objetivos concretos que se plantean son:

e Determinacion de las regiones en Hc-TeNT y en los receptores Trk implicadas en la interacciéon
entre ambas moléculas mediante modelaje molecular in silico.

e Demostracidon bioquimica de la unién de alta afinidad entre el fragmento recombinante
Hc-TeNT y el receptor TrkB.

e Utilizaciéon de un péptido sintético basado en el dominio D5 extracelular de TrkB para
bloquear la unidn e internalizacién del Hc-TeNT.

e Determinar si el fragmento Hc-TeNT y TrkB localizan conjuntamente en las uniones
neuromusculares y en las motoneuronas tras inyectar el fragmento intramuscularmente en
ratones.

e Validacién del modelo molecular mediante la mutacién de ciertos residuos en la secuencia del
Hc-TeNT, situados en la zona de interaccién con TrkB, con la finalidad de disminuir la afinidad
de éste fragmento por el receptor.

NTR como de la esfingomielinasa

e Determinar la implicacion tanto de los receptores Trk y p75
neutra en las vias de sefializacidn pro-supervivencia inducidas por las neurotrofinas y por el

fragmento Hc-TeNT.
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1. SINTESIS Y PURIFICACION DEL FRAGMENTO C-TERMINAL DE LA TOXINA TETANICA (HC-TENT)

1.1. Expresion del fragmento Hc-TeNT

La secuencia nucleotidica codificante para Hc-TeNT (1398 pb) (Figura 23) se encuentra clonada entre

las dianas BamHI y Pstl del vector de expresidon pQE3 (Qiagen), obteniendo asi el pldsmido pYN1-Hc

(4808 pb). La proteina recombinante se encuentra bajo el control de un promotor T5 inducible por

IPTG y contiene en el extremo C-terminal una cola de seis histidinas para facilitar su posterior

purificacién. De esta manera el fragmento Hc-TeNT recombinante,

(correspondiente a los

aminodcidos 864 al 1315 de la secuencia wild type de la TeNT) es expresado en la cepa Escherichia coli

BL21 (DE3) transformada con el pldsmido pYN1-Hc. Este fragmento proteico recombinante se utiliza

en nuestro grupo como herramienta basica de estudio de la TeNT, ya que presenta las ventajas de ser

atdxico y, al mismo tiempo, de conservar intacta la capacidad de unidn a los terminales nerviosos y de

transporte retroaxonal propia de la neurotoxina entera.
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Figura 23. Secuencia nucleotidica de Hc-TeNT clonada en pYN1 y traduccion en aminoacidos.
Los residuos marcados (Y266, K311, E343) son los que seran mutados y sustituidos por alaninas en la proteina

mutada Hc-A266-311-343. La numeracion de los aminoacidos corresponde a su posicidon dentro del fragmento Hc-

TeNT, no a su posicion en la toxina completa.

Para la expresidon del Hc-TeNT, se inoculan en 1 L de medio LB (10 g/L Triptona, 10 g/L NaCl, 5 g/L

extracto de levadura) 6 mL del cultivo E.coli BL21 (DE3) crecido previamente durante la noche (o/n). El
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medio de cultivo se complementa con 100 pg/mL de ampicilina, como método de seleccidn para las
bacterias portadoras del pldsmido, y se incuba a 37°C con agitaciéon. Cuando el cultivo alcanza una
densidad 6ptica de 0,8 u.a (unidades de absorbancia) a 600 nm, se induce la expresion de Hc-TeNT
con 0,4 mM de IPTG durante 4h a 37°C. Pasado este tiempo, el cultivo se centrifuga a 4000 x g
durante 20 minutos a 4°C. El sedimento resultante se resuspende con 50 mL de tampén de lisis (50
mM NaH,P0O,-H,0, 300 mM NaCl, 1% Triton X-100, pH 8). Para lisar las células, la muestra es sonicada
en 6 series de 1 min con 30s de pausa entre si. Finalmente el extracto se centrifuga a 18000 x g
durante 30 min a 4°C, se recupera el sobrenadante que contiene la proteina expresada, y se mantiene
a 4°C hasta la etapa de purificacién.

1.2. Purificacion de Hc-TeNT del lisado celular

El Hc-TeNT recombinante, se purifica mediante una cromatografia de afinidad por iones de
cobalto, los cuales interaccionan con la cola de histidinas que la proteina posee en su
extremo C-terminal. Se emplea una columna empaquetada con la resina TALON Metal Affinity
Resin (Clontech), acoplada a un sistema FPLC (Fast protein liquid chromatography; Pharmacia
Biotech). Se equilibra la resina con el Tampdn A (50 mM NaH,P04-H,0, 300 mM Nacl, pH 7)
durante 30 min a un flujo de 1 mL/min y seguidamente se carga en la columna el lisado
celular. Una vez ha pasado el lisado, se aplica Tampdn A durante unos 30 min para eliminar
las proteinas no unidas a la resina. El Hc-TeNT unido a la resina es eluido con el Tampdn B (50
mM NaH,PO4-H,0, 300 mM NaCl, 150 mM Imidazol, pH 7), que contiene una elevada
concentracion de imidazol para desplazar la unién de las histidinas al cobalto. Se recogen
alicuotas de 0,5 mL durante todo el pico de elucién y se analizan mediante un SDS-PAGE para
determinar cudles contienen una mayor cantidad de proteina, asi como la pureza con la que
ésta se ha obtenido. Para eliminar las trazas de imidazol, las alicuotas seleccionadas se
dializan durante unas 16h en Tampdén C (10 mM NaH,PQ4, 40 mM Na,HPQO,4, 150 mM Nadl,
pH 7,4) y al dia siguiente se renueva el tampdn y se dializan durante 2h mas. Finalmente se
determina la cantidad de proteina obtenida en la purificacion mediante el ensayo de BCA
(Pierce BCA Protein Assay, Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante (apartado
4.4. de Materiales y métodos). Se alicuota la proteina, se liofiliza y se conserva a -20°C hasta
su utilizacion.

1.3. Marcaje del Hc-TeNT con AlexaFluor555

En algunos de los experimentos se ha utilizado Hc-TeNT marcado con un fluoréforo. Para ello se
utiliza el AlexaFluor555 Protein Labeling kit (Invitrogen) que permite unir proteinas de mas de 40 kDa
a una molécula de AlexaFluor555. El kit permite reaccionar el radical succinimidil ester que contiene
el AlexaFluor555 con las aminas primarias presentes en las proteinas, dando lugar a complejos
estables entre fluoréforo y proteina.
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El marcaje se realiza siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante, tal como se describe a
continuacién. Para realizar la conjugacidén, se incuba en medio alcalino 1 mg de Hc-TeNT a una
concentracion final de 2 mg/mL con el fluoréforo durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente
la muestra se carga en una columna con una resina de exclusién molecular que separa las moléculas
de fluordforo libre de las de Hc-TeNT unidas al fluoréforo (Hc-TeNT-A555) que seran eluidas en
primer lugar, en tampdn PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPQ,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4).

Para determinar la concentracién del complejo obtenido, se mide la absorbancia a 280 nm y a 555
nm, y se aplica la siguiente formula matematica:

|_A23|:| - [AEEE X UJUSjI X PD

£ He

[He AS55] =

donde 0,08 es el factor de correccién para la absorcion del AlexaFluor555 a 280 nm, FD es el factor de
dilucion en el que se encuentra la muestra, y €, es el coeficiente de extincion molar para el Hc-TeNT,
calculado en 91.470 cm™M™.

También se determina el grado de marcaje de cada lote obtenido de Hc acoplada a fluoréforo, es
decir, los moles de AlexaFluor555 incorporados por cada mol de Hc-TeNT, utilizando la siguiente
férmula:

€ 4555 X [He — A555]

Moles AEEEXMQ[ H —
c

donde el coeficiente de extincién molar para el AlexaFluor555 es 150000 cm™*M™.
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2. ESTUDIO BIOINFORMATICO DE MODELADO MOLECULAR

La secuencia de la holoproteina de la TeNT utilizada en los estudios se extrajo de la web
UniProtKB/Swiss-Prot, anotada con el cédigo de registro P04958-2.

Para estudiar si existe homologia entre el fragmento Hc-TeNT vy las diferentes neurotrofinas se utilizan
los programas Blast y Clustal W. El motor de busqueda Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
encuentra secuencias de aminodacidos similares (Altschul et al., 1997). Los estudios de alineacion de
secuencias multiples son realizados con el programa Clustal W (Larkin et al., 2007) y son interpretados
con respecto a residuos conservados y homologias.

El modelado molecular se ha basado en las estructuras cristalinas del fragmento Hc-TeNT (cddigo
PDB: 1A8D) (Knapp et al., 1998), del dominio D5 de TrkA unido a NGF (cédigo PDB: 1IWWW) (Ultsch
et al., 1999), del complejo formado por NT-4/5 y el dominio D5 de TrkB (cédigo PDB: 1HCF) (Banfield
et al,, 2001), y de BoNT/B (cédigo PDB: 1EPW) (Swaminathan and Eswaramoorthy, 2000). Todas estas
estructuras fueron recuperadas de la base de datos del PDB (Protein Data Bank) en www.pdb.org
(Berman et al., 2000) vy la calidad de estas estructuras fue comprobada con el software What_check
(Hooft et al., 1996). El modelado molecular se realizé utilizando los programas informaticos What if
(Vriend, 1990), Yasara (Krieger et al., 2002), Vega ZZ (Pedretti et al., 2004) y Sybyl X, con los que se
analizan la complementariedad de superficies, los potenciales puentes de hidrégeno o interacciones
electrostdticas y los efectos estéricos.
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3. MUTAGENESIS DEL FRAGMENTO Hc-TENT

Para introducir las mutaciones en las posiciones Y266, K311 y E343 de Hc-TeNT, se sintetizé un
constructo basado en un segmento del extremo C-terminal de Hc-TeNT que contiene los tres residuos
a mutar. Este fragmento de 905 pb, fue clonado entre las dianas de restriccidn Sacll y Kpnl del vector
pMK (Geneart, Life Technologies), obteniendo asi el pldsmido pMK-Hc de 3205 pb con resistencia a
kanamicina. Este segmento recoge de la base 431 a la 1221 de la secuencia de Hc-TeNT wild type, e
incluye intercaladas varias repeticiones de la secuencia de interés, permitiendo incluir en el mismo
constructo los aminoacidos sefialados tanto en su forma wild type como en su forma mutada. En los
extremos de cada una de estas repeticiones se han introducido diversas dianas de restriccion que
delimitan cada uno de los residuos de interés. De esta manera, mediante diversas rondas de
digestiones y ligaciones, se pueden aislar los fragmentos que contienen cada uno de los residuos
seleccionados e introducirlos en la secuencia de Hc-TeNT wt, pudiendo conseguir asi mutantes
simples, dobles o triples, segin se desee. En la Figura 24 se muestra la secuencia del constructo
sintético, los aminodcidos mutados y las dianas de restriccién incluidas. Para introducir estas dianas
se han realizado algunos cambios nucleotidicos conservativos en la secuencia.

La estrategia seguida para la obtencidn del mutante triple Hc-A266-311-343 es la siguiente.
Primeramente se digiere el plasmido pMK-Hc con la enzima Sall con el fin de eliminar el segmento
que codifica para el residuo K311, y luego se religa el vector resultante de 3157 pb que ha quedado
linealizado. Una vez recircularizado, se digiere con Mlul y se religa de nuevo para quitar el segmento
codificante para el E343, obteniendo un vector de 3091 pb. Finalmente se digiere el plasmido pMK
resultante con Sacll y Kpnl para obtener el segmento de 786 pb que contiene la secuencia de Hc con
las 3 mutaciones en el orden correcto, y se introduce en el vector pYN1-Hc digerido por las mismas
enzimas de restriccion (4022 pb) para obtener el vector de expresién pYN1-Mut.

3.1. Reacciones de digestion y ligacion

Las digestiones se realizan con los enzimas de restriccién Sall, Mlul, Sacll y Kpnl (New England Biolabs)
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Las reacciones de digestidn se llevan a cabo en un
volumen final de 250 L, mezclando Tampdn de digestidn, BSA (si se requiere) y 50 U de la enzima por
5 g del plasmido, y se incuban a 37°C o/n. El producto de las digestiones se analiza en un gel de
agarosa al 1% en tampdn TAE (40 mM Tris, 0.1% p/v acido acético, 1 mM EDTA) con el fin de separar
los fragmentos resultantes y cortar la banda de interés en cada caso. EI DNA de las bandas recortadas
se extrae y se purifica mediante el kit comercial Purelink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)
siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.

Las reacciones de ligacidn se realizan mezclando Ligation Buffer, 60 fmol del vector, 180 fmol del
insertoy 0,1 U de T4 DNA Ligasa (Invitrogen) en un volumen final de 20 L, y se incuban a 23°C-26°C
durante 1h.
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3.2. Transformacion en células competentes

El DNA producto de la ligacidon se transforma en las células ultracompetentes E. coli XL10-Gold
(Stratagene). Para ello, se descongelan las células en hielo y se mezclan 50 pL de éstas con 2 uL de
B-mercaptoetanol incubandolas de nuevo en hielo durante 10 min, agitando suavemente cada 2 min.
Seguidamente se afaden 2 plL de la reaccién de ligacion y se incuban en hielo durante 30 minutos
mas. El choque térmico es realizado a 42°C durante 30s seguido de 2 min en hielo. A continuacién se
anaden 0,5 mL de medio LB precalentado a 42°Cy se incuba a 37°C durante 1h a 225 rpm. El producto
de la transformacién se siembra en placas de agar LB con el antibidtico correspondiente (ampicilina

en el caso del plasmido pYN1 y kanamicina para el pMK) y se incuban a 37°C o/n.

Sacll
ccgcggpagaagttagacaaataacttttagggatttacctgataaatttaatgettatttagcaaataaatggy
ggcgccptettcaatctgttitattgaaaatccctaaatggactatttaaattacgaataaatcgrttatttacee

tttttataactattactaatgatagattatcttctgctaatttgtatataaatggagtacttatgggaagtgeag
aaaaatattgataatgattactatctaatagaagacgattaaacatatatttacctcatgaatacccttcacgte

aaattactggtttaggagctattagagaggataataatataacattaaaactagatagatgtaataataataatc
tttaatgaccaaatcctcgataatctctcctattattatattgtaattttgatctatctacattattattattag

aatacgtttctattgataaattTaggatattttgcaaagcattaaatccaaaagagattgaaaaattatacacaa
ttatgcaaagataactatttaaatcctataaaacgtttcgtaatttaggttttctctaactttttaatatgtgtt
A266

gttatttatctataacctttttaagagacttctggggaaaccctttacgatatgatacagaatajgecafraatac
caataaatagatattggaaaaattcrCctgaagacccctttgggaaatgctatactatgrcttatycgotpattatyg

cagtagcttctagttctaaagatgttcaattgaaaaatataacagattatatgtatttgacaaatgcgecatcgt
gtcatcgaagatcaagatttctacaagttaactttttatattgtctaatatacataaactgttacgeggragea

BstZ17i Sall K311

atactaacggaaaattgaatatatattat¢gtcgactatataatggactdaaakttattataaagcgetgcggee
tatgattgccttttaacttatatataatageagetgatatattacctgagjttthaataatatttcgcgacgecgy

Sall A311

gcegtcgacratataatggactdgeafttattataaagcgetatacacctaataatgaaatagattcttttgtta
cggcagctgatatattacctgajcgthaataatatttcgegatatgtggattattactttatctaagaaaacaat

A343

aatcaggtgattttattaaattatacgtatcatataacaataajgcapacattgraggrtatccgaaagatggaa
ttagtccactaaaataatttaatatgcatagtatattgttattjcgttgtaacatccaataggctttctacctt

Miul E343 Miul

acgcgtrtaattaatacgtatcatataacaataafjgaghacattgraggttatccgaaagatggagacgegtita
tgcgcaaattaattatgeatagtatattgttattictoptgtaacatccaataggetttctacctitgegeaasat

ataatcttgatagaattctaagagtaggrtataatgccccaggtatccctctttataaaaaaat ggaageagraa
tattagaactatcttaagattctcatccaatattacgggytccatagggagaaatatttttttaccttcgtcatt

base pairs
1 to 75

base pairs
76 to 150

base pairs
151 to 225

base pairs
226 to 300

base pairs
301 to 375

base pairs
376 to 450

base pairs
451 to 525

base pairs
526 to 600

base pairs
601 to 675

base pairs
676 to 750

base pairs
751 to 825

aattgcgtgatttaaaaacct attctqtacaacttaaattatacgatgacaaaaatgca:ctctagqactaqtase pairs

ttaacgcactaaatttttggataagacatgttgaatttaatatactactatttttacgtagaaatcctgatcayce
Kpnl

gtacc| base pairs
catgg| 901 to 905

826 to 900

Figura 24. Secuencia del constructo sintético clonado en pMK-Hc.

Secuencia sintética homologa al segmento C-terminal de Hc-TeNT insertada en el plasmido pMK-Hc entre las dianas Sacll y
Kpnl. En color naranja estan sefialadas las dianas de restriccién utilizadas, en rojo los residuos de interés, y en lila las dos

dianas de restriccién que delimitan el fragmento.
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3.3. Secuenciacion

Para poder analizar si las colonias transformantes contienen el inserto con las mutaciones deseadas,
se inoculan de forma independiente en 5 mL de LB con el correspondiente antibiético de seleccién y
se incuban a 37°C o/n a 225 rpm. Una pequefia parte del cultivo es usado para la criopreservacion de
los clones, mientras que la otra se usara para la extraccion del pldsmido y la comprobacién de la
introducciéon de las mutaciones deseadas mediante secuenciacién. Los plasmidos se extraen mediante
el kit Gen Elute Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich) siguiendo el protocolo indicado por la casa
comercial y se envian a secuenciar al Servicio de Gendmica del Institut de Biotecnologia i Biomedicina
de la UAB para comprobar la correcta introduccidon de las mutaciones. Los primers usados para la
secuenciacion son los siguientes:

Para la secuenciacién del pldasmido pYN1 se utilizan los primers:

Promoter Region Primer = 5’ — CCCGAAAAGTGCCACCTG — 3’
Reverse Sequencing Primer 2 5’ — GTTCTGAGGTCATTACTGG - 3’

Para el plasmido pMK se utilizan los primers:

T7 Promoter FW: 5’ - TAATACGACTCACTATAGGG- 3’
M13 reverse: 5’ - GAAGGAAACAGCTATGAC -3’

3.4. Expresion de Hc-A266-311-343

Finalmente el plasmido pYN1-Mut, que contiene todas la mutaciones, se transforma en la cepa de
expresion E. coli BL21(DE3) (Stratagene), adecuada para la produccidn de la proteina recombinante.
La expresion de la proteina mutada asi como su posterior purificacién se realiza igual que en el caso
del He-TeNT, mediante HPLC tal como se ha comentado en apartados anteriores.

La proteina Hc-A266-311-343 purificada es analizada posteriormente por el Servicio de Protedmica
CSIC/UAB mediante MALDI-TOF y Peptide Mapping Fingerprinting, confirmando la presencia de los
tres aminodcidos mutados.
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4. CULTIVOS Y LiNIAS CELULARES
4.1. Cultivo primario de neuronas granulares de cerebelo de rata

Los cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (CGNs) se obtienen a partir de ratas de la
cepa Sprague-Dawley de 7-8 dias de edad postnatal. Los animales se obtienen del Servicio de
Estabulario de la Universitat Autonoma de Barcelona y se actla en base al procedimiento aprobado
por la Comisién de Etica en Experimentacién Animal y Humana de la Generalitat de Catalunya (CEEH
622, Procedimiento de Experimentacién 2828).

Para la realizacidn del cultivo se necesitan las siguientes soluciones que serdn filtradas previamente a
Su uso:

Solucion 1: 50 mL de tampdn Krebs (120 mM NacCl, 4,8 mM KCI, 1,2 mM KH,PO,, 25 mM NaHCO;,
14,3 mM glucosa), 0,15 g de BSA (Bovine Serum Albumine, #05470, Sigma-Aldrich) y 0,4 mL de una
solucion de MgS0, al 3,8%.

Solucidén 2: 10 mL de solucién 1y 2,5 mg de tripsina (T9201, Sigma-Aldrich).

Solucion 3: 10 mL de solucion 1 con 0,8 mg de DNasa (D5025, Sigma-Aldrich), 5,2 mg de inhibidor de
tripsina (#17075-029, Gibco) y 0,1 mL de MgS0,al 3,8%.

Solucion 4: 8,4 mL de solucién 1y 1,6 mL de Solucién 3.

Solucion 5: 5 mL de solucién 1, 40 uL de MgS0O, al 3,8%y 6 uL de CaCl, al 1,2%.

Para el cultivo, se separa el cerebelo de las ratas, se retiran las meninges y se corta en pequenas
secciones cubicas que se resuspenderan en 15 mL de solucién 1. A continuacién se centrifugan a
0,4 x g durante 30s, se descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado en la solucién 2. La
mezcla se incuba durante 10 min en un bafio a 37°C para que la tripsina que contiene la solucién
disgregue el tejido. Después de este tiempo se le afiade la solucidn 4, que contiene tanto inhibidor de
tripsina como DNasa para detener el efecto de la tripsina y degradar el DNA liberado como
consecuencia de la lisis del paso anterior. Se centrifuga de nuevo a 0,4 x g durante 30s y se afade al
precipitado obtenido la solucién 3, que contiene mayores concentraciones de inhibidor de tripsina y
DNasa. A continuacidon se procede a una disgregaciéon mecdanica del tejido mediante una pipeta
pasteur por la que se pasa la muestra 10 veces. Seguidamente se filtra con una malla de nylon de 40
pum de diametro de poro utilizando la misma pipeta y pasando la muestra por ella otras 10 veces mas.
La suspension celular obtenida se afiade a la solucién 5, que contiene calcio y magnesio a una
concentracién fisioldgica, y se centrifuga a 0,2 xg durante 5 min. Las células que quedan en el
precipitado son resuspendidas con medio de cultivo BME (Basal Medium Eagle, #1522, Sigma-Aldrich)
suplementado con 10% de Fetal Bovine Serum (FBS), 30 mM glucosa, 2 mM glutamina, 50 U/mL
penicilina, 50 pug/mL estreptomicina y 20 mM KCl, y se siembran en placas previamente tratadas con
poli-L-lisina (10 pug/mL), a una densidad de 7 x 10* células/cm?. A las 24h de ser sembradas se tratan
con 10 uM cytosine-8-D-arabinofuranoside, un antimitdtico para impedir la proliferacion de las
células no neuronales. Las células se mantienen en atmosfera humidificada a 37°C y a 5% de CO,
durante 7 dias in vitro (DIV) antes de ser utilizadas en los experimentos, permitiendo asi su
maduracién y la extensidn de neuritas.
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4.2. Linea celular PC12

Las PC12 son una linea celular derivada de feocromocitoma de medula adrenal de rata y se
caracterizan por la capacidad de parar su proliferacidn e iniciar procesos de extensién de neuritas, de
forma parecida a como lo harian las neuronas ganglionares simpaticas en cultivo, en respuesta a NGF
(Greene and Tischler, 1976). Las PC12 se cultivan en medio DMEM (D-5796, Sigma-Aldrich)
suplementado con 7% FBS, 7% HS (Horse Serum), 20 U/ml penicilina y 20 pug/ml estreptomicina, 11,4
mM HEPES pH 6,8) en una atmosfera humidificada a 37°Cy 5% CO,.

Para los diversos experimentos planteados las células son sembradas en general a una densidad de
1,25 x 10* c/cm? en placas pre-tratadas con coldgeno tipo 1 (Corning) a concentracién 80 pg/mL. Las
células se diferencian afadiendo al medio NGF (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 50 ng/mL el
dia siguiente a la siembra, y manteniéndolo durante 6 DIV. Cada 2 dias se cambia la mitad de medio
por medio completo nuevo, afiadiendo el NGF correspondiente.

4.2.1. Transfeccion PC12

En algunos experimentos se ha necesitado realizar un silenciamiento de la expresién proteica de
nSM2 para disminuir sus niveles dentro de las células. Para ello se han transfectado cultivos de la
linea PC12 con siRNAs (small interfering RNAs) especificos frente al mMRNA de nSMAsa2, uniéndose y
bloquedndolo, impidiendo asi que se traduzca en los ribosomas.

Con esta finalidad, las células se transfectan usando Lipofectactamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este reactivo consiste en una mezcla de lipidos neutros y cargados
positivamente que, en medio acuoso, pueden formar liposomas que interaccionan y engloban las
moléculas de siRNA cargadas negativamente. De esta manera el complejo formado, cargado
positivamente en su superficie, puede fusionarse con la membrana plasmdtica de las células
permitiendo que el material de transfeccién se libere en el citoplasma.

Se utilizd una combinacion de 4 siRNAs especificos para nSMasa2 (Qiagen), con las siguientes
secuencias:

SiRNA#1
SiRNA#2
SiRNA#3
SiRNA#4

S101992571) 5’CAGGAGGTGTTTGACAAGCGT3’
S101992578) 5'CTCGCAAGGCTCAATAATGTT3’
S101992585) 5'TAACAGTAAGCTGCTGTATAA3Y
S101992592) 5’ TCGGTTAGGGTCTGTAAGTCA3’

—_ e~~~

Como control negativo de la transfeccion se usé un siRNA sin diana conocida dentro de la célula
(AliStars Negative Control siRNA, Qiagen).

Las células fueron sembradas a una densidad de 1,25 x 10* cel/cm? en placas de 35 mm o en placas de
24 pozos (segun si se analizardn por western blot o si se hardn ensayos de viabilidad
respectivamente), y 24h después de la siembra se realiza la transfeccion. El primer paso es, 4h antes a
la transfeccion, cambiar el medio en el que estan sembradas las PC12 por DMEM sin suero y sin
antibiodticos. Pasado este tiempo se mezclan 10 pL de lipofectamina en 250 pL de medio Opti-MEM
(#31985-070, Gibco), en el caso de las placas de 35 mm, o 2 uL de lipofectamina en 50 pL de Opti-
MEM para las placas de 24 pozos, y se incuba 5 min a temperatura ambiente. En otro eppendorf se
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preparan 100 pmol de cada siRNA en 250 pl Opti-MEM, para las placas de 35 mm, y 20 pmol de cada
siRNA en 50 pl Opti-MEM para las de 24 pozos. Pasados los 5 min de incubacién de la lipofectamina,
ésta es afiadida a la mezcla de siRNAs y se incuba durante 20 min a temperatura ambiente para
permitir la formaciéon de liposomas que contendran los siRNA. Después se afiade la mezcla de
liposomas a las células, 500 uL a las placas de 35 mm y 100 plL a las de 24 pozos, dejandola caer
suavemente en forma de gotas repartiéndolas por el pozo. 4h después de la transfeccion se vuelve a
cambiar el medio a DMEM completo, con suero y antibidticos. Las células se mantienen durante 72h
mds antes de proceder al experimento, tiempo en el cual se ha observado la mayor disminucién de
nSMasaz2.

4.3. Linea celular NSC-34

La linea celular hibrida NSC-34 estd producida por fusidn entre células de neuroblastoma y
preparaciones de médula espinal embrionaria de raton enriquecidas en motoneuronas (Cashman et
al., 1992). Esta linea celular fue cedida amablemente por el Dr. Kevin Talbot de la Oxford University.

Las células se mantienen en medio DMEM (#41965-039, Gibco) complementado con 10% FBS, 50
U/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina, a 37°C i 5% CO, en una atmosfera humidificada. Para los
experimentos las células se siembran a una densidad de 2,5 x 10* cel/cm” en placas pre-tratadas con
0,01 mg/mL de poli-D-lisina.

4.3.1. Transfeccion NSC-34

En algunos experimentos se ha necesitado realizar un silenciamiento de la expresidon proteica de
nSMasa2 para disminuir sus niveles dentro de las células. Para ello se transfectan los cultivos de
NSC-34 con una combinacién de 4 siRNAs especificos (Qiagen) frente al mMRNA de nSMasa2, las
secuencias de los cuales se muestran en el apartado 4.2.1. de Materiales y métodos. Como control
negativo de la transfeccién se usa un siRNA sin diana conocida dentro de la célula (AllStars Negative
Control siRNA, Qiagen). Las células fueron sembradas 24h antes de la transfeccion a una densidad de
2,5 x 10* cel/cm? en placas de 35 mm (para western blot) o en placas de 24 pozos (para ensayos de
viabilidad). El protocolo para la transfeccidon es el mismo que en el caso de las PC12 cambiando las
cantidades de lipofectamina y de siRNAs afiadidos. 4h antes de la transfeccién se reemplaza el medio
por DMEM sin suero y sin antibidticos. Pasado este tiempo se incuban durante 5 min 5 pL de
lipofectamina en 250 pL de Opti-MEM (#31985-070, Gibco), en el caso de las placas de 35 mm, o 1 uL
de lipofectamina en 50 pL de Opti-MEM para las placas de 24 pozos. En otro eppendorf se mezclan
100 pmol de cada siRNA en 250 ul Opti-MEM, para las placas de 35 mm, y 20 pmol de cada siRNA en
50 pl Opti-MEM para las de 24 pozos. A continuacidn la lipofectamina se afiade a la mezcla de siRNAs
y se incuba durante 20 min a temperatura ambiente. Finalmente se afiade 500 pL de la mezcla de
liposomas a las placas de 35 mm y 100 ulL a las de 24 pozos. Tras 4h se vuelve a cambiar el medio a
DMEM completo, con suero y antibidticos. Las células se mantienen durante 72h mds antes de
proceder al experimento, tiempo en el cual se ha observado la mayor disminucion de nSMasa2.
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4.4. Lisado de las células y cuantificacion de proteina total

Para la obtencién de extractos celulares totales de los cultivos previamente tratados para su posterior
analisis immunoldgico mediante western blot se procedié como se detalla a continuacion. Las células
cultivadas en placa son lavadas con PBS frio y resuspendidas con la ayuda de un scrapper en tampdn
de lisis (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM EDTA, pH 7,6) suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). Los lisados son incubados en hielo durante 30 min para
ser posteriormente tratados con un homogenizador de eppendorfs (2359971, Sigma-Aldrich) y
sonicados. Finalmente los extractos son centrifugados a 14000 x g durante 10 min a 4°Cy se recupera
el sobrenadante obtenido.

La concentracidn de proteina total contenida en los extractos se determina utilizando el ensayo de
BCA (Bicinchoninic acid, Pierce Thermo Scientific). Para ello se analiza conjuntamente con la muestra
problema una recta patréon con concentraciones crecientes de BSA diluida en el mismo tampén de
lisis. Tanto la muestra problema como la recta patrén son incubadas con el reactivo BCA en una placa
de 96 pocillos a 37°C durante 30 min, segun las instrucciones del fabricante. A continuacién se mide la
absorbancia de cada muestra a 562 nm en un lector de placas (Power Wave, Biotek) y se calcula la
concentraciéon de proteina a partir de la extrapolacién con su recta patrén.
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5. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR Y ENZIMATICOS
5.1. Ensayo de MTT

El ensayo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich) es un
método ampliamente utilizado para determinar la viabilidad celular en un cultivo. Se basa en la
habilidad de las células vivas de romper los enlaces de tetrazolium del MTT a través de una reaccién
catalizada por la succinato deshidrogenasa mitocondrial, dando lugar a cristales insolubles de
formazan de coloracién azul e impermeables a las membranas de las células vivas, acumulandose asi
en su interior. La adicion de DMSO a las células, causa la lisis de sus membranas y la solubilizacién de
los cristales de formazdn originados. Mediante un espectofétometro se podrd determinar la
concentraciéon de formazan formado midiendo las relaciones de absorbancia a 560 y 620 nm
(Asso/As20), que sera directamente proporcional a la actividad mitocondrial y por lo tanto, a una mayor
viabilidad celular.

Para realizar el ensayo, las células son previamente sembradas en placas de 24 pozos y sometidas al
tratamiento que corresponda. 24h después del tratamiento realizado se afiade a las células
0,25 mg/mL de MTT y se incuban durante 40 min a 37°C para permitir la formacién de los cristales de
formazan. Seguidamente se aspira el medio, se afiaden 400 pL de DMSO (Sigma-Aldrich) para disolver
el formazan formado y finalmente se mide la absorbancia a 560 nm y 620 nm utilizando un lector de
placas (Power Wave, Biotek).

5.2. Tincidn de nucleos con Hoescht 33258

Otra manera de medir la viabilidad de un cultivo es haciendo un recuento de los nucleos apoptdticos.
El Hoescht 33258 es un compuesto fluorescente que se une al DNA celular y permite visualizar el
nucleo. Si las células estdn en un proceso de muerte apoptodtica, presentardn una cromatina mas
condensada y fragmentada que se tefiirda mas intensamente con el Hoescht, permitiendo diferenciar
los nucleos apoptéticos del resto.

Para realizar el experimento se siembran las PC12 en placas de 24 pozos a una densidad de
1,25 x 10* cel/cm?, se transfectan durante 72h y se realiza el tratamiento pertinente. Transcurridas
24h se retira la mitad de medio del pozo y se substituye por 4% PFA (paraformaldehido) y hoescht a
una concentracion final de 1 pg/mL. La placa se mantiene a 4°C hasta ser analizada en un microscopio
de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-E) a una longitud de onda de excitacion/emisién de 350/460
nm. Se analizan un total de 30 campos por condicién, de aproximadamente unas 100 células cada
uno. El porcentaje de apoptosis se expresa como la ratio entre las células apoptéticas y las totales.

5.3. Ensayo de actividad caspasa-3

La actividad caspasa-3 se mide utilizando un ensayo basado en la utilizacion del péptido Acetyl-DEVD-
AMC (#3171-v, Peptanova) que es un sustrato selectivo de la caspasa-3. El residuo AMC fluorogénico
es liberado en procesarse el péptido por la actividad de la caspasa-3 y la fluorescencia emitida por
éste puede ser medida en un espectrofluorimetro.
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En este experimento se utilizan células PC12 sembradas en placas de 24 pozos y transfectadas. 72h
después de la transfeccion se realiza el tratamiento correspondiente. A continuacion las células se
lavan con PBS frio y seguidamente son lisadas en tampon de lisis (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM
NaCL, 1 mM EDTA, 0,01% Triton X-100) complementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Roche). Se dejan 30 min en hielo y se homogenizan con el homogeneizador de eppendorf (2359971,
Sigma-Aldrich). En una placa opaca de 96 pozos, se afladen 25 puL de muestra, 25 pL de tampdn de lisis
y 50 pL de tampdn de reaccion (compuesto por 200 uM Ac-DEVD-AMC, 42 mM Hepes, 2,2 % glicerol,
4,2 mM DHT, pH 7,5). Las muestras se incuban durante 5h a 37°C y se mide la fluorescencia de cada
pozo a 460 nm en un lector de placas (Synergy HT, Biotek). El valor de fluorescencia obtenido es
proporcional a la actividad caspasa-3 del lisado y se expresa como porcentaje respecto a la condicidn
control sin privacién de suero. Todas las actividades son estandarizadas por la concentracion de
proteina total del lisado, que es cuantificada en paralelo mediante el ensayo de BCA comentado en
apartados anteriores.

5.4. Ensayo actividad esfingomielinasa

Para poder determinar la actividad esfingomielinasa de las células, se emplea el Amplex Red
Sphingomyelinase Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen). Este kit permite medir la actividad
esfingomielinasa indirectamente a través de varias reacciones enzimdticas acopladas que acaban en
la produccion de resorufina, una molécula fluorogénica. Primero la esfingomielinasa hidroliza la
esfingomielina a ceramida y fosforilcolina, y ésta Ultima a su vez es hidrolizada a colina por la accién
de la fosfatasa alcalina. La colina es oxidada a betaina y H,0,, que finalmente, en presencia de HRP
(Horseradish peroxidase), reacciona con el reactivo AmplexRed (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine)
para generar la resorufina.

Para realizar el ensayo, las células son resuspendidas en 500 ul de Reaction Buffer (0,1 M Tris-HCI, 10
mM MgCl,, 1% Triton X-100, pH 7,4), se sonican y posteriormente se centrifugan a 9000 x g durante
30 min a 4°C. A continuacién se determina la actividad de la esfingomielinasa neutra siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se mezclan en una placa de 96 pozos 100 pL del lisado celular con 100 pL
de la Working Solution (100 uM reactivo Amplex® Red, 2 U/mL HRP, 0,2 U/mL colina oxidasa, 8 U/mL
fosfatasa alcalina, 0,5 mM esfingomielina). Como control positivo se utiliza una solucién 0,04 U/mL de
esfingomielinasa, y como control negativo se prepara una solucién sin esfingomielinasa. La reaccién
se incuba durante 30 min a 37°C protegida de la luz. Finalmente la fluorescencia emitida a 585 nm se
determina mediante un lector de placas Series BioAssay Reader (Perkin EImer Instruments; Waltham).
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6. ENSAYOS DE UNION E INTERNALIZACION DE Hc-TENT
6.1. Desplazamiento de la unién

Para los ensayos de desplazamiento de la unién de Hc-TeNT a membrana se parte de un cultivo de
CGNs de 7 DIV sembradas en placas sobre cubreobjetos. Las células se tratan con 10 nM de
Hc-TeNT-A555 durante 30 min a 4°C, y a al mismo tiempo se afiaden también las diferentes moléculas
de estudio en distintas concentraciones segun la condicidn. En el caso del desplazamiento con BDNF
se ensayan las concentraciones de 0, 50, 200 y 400 ng/mL. En el desplazamiento con NGF, se afiade a
0, 50, 100, 200, 400 y 800 ng/mL y en el caso del péptido D5 se ha utilizado a 0, 5, 25, 50, 200, 400 y
600 pg/mL.

Una vez pasados los 30 min de incubacidn se retira el medio y las células se lavan con PBS frio. Se fijan
durante 20 min con PFA 4% y seguidamente se realizan 3 lavados de 10 min cada uno con PBS. Se
tifien los nicleos con 0,5 pg/mL de DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole) (Life Technologies) durante 5
min y se realizan 3 lavados mas. Finalmente las células se montan sobre portaobjetos con medio de
montaje FluoromountG (Southern Biotech) y se dejan secar. Los portaobjetos se visualizan en un
microscopio confocal Zeiss LSM 700 (Zeiss) con un objetivo 63X. Con el software Imagel (U.S. National
Institutes of Health) se determina la intensidad de fluorescencia integrada en el canal rojo (Hc-TeNT).
La intensidad integrada se calcula multiplicando el drea marcada en rojo por la media de intensidad
de fluorescencia de ésta. Se trabaja con porcentajes de intensidad respecto al control sin competidor
para estandarizar todas las condiciones. Los resultados fueron procesados mediante el software
GraphPad Prism, obteniendo de esta forma las curvas de competencia y los valores de las constantes
de inhibicion mediante la ecuacidn One site — Fit LoglC50, con la siguiente férmula:
Y+ (YO- Y)

donde Y es la intensidad respecto al control, X es la concentracion de competidor, Y’ es la intensidad
obtenida en la concentracién mas alta de competidor, y Y° es la intensidad obtenida en la condicién
sin competidor. Con el fin de calcular la ICsg de una forma mas precisa se aflade un punto no
experimental en las curvas de BDNF y D5, fijando una intensidad del 30% a una concentracién de
competidor de 1mM. Esto permite definir una fase de plateau en Y° que no se puede conseguir
experimentalmente por la gran cantidad de competidor que se tendria que afadir. Si no se puede
hacer un rango de concentraciones de competidor suficiente para definir bien las fases de plateau, el
programa tiene problemas para calcular correctamente la ICso, generando mensajes de error o
calculando un valor sin sentido.

6.2. Ensayos de internalizacién

Para los ensayos de internalizacion de Hc-TeNT y para los ensayos de competencia en la
internalizacién con diferentes moléculas, se utilizan CGNs de 7 DIV sembradas en placas sobre
cubreobjetos. Las células se tratan con 20 nM de Hc-TeNT-A555 durante 1h a 37°C, afiadiendo al
mismo tiempo un anticuerpo contra TrkB (ab33566) (dil. 1/500). Para los desplazamientos se afiade
20 uM de D5 (molar ratio 1:1000), 400 ng/mL de BDNF (15 nM) o 400 ng/mL de NGF (15 nM). En el
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caso del péptido D5, éste es preincubado con el Hc-TeNT-A555 a temperatura ambiente durante 1hy
a continuacién son simultaneamente afiadidos en el cultivo.

Pasado el tiempo de incubacidn se retira el medio y las células se lavan con PBS frio. Se realiza
entonces un tratamiento con una solucion acida (10 mM Citrate-NaOH, 140 mM NacCl, pH 2) durante
1 min para eliminar la sefial de Hc-TeNT que haya quedado unido a membrana y no haya sido
internalizado. Se fijan durante 20 min con PFA 4% y seguidamente se realizan 3 lavados de 10 min
cada uno con PBS. Las células son posteriormente permeabilizadas durante 10 min con 0,1% Triton X-
100 en PBS vy los sitios de unidn inespecificos se bloquean con 5% BSA durante 1 h a temperatura
ambiente. Se realizan 3 lavados con PBS y se les anade el anticuerpo secundario acoplado a un
fluoréforo contra el anti-TrkB (dil. 1/1000). Los nucleos neuronales se tifien durante 5 min con 0,5
pg/mL de DAPI y se realizan 3 lavados mas. Finalmente las células se montan sobre portaobjetos con
medio de montaje FluoromountG (Southern Biotech). Las preparaciones son analizadas en el
microscopio confocal Zeiss LSM 700 (Zeiss) con un objetivo 63X. Los puntos de colocalizacién entre Hc
y TrkB (canal rojo y verde respectivamente) son determinados mediante el software Imaris (Imaris,
Bitplane) y las intensidades de los canales con el software Imagel (U.S. National Institutes of Health).
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7. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular cuyo fundamento se basa en hacer pasar una
suspension de células alineadas e individualmente por un fino tubo transparente en el que incide un
haz de Iaser focalizado. La luz transmitida y dispersada por el pasaje de las células a través del tubo se
recoge por medio de unos dispositivos de deteccién, permitiendo medir multiples parametros
celulares, como el tamano, la forma y complejidad, y cualquier componente celular que pueda ser
marcado con un fluoréforo. El detector frontal FS (Forward Scatter) brinda informacién acerca del
volumen de la particula, mientras que el detector lateral SS (Side Scatter) da informacidn acerca de la
granularidad o complejidad interna de la misma. También dispone de detectores de fluorescencia
(FL1, FL2 y FL3) que recogen la fluorescencia emitida por las particulas en funcién de las diferentes
longitudes de onda. Esta técnica permite analizar una gran cantidad de células de forma
individualizada en muy poco tiempo (orden de miles de células por segundo), permitiendo asi obtener
informacién representativa sobre el conjunto de la poblacién celular. Asimismo, también permite
restringir el andlisis a una subpoblacién dentro de la muestra en funcién de alguna caracteristica
concreta, limitando en los graficos obtenidos con los datos generados un drea o regién, denominada
gate. En nuestro caso esta subpoblacidn se selecciona en un diagrama de puntos, en funcién del
tamafio (FS) y la granularidad de las células (SS), limitdndonos a aquellas que se consideran integras y
de un tamafio apropiado. Estas son englobadas en una regién que denominaremos gate B y que se
muestra en la Figura 25.

Figura 25. Diagrama de puntos con un gate que
engloba a la poblacion de CGN.
Representacion obtenida al analizar un cultivo de CGN

en el citometro de flujo. Cada punto representa un

10°

107

evento analizado situado en la gréfica seglin su tamaiio
(FS Log, eje horizontal) y su granularidad (SS Log, eje
vertical). Las zonas de puntos en rojo son las que
concentran una mayor cantidad de eventos registrados
y las zonas azules en las que menos cantidad de células
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han registrado. El gate seleccionado en nuestro estudio
se encuentra recuadrado y sefialado con una B.

Para calcular la unién y la internalizacion del Hc-TeNT en las células, se dispone de un cultivo de CGNs
de 7 DIV sembradas en placas de 24 pozos. Se afiade a cada pozo 500 nM de Hc-TeNT-A555, en un
volumen final de 400 pL. Se incuban 30 min a 4°C para los ensayos de unidn, y 2h a 37°C dentro del
incubador para los ensayos de internalizacién. Transcurrido el tiempo de incubacion se pasan las
células por un citometro de flujo (Cytomics FC500, Beckman Coulter), analizando por cada condicion
30.000 eventos y registrando el valor de intensidad de fluorescencia de cada célula, dentro del gate B,
a 565 nm con el detector FL2. Los resultados obtenidos fueron procesados mediante el programa
informatico CXP (Beckman Coulter). Los histogramas muestran el nimero de eventos o células
registrados para cada valor de intensidad de fluorescencia.
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8. INYECCION INTRAMUSCULAR DE HC-TENT EN RATON Y TRAZADO RETROAXONAL
8.1. Inyeccion intramuscular y sacrificio de los animales

Para los experimentos de trazado retrogrado del Hc se utilizaron ratones de la cepa CD1 adultos, de
unos dos meses de edad, obtenidos de Harlan Laboratories (Castellar del Vallés, Espafia). Todos los
procedimientos de experimentacion se llevaron a cabo de acuerdo con el Comité de Cuidado y Uso
Animal de la Universitat de Lleida. Para la inyeccién los animales fueron previamente anestesiados
con una mezcla de ketamina/xilacina. Se utilizaron un total de 4 ratones, dos de los cuales se
inyectaron en sus patas derechas Hc-TeNT y en las izquierdas, Hc-A266-311-343. A los otros 2 ratones
restantes se les inyecté en sus patas derechas una solucidn control, que solo contenia AlexaFluor555,
y laizquierda de uno de ellos con Hc-TeNT y la izquierda del otro con Hc-A266-311-343. Se realiza un
corte en la piel del animal para poder aplicar las inyecciones de forma intramuscular en 3 puntos del
tibial anterior mediante una microaguja y un soporte de precisidon para ésta. En total se inyectaron 5
pug de Hc en cada caso (unos 2 pL por inyeccion). El corte es posteriormente suturado y se deja
reposar al animal para que el fragmento Hc se internalice en el musculo y sea transportado
retrégradamente hasta las motoneuronas de la médula que inervan el musculo tibial anterior.

Pasadas 24h después de la inyeccidn se procede a perfundir a los animales. El objetivo de la perfusién
es preservar rapida y uniformemente el tejido haciendo circular un fijador (paraformaldehido) a
través del sistema circulatorio para que llegue rapidamente a todos los érganos. Antes de la cirugia,
se administra una mezcla de ketamina/xilacina mediante inyeccion intraperitoneal para anestesiar al
ratdn. A continuacién se realiza una incisidon en el abdomen justo debajo de la caja toracica para dejar
expuesto el corazén. Se inserta una aguja conectada a un sistema de bombeo en el ventriculo
izquierdo e inmediatamente se realiza un corte en la auricula derecha con unas tijeras. Con la ayuda
de una bomba peristaltica (a un flujo no mayor de 0,5 ml/min) se empieza bombear en el ratén una
solucién de salina fisioldgica (0,9% NaCl) hasta que el higado se vuelva de un color marrén claro. En
este punto, se cambia a una solucién fijadora (4% PFA en 0,1M tampén fosfato (22,5 mM NaH,PO,,
76,8 mM Na,HPO,) a pH 7,4) durante unos 15 min. Comprobando la rigidez de la cola se puede
determinar si el animal ha quedado correctamente fijado.

8.2. Preparacion de los tejidos de médula y musculo

Una vez perfundido el animal se realiza la diseccidn de los tejidos de interés. En el caso del musculo,
se extrae el tibial anterior de ambas patas traseras, se incuba durante 30 min en PFA 4% a 4°C y
seguidamente se pasa a una solucién de sacarosa al 30% en 0,1 M tampdn fosfato y 0,02 % azida
sodica, para su crioproteccion. Para la extraccidon de la médula espinal se expone la columna vertebral
en la zona lumbar y se disecciona la seccién L3, cortando entre la T11 y la L1, lugar donde se
encuentran las motoneuronas que inervan directamente al musculo tibial. Para conservar la
orientacién de la médula se bisela por el lado derecho caudal. A continuacién se incuba con PFA 4% a
4°C durante 24h y se traspasa después a una solucion de sacarosa 30%. Los tejidos se pueden
conservar a 4°C en la solucién de sacarosa.

A continuacidn se procede al corte de los tejidos con el criostato. Para ello es necesario congelarlos
previamente a -80°C en bloques con medio Tissue-Tek O.C.T (VWR). Los cortes se realizan
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longitudinalmente, de unos 30 um de grosor para el musculo y 16 um para la médula. Se recogen en
portaobjetos previamente gelatinizados y se dejan secar a temperatura ambiente.

8.3. Inmunohistoquimica

Las muestras de musculo y médula preparadas en los portaobjetos previamente gelatinizados, se
permeabilizan durante 30 minutos a temperatura ambiente y agitacién suave con PBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPQ,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4) complementado con 0,1% Triton X100. Se hace
un lavado de 5 min con PBS y seguidamente se bloquea la muestra con PBS + 10% Normal Goat Serum
(NGS) durante 1h. Las muestras de tejido se incuban durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios diluidos en solucidn de bloqueo a la concentracidn pertinente (mirar tabla adjunta). Al dia
siguiente, se realizan 3 lavados con PBS de 10 min cada uno y se incuban las muestras con los
anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a un fluoréforo durante 1h a temperatura
ambiente en oscuridad. En el caso del tejido muscular, conjuntamente con los anticuerpos
secundarios, también se incuba la a-bungarotoxina acoplada a AlexaFluor488. Seguidamente se
realizan 3 lavados con PBS de 10 min mas cada uno. En el caso de las muestras de médula se continda
con el protocolo realizando una tincidon con Nissl-405 durante 20 min, seguido de un lavado de 10 min
con PBS + 0,1% Triton X-100 y otro de 5 min con PBS seguido de 2h mas de lavado, todo en oscuridad.
Finalmente se monta el portaobjetos con un cubreobjetos utilizando el siguiente medio de montaje
(0,12 M Tris-HCl a pH 8,5, 20% glicerol, 10% Moviol, 0,1% 1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane).

Para las imagenes digitales tomadas del musculo y la médula se utilizé un microscopio confocal
Fluoview FV10i (Olympus) con un objetivo 60X, o un confocal Zeiss LSM 700 (Zeiss), con un objetivo
63X. Se capturan imagenes a diferentes planos a una distancia entre 0,5 um y 1 um en el eje z. El
analisis y procesado posterior de las imagenes se realizd con el software Imagel (U.S. National
Institutes of Health) y con Imaris (Imaris, Bitplane).

Para el estudio del transporte retroaxonal de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 se tomaron imagenes de 25
campos por cada condicion (unas 8-9 fotos por individuo) en un microscopio confocal FV500 Fluoview
(Olympus), manteniendo los mismos parametros, con un Z-stack de 1 pm. El analisis de las vesiculas
asi como la reconstruccién 3D se realizaron utilizando el software Imaris 8 (Imaris, Bitplane) y
mediante su aplicacion Spots se determind el nimero, volumen e intensidad de las vesiculas.

Anticuerpos primarios

Nombre Animal productor Dilucion ‘ Casa comercial

TrkB Rabbit 1:100 Abcam (ab33655)

Sv2 Mouse 1:1000

NRG-1 Rabbit 1:200 Santa Cruz Biotechnology (sc-348)
vAChT Guinea Pig 1:500 Synaptic Systems (139105)
GM130 Mouse 1:200 BD Transduction

p75" Rabbit 1:500 Abcam ab70481

Rab5 Mouse 1:100 Synaptic Systems (108011)

EEAl Mouse 1:100 Abcam (ab70521)

Rab3 Mouse 1:100
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Anticuerpos secundarios

Nombre Animal productor Dilucién Casa comercial
. . Jackson ImmunoResearch
Cy5 anti rabbit Donkey 1:500 .
Laboratories
o . Jackson ImmunoResearch
Cy5 anti guinea pig Donkey 1:500 .
Laboratories
. Jackson ImmunoResearch
Cy5 anti mouse Donkey 1:500 .
Laboratories
AlexaFluor 488 anti mouse Donkey 1:500 Life technologies
AlexaFluor 488 anti rabbit Donkey 1:500 Life technologies
DyLight 405 anti mouse Donkey 1:100 Life technologies
DyLight anti rabbit Donkey 1:100 Life technologies
AlexaFluor 647 anti rabbit Goat 1:500 Life technologies
Tinciones
Nombre ‘ Dilucion Casa comercial
DAPI 1:10000 Life technologies
NeuroTrace 435/455 Nissl| 1:150 Life technologies
a-bungarotoxin-A488 1:500 Life technologies

Tabla 3. Anticuerpos y tinciones utilizados para la inmunohistoquimica, dilucion usada y referencias de la casa comercial.
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9. TECNICAS DE INMUNODETECCION
9.1. Western Blot

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es una técnica en la que las proteinas de una
muestra son separadas y visualizadas en condiciones desnaturalizantes segun su peso molecular. Para
la preparacion de los geles se utilizan placas de vidrio de 10 x 7 cm de 1,5 mm de grosor. El gel
apilador presenta una concentracién de acrilamida constante (3,5%) y el separador variable (en
general del 10%). Las proporciones de cada gel se preparan como se indica en la Tabla 4. Las muestras
son previamente preparadas dejandolas todas a la misma concentracién y afadiendo tampdn de
muestra reductor 4X (280 mM Tris-HCl pH 6,8, 4,4% SDS, 44% glicerol, 0,02% bromophenol blue, 1%
B-mercaptoetanol) para finalmente desnaturalizarlas a 99°C durante 5 minutos. Se disponen los geles
dentro de la cubeta de electroforesis con tampdn de electroforesis (25mM Tris, 192 mM glicina, 3,5
mM SDS) y se cargan las muestras en los bolsillos del gel. Se corren las muestras a un voltaje
constante de 100V.

Gel Separador ‘

% Acrilamida

Composicion 10% 12% 15% Composicion 3,5%
Acrilamida (mL) 2,5 3 3,75 Acrilamida (mL) 0,7
SolucionB (mL) | 1,875 1,875 1,875 Solucién C (mL) 1,5

H,0mQ(mL) | 3,125 2,625 1,875 H,0mQ (mL) 3,8

TEMED (pL) 10 10 10 TEMED (L) 10

PSA 10% (L) 100 100 100 PSA 10% (L) 100

Tabla 4. Composicion de los geles de SDS-PAGE para un gel de 1,5 mm de grosor.

Tincion de los geles SDS-PAGE en azul de coomassie:

Una vez las muestras se han separado en el gel, éste puede ser usado para transferir las proteinas a
una membrana o bien puede ser teflido para visualizar y determinar la presencia de proteinas en el
gel. La tincion del gel se realiza con una solucién de azul de coomassie (50% metanol, 10% &cido
acético, 40% H,0, 0,1% coomassie brilliant blue) durante 15 min y después se destifie con una
solucion de igual composicidn pero sin el colorante.

Analisis inmunolégico por western blot

El western blot es una técnica de andlisis semicuantitativa que permite la deteccidn de proteinas en
una muestra mediante el uso de anticuerpos especificos contra los epitopos de la proteina de interés.
Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas separadas en el gel son transferidas a una
membrana de nitrocelulosa (Whatman, GE Healthcare) utilizando un dispositivo para western blot
Mini TransBlot Cell (Bio-Rad; Hercules, CA, USA) sumergido en tampdn de transferencia (25 mM Tris,
192 mM glicina, 10% metanol). El proceso de transferencia se realiza durante 1h a 100V. Para
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comprobar que la transferencia se ha realizado correctamente, se tifie la membrana con Ponceau-S
red durante 5 min. La tincién se elimina lavando la membrana con H,0 y con TTBS (75 mM NacCl, 1,5
mM KCl, 12,4 mM Tris, 0,1% Tween-20, pH 7,4). A continuacién la membrana es bloqueada con
solucidn de bloqueo (TTBS + 5% leche desnatada en polvo) durante 1h a temperatura ambiente y en
agitacién constante. Posteriormente se incuba la membrana con el anticuerpo primario deseado,
diluido generalmente en TTBS + 5% (p/v) BSA, durante toda la noche a 4°C y en agitacion constante.
La lista y caracteristicas de los anticuerpos usados se indican en la Tabla 5. Al dia siguiente se hacen 3
lavados con TTBS de 10 minutos cada uno. Se incuba la membrana durante 1h, en agitacidon constante
y a temperatura ambiente con un anticuerpo secundario conjugado con HRP (Horseradish
Peroxidase), diluido en solucién de bloqueo para proceder a continuacion con 3 lavados mas de TTBS
de 10 minutos. Finalmente, las membranas se revelan usando una mezcla quimioluminiscente de dos
soluciones en relacién 1:1 (0,5 M luminol, 79,2 mM p-coumaric acid, 1 M Tris-HCl; pH 8,5) y (8,8 M
H,0,, 1 M Tris-HCl; pH 8,5). El resultado se visualiza usando un sistema de deteccidén de
qguimioluminiscencia (GeneGnome HR) acoplado a una camara CCD (Syngene; Cambridge, UK). El peso
molecular de las diferentes proteinas detectadas se determina utilizando un marcador de peso
molecular pre-tefiido que se corre junto con las muestras (All Blue; Pierce Chemical Co.). La
densitometria de las bandas se realiza con el software Imagel (U.S. National Institutes of Health). Para
detectar el total de cada proteina especifica se realiza un lavado de la membrana con tampdn de
stripping (0,1 mM Glicina, pH 2,3) durante una hora a temperatura ambiente, seguido de 1h de
bloqueo y la incubacidn con el correspondiente anticuerpo primario.

Anticuerpos primarios

Nombre Animal productor ‘ Dilucién Casa comercial

TrkB Rabbit 1:1000 Abcam (ab33655)

pTrkB (Y705) Rabbit 1:1000 | Abcam (ab52191)

TrkA Rabbit 1:1000 Upstate Biotech (#06-574)

Phospho-TrkA(Y674/675) Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#4621)

/TrkB(Y706/707)

Anti-His Mouse 1:1000 Amersham Pharmacia Biotech (#27-
471001)

Phospho-p44/42 MAPK Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#9101)

(T202/Y204)

p44/42 MAP Kinase Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#4695)

Phospho-Akt (T308) Rabbit 1:1000 | Cell Signaling (#9275)

Phospho-Akt (S473) Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#4060)

Akt Rabbit 1:1000 Cell Signaling (#9272)

Phospho-p38 (T180/Y182) Rabbit 1:1000 | Cell Signaling (#9211)

nSMase2 Mouse 1:500 Santa Cruz Biotechnologies,
(sc166637)

B-tubulina Mouse 1:10000 BD Pharmingen (#556321)

B-actina Mouse 1:1000 Sigma-Aldrich

Anti mouse HRP Goat 1:5000 BioRad

Anti rabbit HRP Goat 1:3000 Thermo Scientific

Tabla 5. Anticuerpos y tinciones utilizados para el western blot, dilucion de cada uno y casa comercial
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9.2. Dot Blot

El dot blot es una técnica de inmunodetecciéon simple y rapida usada para detectar, analizar e
identificar proteinas, similar al western blot pero, por el contrario a éste, en un dot blot las moléculas
no son separadas en una electroforesis previa, sino que se aplican directamente a una membrana en
forma de gotas circulares. Esta técnica también se puede aplicar para detectar interacciones entre 2
proteinas in vitro, utilizando una proteina “anzuelo” (bait protein) unida a la membrana y una
segunda proteina “presa” (prey protein) de la cual se quiere saber si se une a la primera. En este caso
se ha utilizado para detectar la unién entre el péptido D5 y el Hc-TeNT.

El péptido D5 fue producido sintéticamente (Peptide Specialty Laboratories GmbH, Heidelberg,
Germany) con una secuencia homodloga a un segmento del dominio D5 extracelular de TrkB. Tal como
se muestra a continuacidn, consta de 27 aminoacidos que incluyen 2 repeticiones del mismo
fragmento, en el que se ha cambiado una metionina por una cisteina para ciclar el péptido.

D5 - GCLQLDNPTHMNNGMLQLDNPTHCNNG

El protocolo seguido es el siguiente. Primero se unen 10 y 20 pg del péptido D5 (3 pg/ul) a una
membrana de nitrocelulosa (Whatman, GE Healthcare), afiadiéndolo sobre la membrana en gotas de
1 uL, dejando secar la membrana entre gota y gota. Una vez unido el péptido a la membrana, se deja
secar bien la membrana durante 1h y a continuacion se blogquea con una solucién al 5% de leche
desnatada en TTBS durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente se realizan 3 lavados de 10
min cada uno con TTBS y luego se incuba la membrana en una solucién a una concentracion 1 mg/mL
de Hc-TeNT o de Hc-A266-311-343 durante 1h mas. Se lava la membrana 3 veces mas con TTBS y pasa
a incubarse con un anticuerpo primario a 4°C o/n. A la mafiana siguiente se realizan 3 lavados mas y
se incuba el anticuerpo secundario durante 1h a temperatura ambiente. La membrana se revela
siguiendo el mismo protocolo que en el caso del western blot. Como control negativo se afiade al
experimento un péptido, designado como H4, de igual tamafio al D5. Los puntos detectados son
cuantificados con el programa QuantityOne (BioRad)

9.3. Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion es una técnica mediante la cual una proteina es precipitada de una solucion
usando un anticuerpo que se une especificamente a ella. Este anticuerpo debe estar acoplado a un
substrato sélido, como la agarosa. Este proceso puede ser usado para aislar y concentrar una proteina
particular de una muestra heterogénea.

Se utilizan células CGN sembradas en placas de 60 mm a una densidad de 7x10* cel/cm? de 7 DIV. 4h
antes del tratamiento son privadas de suero (medio BME con 30 mM glucosa, 2 mM glutamina,
50 U/mL penicilina, 50 pg/mL estreptomicina y 20 mM KCI). El tratamiento es realizado con 100 nM
de Hc-TeNT o de Hc-A266-311-343 (20 pg/pozo), o con 50 ng/mL BDNF (Alomone), durante 1h a 37°C.
Pasado este tiempo se aspira el medio y se lavan las células con PBS frio, y son resuspendidas en
tampén de lisis (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40) complementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se homogeniza la muestra con el homogeneizador de
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eppendorf y se incuba en hielo durante 30 min. La cantidad de proteina total se calcula con el ensayo
del BCA.

Para cada inmunoprecipitacion se preparan 500 ug de proteina total del lisado celular en un volumen
final de 750 uL anadiendo tampdn de lisis, y se adicionan 5 pL de anticuerpo anti fosfotirosinas
acoplado a agarosa (PY99-AC, Santa Cruz). La mezcla se incuba a 4°C en rotacion orbital o/n para
permitir que el anticuerpo se una a su diana. Al dia siguiente se centrifuga la muestra a 1700 x g
durante 3 min a 4°C, se reserva el sobrenadante como control, y el sedimento se resuspende en 700
pL de tampdn de lisis para eliminar las uniones inespecificas del anticuerpo. Seguidamente se realizan
tres lavados de 10 min cada uno en rotacidn a 4°C, utilizando cada vez una menor concentracién de
NP-40 en el tampdn de lisis (primer lavado a 1% NP-40, segundo lavado a 0,1% y tercer lavado a 0%).
Después del ultimo lavado se centrifuga la muestra a 1700 x g durante 3 min, se resuspende el
sedimento en 25 ulL de Loading Buffer 2X (140 mM Tris-HCI pH 6,8, 2,2% SDS, 22% glicerol, 0,02%
bromophenol blue, 1% B-mercaptoetanol) y se desnaturaliza a 99°C durante 5 min para romper la
union de la agarosa con el anticuerpo. Finalmente las muestras son centrifugadas a 15000 x g durante
2 min, y se analizan mediante western blot.

9.4. Inmunocitoquimica

Las CGN se siembran sobre cubreobjetos y después de 7 DIV se realiza el tratamiento
correspondiente. A continuacidn se retira el medio de las células y se hace un lavado con PBS frio. La
fijacion de las células se realiza con en PFA 4% durante 20 min a temperatura ambiente y
seguidamente se lavan 3 veces con PBS durante 10 min. Se bloquean los epitopos inespecificos con
solucion de bloqueo (10% HS, 0,2% Triton X-100, 10 mM Glycine en PBS) durante 1h a temperatura
ambiente. A continuacidn, se incuba o/n a 4°C el anticuerpo primario diluido 1/500 en solucién de
blogueo. Al dia siguiente se realizan 3 lavados con PBS + 0,2% Tween-20 de 10 min cada uno y se
incuba durante 1h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo
diluido 1/500 en solucién de bloqueo. Se hacen 3 lavados mas y se tifien los nucleos con 0,5 pg/mL de
DAPI durante 5 min. Finalmente se montan las preparaciones en el portaobjetos usando el medio de
montaje FluoromountG. Las imagenes de las células fueron tomadas usando un microscopio confocal
Zeiss LSM 700 (Zeiss) y el objetivo de 63X.
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RESULTADOS

1. PAPEL DEL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS TRKB COMO RECEPTOR PROTEICO DE ALTA
AFINIDAD PARA LA TOXINA TETANICA

1.1. La toxina tetanica es capaz de acoplarse in silico a Los receptores Trk

En publicaciones previas se ha podido observar indicios de que existe cierta interaccidon entre la
toxina tetanica (TeNT), o de su dominio carboxilo terminal (Hc-TeNT), con los receptores de las
neurotrofinas. Como ya se ha comentado anteriormente, el fragmento recombinante Hc-TeNT es
transportado retrégradamente en motoneuronas en cultivo conjuntamente con neurotrofinas y sus
receptores, coincidiendo en los mismos endosomas de sefializacién (Lalli and Schiavo, 2002;
Deinhardt et al., 2006b). Ademds, en trabajos anteriores del Grupo, se ha demostrado que la TeNT
entera, asi como su dominio Hc aislado y expresado recombinantemente, son capaces de
interaccionar tanto con TrkA como con TrkB, provocando la dimerizacién, la autofosforilacion de
éstos en tirosinas y causando asi la activacion de las cascadas de sefalizacidon que de ellos se derivan
(Gil et al., 2000, 2001, 2003; Chaib-Oukadour et al., 2004). En base a todas estas evidencias se ha
propuesto que la TeNT podria actuar sobre las neuronas mimetizando a las neurotrofinas,
aprovechando su maquinaria de transporte retroaxonal para su proceso infectivo y poder llegar asi
hasta las neuronas del SNC. De esta manera la TeNT interaccionaria con los receptores TrkA, TrkB,
TrkC y/o p75"™" en los terminales presinapticos de las motoneuronas y se uniria a ellos, previa unién a
los polisialogangliésidos, para endocitarse en las células diana.

En primer lugar, para estudiar si esta hipotética interaccion entre el dominio Hc-TeNT y los receptores
Trk es posible, se realiza una aproximacién in silico. Utilizando diversos programas bioinformaticos se
analizan las estructuras moleculares tanto de los receptores TrkA, TrkB y TrkC, como del dominio Hc
para comprobar si es posible un acoplamiento entre ellas. Las estructuras se extraen de la base de
datos del PDB (Protein Data Bank), donde estan anotadas las estructuras cristalinas analizadas por
cristalografia de rayos X. La estructura de la TeNT entera aun no ha sido resuelta, pero si que se
dispone de la estructura tridimensional del dominio Hc (cddigo del PDB: 1AF9 (Umland et al., 1997),
1A8D (Knapp et al., 1998). También se dispone de varias estructuras en las que se ha cristalizado el
Hc-TeNT conjuntamente con otras moléculas como gangliésidos o diversos azucares. Por ejemplo se
ha cristalizado el Hc-TeNT formando un complejo con una lactosa y el polisialogangliésido GT2 (3HN1,
3HMY, 1DLL) (Emsley et al., 2000; Chen et al., 2009), y también con una disialolactosa y el tripéptido
YEW (1YXW, 1YYN) (Jayaraman et al., 2005). En cuanto a los receptores Trk, se dispone de la
estructura tridimensional del dominio extracelular D5 de TrkA, TrkB y TrkC (1IWWA, 1WWB, 1WWC
respectivamente) (Ultsch et al., 1999). Este dominio D5 es un fragmento de la parte extracelular de
los receptores donde se ha descrito se unen las diferentes neurotrofinas (McDonald and Chao, 1995;
Banfield et al., 2001).

El estudio de modelado molecular realizado se ha basado en cuatro estructuras tridimensionales ya
cristalizadas:

- El fragmento Hc-TeNT (PDB code: 1A8D) (Knapp et al., 1998)

- El dominio D5 de TrkA unido a NGF (PDB code: 1IWWW) (Ultsch et al., 1999)

- El complejo entre NT-4/5 y el dominio D5 de TrkB (PDB code: 1HCF) (Banfield et al., 2001)

- La estructura completa de BoNT/B (PDB code: 1EPW) (Swaminathan and Eswaramoorthy, 2000)
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Tal y como se ha comentado no se dispone de la estructura cristalizada de la TeNT completa por lo
qgue se ha trabajado con la del dominio Hc. Sin embargo, utilizando para el modelado tan solo la
estructura del fragmento Hc-TeNT aislado, podrian cometerse errores como no considerar posibles
impedimentos estéricos que pudieran existir en la unién a la neurotoxina entera. Para solucionar este
problema y conseguir un modelo mas exacto, se utiliza la estructura de la BoNT/B. Gracias a la gran
homologia existente entre todas las neurotoxinas clostridiales se puede utilizar la estructura de
BoNT/B, que si esta resuelta, como sustituta de la TeNT. De esta manera se utiliza la estructura de
BoNT/B como plantilla para encajar la estructura del fragmento Hc-TeNT. Asi se consigue simular
mejor la interaccion entre la TeNT y los receptores, y valorar mas cuidadosamente los posibles
efectos estéricos. En base a todos estos datos, utilizando un software de modelado molecular, se
modela una interfaz de unién entre Hc-TeNT y el dominio D5 de los diferentes receptores Trk y se
definen las regiones que la componen. El software analiza si las superficies de las moléculas son
complementarias y los impedimentos estéricos que pueden existir entre ellas, asi como las
interacciones electroestaticas y los posibles puentes de hidrégeno que entre ellas puedan formarse.
Para modelar estas interfaces de unién se han utilizado como guia las estructuras conocidas del
complejo formado por el dominio D5 de TrkA y NGF, y por el complejo D5-TrkB unido a NT-4/5.
Aunque no existe homologia de secuencia entre el dominio Hc-TeNT y NGF o NT-4/5, ya que
presentan menos del 30% de similitud aminoacidica, si que parece haber una analogia entre ellas, ya
gue ambas son capaces de unirse in silico al mismo dominio D5 de los Trk. Ademas la interfaz de
unién que se forma entre la NT-4/5 y TrkB, y la calculada en el modelado entre Hc y TrkB presentan
una elevada analogia entre ellas. Tanto la NT-4/5 como el Hc-TeNT se pliegan formando un bucle que
sobresale de su estructura, tal y como se puede observar en la parte superior izquierda de cada panel
de la Figura 25.

NT4/5 - TrkB HcTeNT- TrkB

Figura 25. Analogia entre la union de la NT-4/5 a TrkB y la unién de TeNT a TrkB.

Modelo estructural obtenido in silico del complejo formado por la NT-4/5 y TrkB (panel izquierdo) y del complejo formado
por la TeNT y TrkB (panel derecho). El esqueleto de la NT-4/5 y la TeNT estén dibujados como una linea de color azul claro, y
el del TrkB en azul oscuro. Los puentes de hidrégeno formados estan representados como lineas amarillas discontinuas.
Cédigo de colores: Atomos de Carbono de la NT-4/5 en verde, los 4tomos de Carbono de TeNT en naranja, los dtomos de
Carbono de TrkB en lila, de Oxigeno en rojo, de Nitrogeno en azul, y los dtomos de Hidrégeno polares en azul claro.
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El analisis bioinformatico sefiala ciertos residuos de la secuencia de Hc-TeNT, situados en el dominio
B-trefoil, que podrian estar directamente involucrados en la unién a los receptores Trk. Estos
residuos, listados en la Tabla 6, se encontrarian formando uniones no covalentes con residuos del
receptor, principalmente formando puentes de hidrégeno y puentes salinos. Estos tipos de
interacciones son los principales contribuyentes en las interacciones electroestaticas entre proteinas,
y juegan un papel importante en la unién. La numeracion de los residuos de la TeNT corresponde a la
posicién que tienen dentro del dominio Hc-TeNT.

Hc-TeNT y TrkA Hc-TeNT y TrkB Hc-TeNT y TrkC

Residuos — — —
Hc-TeNT | Residuos | _. . i esiduos - . i esiduos . . i
TrkA Tipo de interaccién TrkB Tipo de interaccién Trke Tipo de interaccién

N341 T325 H-bond S327 H-bond S345 H-bond
E264 n.o. +- +-
£343 S326 no. K328 .. K346 ..
S338 n.o. H-bond n.o.
E343 F327 n.o. Y329 H-bond 1347 n.o.
K311 N349 H-bond D349 + - N366 H-bond
E264 n.o. n.o. =
Y266 Q350 H-bond N350 H-bond K367 H-bond
K311 H-bond H-bond n.o.
E447 H297 H-bond / + - H299 H-bond / + - R316 +-
D452 L333 n.o. H335 H-bond / + - Y353 H-bond / + -

Tabla 6. Interacciones no covalentes observadas y calculadas en las interfaces de union entre los receptores Trk y sus
aceptores, y entre los receptores Trk y el fragmento Hc-TeNT.

En la primera columna se presenta un listado de los residuos de Hc-TeNT que, seglin se ha calculado en el modelado
molecular, podrian establecer interacciones no covalentes con los receptores Trk. Los residuos de cada receptor Trk
implicados y el tipo de interacciones no covalentes que se formarian en la interfaz de unién de ambas moléculas se indican
en las columnas 2 y 3 (complejo Hc-TeNT/TrkA), columnas 4 y 5 (complejo Hc-TeNT /TrkB) y columnas 6 y 7 (complejo
Hc-TeNT /TrkC). Cédigo: H-bond = puente de hidrégeno; + - = puente salino; n.o. = no observado.

En la primera columna de la Tabla 6 se detallan los residuos de Hc-TeNT que se ha calculado, segun el
modelo propuesto en este trabajo, que forman interacciones en la interfaz con los residuos de los
receptores TrkA, TrkB y TrkC, listados en las columnas segunda, cuarta y sexta respectivamente. En las
columnas 3, 5y 7 se detalla el tipo de interaccién no covalente que se da entre los residuos del Hc-
TeNT y los de cada receptor. Tal y como se observa en la tabla, en la interfaz de unidn entre Hc-TeNT
y TrkA se calculan cinco posibles puentes de hidrégeno y un puente salino. En el caso del complejo
Hc-TeNT/TrkB se ha calculado que podrian formarse entre ambas moléculas siete puentes de
hidrégeno y cinco puentes salinos, lo cual indica que seria una interaccion muy fuerte. Finalmente
entre Hc-TeNT y TrkC se podrian formar cuatro puentes de hidrégeno y cinco puentes salinos. Por lo
tanto, segun el modelado molecular realizado, el Hc-TeNT interaccionaria mas fuertemente con TrkB
que con TrkA y TrkC, ya que entre ambas moléculas se forman un mayor nimero de enlaces. Por este
motivo el siguiente estudio se centrara en el receptor TrkB y en su interaccion con el Hc-TeNT a través
de su dominio D5. La Figura 27 muestra una imagen mas detallada de la interfaz de unidon entre
Hc-TeNT y TrkB, con los residuos implicados de cada molécula. Los aminoacidos de Hc-TeNT que
segun el estudio estarian implicados en la unidn, estan listados en la Tabla 6 (primera columna) y son,
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en orden de relevancia: K311, Y266, E343 0 S338, E264, N341, E447 y D452.

hvr3zy

L 1ys3zs

\
f(R329

« HIS335

Figura 27. Modelo molecular propuesto para la interfaz de unidn entre TeNT y el receptor TrkB.
Se muestran detallados los aminodacidos de la TeNT y del TrkB implicados en la interfaz de unién entre ambas

moléculas. La numeracion de los residuos corresponde a la posicidon que tienen dentro del dominio Hc-TeNT. Los
atomos de C de la TeNT y su esqueleto estan marcados en naranja mientras que los de TrkB estan dibujados en color
lila. Las interacciones no covalentes formadas se representan como lineas amarillas discontinuas. Codigo de colores:
Atomos oxigeno en rojo, &tomos de nitrégeno en azul, &tomos de hidrégeno polares en azul claro.

El modelo molecular realizado revela que el dominio Hc-TeNT es capaz de acoplarse perfectamente
en el dominio D5 del receptor TrkB, tal y como se puede observar en la Figura 27. En el modelo
propuesto los bolsillos de unidn a carbohidratos W y R son complementados con un nuevo sitio de
unién situado en un bucle en la estructura del dominio Hcc-TeNT. Este sitio de unidn, que se
encuentra a medio camino entre los dos sitios de unién a gangliésidos, se acopla perfectamente al
dominio extracelular de unién D5 de los receptores Trk. Por lo tanto, en este modelo, la asociacién de
Hc-TeNT con TrkB no interferiria en la interaccién entre Hc-TeNT y los polisialoganglidsidos de
membrana, ya que el nuevo sitio de unidn descrito se encuentra a distancia suficiente de los dos sitios
de unidn a ganglidsidos descritos. De esta manera tanto los polisialogangliésidos como el TrkB
podrian unirse a Hc-TeNT simultdneamente tal y como postula la teoria del receptor dual.

1.2. Hc-TeNT interacciona con el receptor TrkB en cultivos neuronales
1.2.1. El fragmento Hc-TeNT se une a un péptido homdlogo al dominio D5 de TrkB

En el apartado anterior se ha comprobado que la unién entre la TeNT y el receptor TrkB no tan solo es
posible in silico, sino que ademas ambas moléculas encajan perfectamente y se dan interacciones no
covalentes muy fuertes entre ellas. Por lo tanto, el siguiente paso en el estudio de esta union es
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validar bioguimicamente los datos obtenidos en el andlisis computacional. EIl modelo molecular
propuesto para la unidn de Hc-TeNT a TrkB indica que la neurotoxina se uniria concretamente al
dominio extracelular D5, al cual se unen también el resto de neurotrofinas. Por este motivo se
sintetiza un péptido con una secuencia homdloga al dominio D5 de TrkB, al que nos referiremos como
péptido D5. Es un péptido ciclado que consta de una doble repeticién de unos 13 aminoacidos
idénticos a la secuencia de una region del dominio D5 (la secuencia exacta estd descrita en el
apartado 9.2. de Materiales y métodos. Una manera de comprobar bioquimicamente si esta
interaccion entre Hc-TeNT y TrkB se da in vitro es mediante un ensayo de dot-blot. En este ensayo se
adhieren dos cantidades del péptido D5 (10 pg y 20 pg) a una membrana de nitrocelulosa, y a
continuacién, se incuba esta membrana con el dominio Hc-TeNT expresado recombinantemente tal y
como se detalla en Materiales y Métodos. Revelando la membrana con un anticuerpo contra la cola
de polihistidinas de la proteina recombinante Hc-TeNT, se consigue detectar si hay Hc-TeNT unido al
péptido, y mediante un anticuerpo contra TrkB se detecta el péptido D5 unido a la membrana de
nitrocelulosa.

H4 D5
Peptide: 10 20 10 20 20
He-TeNT:  + + + + -
Anti-His
Anti-TrkB

Figura 28. El fragmento Hc-TeNT se une in vitro a un péptido sintético basado en el dominio D5 de TrkB.
El péptido D5 se une a una membrana de nitrocelulosa que posteriormente es bloqueada e incubada con

Hc-TeNT. El dot-blot se analiza utilizando un anticuerpo contra polihistidinas y otro contra TrkB. Los controles
sin Hc-TeNT o sin péptido D5 se analizan en paralelo.

Tal y como se demuestra en la Figura 28, el Hc-TeNT es capaz de unirse especificamente al péptido
D5. A mayor cantidad de péptido unido a la membrana, mayor cantidad de Hc-TeNT unida a él,
detectandose aproximadamente el doble de Hc-TeNT en la condicién con 20 pg que en la de 10 pg.
Ademas el control con péptido D5 y sin Hc-TeNT, demuestra que no hay inespecificidad de los
anticuerpos utilizados. Como comprobacién de que esta unién al péptido D5 es especifica, se realiza
un ensayo de dot-blot en paralelo, utilizando otro péptido sintético del mismo tamafio y de secuencia
aleatoria denominado péptido H4. De este péptido se adhieren también 10 pg y 20 pg en la
membrana y posteriormente se incuba con Hc-TeNT. Como se puede observar en la Figura 28 no hay
Hc-TeNT unida al péptido H4 en ninguna condicién, por lo cual se puede deducir que la unién al
péptido D5 es especifica. Por lo tanto el experimento parece corroborar el estudio de modelado
molecular y que el Hc-TeNT tiene capacidad de unirse al dominio extracelular D5 de TrkB, al igual que
se unen sus agonistas endégenos especificos.
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1.2.2. El Hc-TeNT es capaz de inducir la fosforilacion del receptor TrkB

Una vez demostrada la unién in vitro en el apartado anterior, el siguiente objetivo propuesto es
determinar si esta unién viene acompafnada de una activacién del receptor. Los receptores Trk sufren
un cambio conformacional al unirse a sus agonistas, lo que promueve la autofosforilacién de varios
residuos de tirosina situados en el dominio citosélico. Asi que si la TeNT esta interactuando con TrkB
mimetizando a la NT-4/5 o al BDNF deberia causar también este efecto de fosforilacion en el
receptor. En trabajos previos del Grupo se ha descrito que el tratamiento con Hc-TeNT o con la
neurotoxina entera en neuronas corticales provoca la activacion de varias vias de sefializacién
dependientes de Trk (Gil et al., 2003). En este caso se han determinado los niveles de fosforilacion de
TrkB en neuronas granulares de cerebelo (CGNs) después de un tratamiento con Hc-TeNT. Las CGNs
de rata se desarrollan de forma postnatal, y expresan en su superficie los receptores TrkB, p75"" y
TrkC en menor proporcion, y no expresan TrkA (Nonomura et al.,, 1996; Courtney et al., 1997).
Anteriormente en el Grupo se habia descrito en CGNs activacion de Akt y ERK-1/2 después de un
tratamiento con Hc-TeNT. También se habia observado fosforilacion de receptores Trk en general y
concretamente de TrkB mediante una inmunoprecipitacién contra fosfotirosinas (Chaib-Oukadour et
al., 2004). En este caso se ha utilizado un anticuerpo especifico contra TrkB fosforilado en el residuo
Y705. Al unirse las neurotrofinas al receptor TrkB inducen su dimerizaciéon y provocan que se
autofosforile en las Y705/Y706, presentes en su dominio catalitico intracelular. A su vez esto induce la
fosforilacién de los residuos Y515 y Y816, que funcionan como sitios de reclutamiento y activacién de
las vias de sefializacidon Ras-MAPK, PI3K-Akt y PLCy1-PKC (Huang and Reichardt, 2003).
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Figura 29. Niveles de TrkB fosforilado en CGN después de un tratamiento con Hc-TeNT.
Las neuronas granulares de cerebelo son privadas de suero y en bajas concentraciones de potasio previamente al

tratamiento. Se afiade 10 nM de Hc-TeNT o 50 ng/mL de BDNF durante 10 min. Los lisados celulares se analizan
mediante western blot para detectar los niveles de pTrkB(Y705), TrkB total y B-tubulina. *** p<0,001 utilizando
one-way ANOVA con un test de comparacidon multiple de Dunnett.

En el experimento las neuronas se privan de suero y se reduce el potasio a 5 mM durante 4h para
disminuir los niveles enddgenos de fosforilacion, y posteriormente se tratan con 10 nM de Hc-TeNT o
con 50 ng/mL de BDNF durante 10 min. El BDNF es el principal agonista enddgeno de TrkB que
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provoca su activacién en unirse a él, por lo cual se ha utilizado como control positivo. Las neuronas se
lisan y se analizan mediante western blot, cargando 30 pug de proteina total por condicién y siguiendo
el protocolo detallado en el Apartado 9.1. de Materiales y métodos. En la Figura 29 se muestran los
niveles de pTrkB (Y705), asi como los niveles de TrkB total y los de B-tubulina. Se observa como la
condicidn no tratada, practicamente no expresa pTrkB, mientras que los tratamientos con BDNF o con
Hc-TeNT inducen un aumento de la fosforilacion. En la grafica de la Figura 29B se muestra el
porcentaje de pTrkB, estandarizado por los niveles de TrkB total, en cada condicién respecto a la
condicion sin tratamiento. El Hc-TeNT induce la activacion del receptor aunque no de manera tan
significativa como el BDNF a las condiciones fijadas. Los niveles de expresidon de TrkB total y de
B-tubulina se mantienen invariables en todas las condiciones.

1.2.3. El Hc-TeNT colocaliza con TrkB en neuronas en cultivo

Se ha comprobado que Hc-TeNT y TrkB son capaces de interactuar in vitro, y parece que esta
interaccion podria resultar en la fosforilacién del receptor. Otro aspecto interesante que se plantea es
si, al igual que las neurotrofinas, el fragmento Hc-TeNT se internaliza en neuronas acompafiado del
receptor TrkB. Como ya se ha comentado en la introduccién, la TeNT se une en primer lugar a los
polisialoganglidsidos presentes en las membranas neuronales, hasta que encuentra a su receptor
proteico, que es el que promueve su internalizacion dentro de las neuronas. De esta manera el
receptor proteico quedaria endocitado junto con la neurotoxina en las mismas vesiculas. Ha sido
descrito que TrkB y Hc-TeNT colocalizan en motoneuronas en cultivos, y que viajan juntos
retroaxonalmente hasta el soma neuronal en el mismo tipo de endosomas (Deinhardt et al., 2006b).
Por lo tanto el siguiente objetivo es comprobar si ambas moléculas también se encuentran localizadas
conjuntamente en las mismas estructuras celulares en el modelo celular de neuronas granulares en el
que se estd trabajando.

Las CGNs se incuban con Hc-TeNT (20 nM) acoplado al fluoréforo AlexaFluor555 durante 1h a 37°C
para promover su endocitosis. Al mismo tiempo se incuba en el cultivo un anticuerpo contra TrkB que
se unira al receptor presente en la superficie celular y que serd internalizado con él. Transcurrido este
tiempo se realiza un lavado de las células con una solucién 4cida para eliminar el marcaje del Hc-TeNT
que haya quedado unido a la membrana sin internalizarse, y a continuaciéon se realiza una
inmunocitoquimica y se analizan las neuronas mediante microscopia confocal. El resultado se
muestra en la Figura 30A, donde el Hc-TeNT que ha sido endocitado estd marcado con AlexaFluor555
en color rojo, mientras que el TrkB es detectado mediante un anticuerpo secundario acoplado a
AlexaFluor488 (marcaje en verde). Los nucleos de las neuronas han sido tefiidos con DAPI y se
visualizan en la imagen en color azul.

Tal y como se observa en la Figura 30, existe una elevada coincidencia entre el marcaje del Hc-TeNT y
el del TrkB en el interior de las células. Ambas moléculas parecen encontrarse localizadas en las
mismas vesiculas endociticas repartidas por todo el citoplasma y en las neuritas, coincidiendo
sobretodo en la zona perinuclear. Mediante el software Imagel se analiza con mas detalle la
intensidad de fluorescencia detectada para cada canal a lo largo de la linea blanca trazada en la Figura
30A (panel de abajo a la derecha). El perfil de intensidades de sefial obtenido demuestra como los
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picos de sefial del canal rojo (Hc-TeNT) coinciden perfectamente con los del canal verde (TrkB). Los
pixeles en los que solapan las sefales verde y roja son detectados con el software Imaris y se
muestran marcados en blanco en el panel inferior izquierda de la Figura 30A. Este mismo programa
permite determinar también el grado de colocalizacidn entre las dos moléculas, mediante el calculo
del porcentaje de pixeles de un canal que colocalizan con pixeles del otro canal. Se han analizado un
total de 35 campos obteniendo que, aproximadamente un 46,95% + 7,17% del Hc-TeNT marcado
colocaliza con TrkB, mientras que alrededor de un 61,24% * 11,1% del TrkB marcado coincide con
Hc-TeNT. Esto indica que casi la mitad del Hc-TeNT internalizado se encuentra asociado a TrkB en las
mismas estructuras celulares, por lo que se puede deducir que han sido endocitados conjuntamente.
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Figura 30. Colocalizacion entre Hc-TeNT y TrkB en un cultivo de CGN.
(A) Inmunocitoquimica de la internalizacion de Hc-TeNT (marcado en rojo) en cultivos de CGN. En color verde estd

marcado el TrkB y los nucleos han sido tefiidos con DAPI (marcado en azul). En el panel de abajo a la derecha se
muestra el merge de los diferentes canales. Los pixeles colocalizados se marcan en blanco (panel abajo izquierda).
(Escala = 2 um). (B) Perfil de intensidad de sefial de los diferentes canales en la secciéon marcada con una linea
discontinua blanca en (A). (C) Porcentajes de colocalizacion para TrkB y Hc-TeNT calculados en Imaris. Se analizaron
un total de 35 campos de dos experimentos independientes.

Existen varias razones que explicarian el casi 50% de Hc-TeNT restante que no se encuentra
colocalizado compartiendo vesiculas con TrkB. Por un lado este Hc-TeNT podria haber entrado
mediante un mecanismo de endocitosis diferente como podria ser el reciclaje de vesiculas sinapticas
dependiente de actividad, y por otro lado podria ser que se hubiese unido a otro receptor de la
membrana que permita también su endocitosis. Este tipo neuronal expresa también TrkC y p75"™,
como ya se ha comentado, y en el analisis in silico se ha visto como Hc-TeNT podria formar varias
interacciones no covalentes con TrkC. En el caso del TrkB mas de la mitad del receptor marcado,
aproximadamente el 60%, coincide con Hc-TeNT localizdndose en el mismo tipo de vesiculas. Como el

anticuerpo primario se afadié en el mismo medio de cultivo solo pudo acceder y unirse al TrkB
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presente en la superficie de la membrana. Por esta razén se asume que todo el TrkB que se ha
marcado en la célula fue endocitado durante la hora de incubacién y no se trata de TrkB sintetizado
de nuevo por la célula o que se encontrara en otras estructuras internas. De esta manera se puede
deducir que el Hc-TeNT se unié a aproximadamente el 60% del TrkB marcado en membrana y ambas
moléculas se internalizaron conjuntamente en la célula. El receptor marcado no colocalizado podria
haberse internalizado por interaccidon con otros agonistas presentes en el medio de cultivo, o bien
podria haberse endocitado con Hc-TeNT y mas tarde haber sido redirigidos hacia diferentes
compartimentos endociticos, como podrian ser los lisosomas.

1.2.4. Hc-TeNT compite con BDNF por la union a membrana en neuronas granulares

Con los experimentos anteriores se ha demostrado que Hc-TeNT es capaz de provocar una
fosforilacidn en el receptor TrkB, y que ademas se une a un péptido basado en el dominio extracelular
D5 del receptor. Para investigar hasta qué punto esta interaccién con TrkB es especifica se han
realizado ensayos de unién al receptor en presencia de otras moléculas competidoras. Los
experimentos de unidon competitivos miden la unién de una molécula marcada a una concentracién
determinada en presencia de varias concentraciones de competidor no marcado. Si la unién de
Hc-TeNT es desplazada por la presencia de otros ligandos especificos de TrkB significa que ambas
moléculas estarian compitiendo por el mismo sitio de unidn especifico al receptor. En el ensayo de
desplazamiento de unidn se han utilizado dos neurotrofinas diferentes. Por un lado se utiliza BDNF
como agonista endégeno de TrkB, y por otro lado se utiliza NGF, que se une especificamente al
receptor TrkA. EI NGF en este modelo estaria interaccionando principalmente con p75""™", ya que su
receptor de muy alta afinidad TrkA no es expresado en estas neuronas. Ambas moléculas ademas se

unen con menor afinidad a p75™"

. De esta manera el NGF servird como control negativo al ser una
molécula que se conoce no interacciona con TrkB pero con caracteristicas similares al BDNF. También
se ha utilizado el péptido D5, homdlogo al sitio de unién en TrkB, para bloquear el posible sitio de

union en Hc-TeNT a TrkB.

Para realizar los ensayos de desplazamiento se incuban los cultivos de CGNs de 7 DIV con 10 nM de
Hc-TeNT marcado con AlexaFluor555 durante 30 min a 4°C, condiciones que permiten la union a la
membrana plasmatica pero no la internalizacién. Al mismo tiempo se afiaden también las diferentes
moléculas de estudio a concentraciones crecientes en cada condicién, detalladas en el apartado 6.1.
de Materiales y métodos. Transcurridos los 30 min de incubacion se realiza la fijacion de las células, se
tifien los nucleos con DAPI y las neuronas son analizadas mediante microscopia confocal. En la Figura
31A se observa una muestra representativa de las imagenes tomadas en las diferentes condiciones. El
marcaje en rojo corresponde al Hc-TeNT-A555 y los nucleos de las células se visualizan en color azul.
Tal y como se puede observar, la adicién de BDNF en el cultivo provoca una disminucion del marcaje
de Hc-TeNT, que se hace mds pronunciada cuanta mas cantidad de competidor se afiade. En la
condicidén con mayor concentracion de BDNF (400 ng/mL) se puede observar claramente una menor
cantidad de Hc-TeNT unido a membrana en comparacién con el control sin competidor. En el caso del
NGF, en las concentraciones ensayadas no se observa ningun efecto en la cantidad de Hc-TeNT unida
a membrana, por lo cual no parece competir por la unién al receptor. Finalmente el péptido D5
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provoca también un desplazamiento de la unidn de Hc-TeNT a las células, aunque en un rango de
concentraciones superior al observado para BDNF.

La cantidad de Hc-TeNT unido a membrana en cada condicidn es cuantificada mediante el programa
Imagel, que permite calcular la intensidad de fluorescencia del canal rojo. Los datos obtenidos en
cada condicién se ajustan en un modelo de regresién no lineal para obtener las curvas de competicién
y determinar asi el valor de la ICsq (/nhibitory Concentration 50%) de cada molécula. La ICsq es la
concentracion de competidor no marcado necesaria para desplazar el 50% del Hc-TeNT unido
especificamente. Las curvas de competicién obtenidas se muestran en la grafica de la Figura 31B. En
el eje horizontal se representan las diferentes cantidades de competidor ensayadas expresadas como
logaritmo de la concentracién de competidor. El eje vertical se expresa en porcentaje de intensidad
de fluorescencia, de manera que la parte superior de la curva (100%) indica la intensidad en la
condicién de unidn total del Hc-TeNT a las células en ausencia de competidor. La parte inferior de la
curva indica la intensidad del Hc-TeNT que permanece unido inespecificamente a la mdaxima
concentracién de competidor, es decir, el Hc-TeNT que no es desplazado por el competidor. En este
caso con la adicién de la maxima concentracion de competidor se consigue disminuir la union del
Hc-TeNT hasta el 30% aproximadamente. Este Hc-TeNT que sigue unido a la membrana puede
encontrarse unido inespecificamente a las células o puede ser el Hc-TeNT unido a los
polisialoganglidsidos de la membrana, ya que los competidores afiadidos no compiten en principio
por el sitio de unién a gangliésidos. Como no se han podido hacer un rango de concentraciones de
competidor suficiente para definir bien la fase de plateau final, el programa no puede calcular el valor
de la ICsg con suficiente precision. Para solucionar este problema se afiade un punto no experimental
en las curvas de BDNF y de péptido D5, fijando una intensidad del 30% a una concentracion de
competidor de 1ImM. En la grafica se puede observar cdmo tanto el BDNF (representado en verde)
como el péptido D5 (en azul) son capaces de competir con Hc-TeNT por la unidén a las células y
desplazarlo, aunque el D5 a una concentracion mucho mds elevada. El tratamiento con NGF no
provoca una disminucion de la intensidad de marcaje del Hc-TeNT, por lo cual no se puede ajustar a
ninguna curva, ya que ésta queda interrumpida y el programa no puede calcular una ICsp. En la tabla
de la Figura 31C se muestran las constantes de inhibicion calculadas para cada competidor. EIl BDNF
presenta una ICsg de 4,2 nM (60 ng/mL) mientras que para el péptido D5 es de 107,6 uM (317,3
pg/mL). Cuanto mayor sea la afinidad del competidor por el receptor, la ICsg calculada sera menor, ya
gue se necesitara una menor concentracion del competidor para desplazar la molécula de interés.

El BDNF es un agonista natural de TrkB y presenta una constante de disociacién (Kp) muy alta por el
receptor, calculada por algunos grupos en 1 nM aproximadamente y por otros alrededor de 10 pM,
segun la técnica utilizada para determinarla (Soppet et al., 1991; Dechant et al., 1993; Urfer et al.,
1995; Windisch et al., 1995). El hecho de que BDNF sea capaz de desplazar la unién de Hc-TeNT de la
membrana, indica que ambas moléculas compiten por un mismo sitio de unién a su receptor. En el
modelo celular utilizado de neuronas granulares de cerebelo el BDNF se encuentra interaccionando

principalmente con TrkB y también, aunque con menor afinidad, con p75"™.
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Figura 31. El BDNF y el péptido D5, pero no NGF, compiten con Hc-TeNT por la unién a neuronas granulares de cerebelo.
(A) Las células fueron tratadas durante 30 min a 4°C con Hc-TeNT acoplado a AlexaFluor555 (marcado en rojo en la imagen)
afiadiendo en cada punto concentraciones crecientes de BDNF, NGF o del péptido D5. Las neuronas fueron fijadas y los
nucleos tefiidos con DAPI (marcado en azul). Se toman imagenes en el microscopio confocal y se analizan para medir la
media de intensidad de sefial del canal rojo en cada condicion. (Escala 20 um). (B) Las curvas de competencia por la union
obtenidas con los distintos competidores se muestran en la grafica (la competicién con BDNF en verde, con NGF en lilay en
azul para el péptido D5). (C) Tabla con las constantes de inhibicion calculadas para cada curva utilizando el software
GraphPad Prism.
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La condicidn con NGF permite descartar que el desplazamiento del Hc-TeNT producido por BDNF sea

NTR ya que de ser asi, la adicién

debido a una competencia entre las dos moléculas por el receptor p75
de NGF también provocaria una disminucion del Hc-TeNT unido. Por lo tanto parece ser que el efecto
de desplazamiento observado con BDNF es debido a una competencia por TrkB, y no por p75"™" en

este modelo.

Segun los estudios in vitro previos el péptido D5 se une en el sitio de uniéon de Hc-TeNT a TrkB,
bloqueando asi la regidn responsable de la interaccidn con el receptor e impidiendo que se unan. El
resultado de los ensayos de competicion corroboran esta idea aunque el péptido D5 desplaza el Hc-
TeNT unido con una eficacia mucho menor que el BDNF. El hecho de que sean necesarias
concentraciones tan altas del péptido D5 para desplazar la unién del Hc-TeNT indica que, o bien hay
otras regiones en Hc-TeNT implicadas en la unidn que no son bloqueadas por este péptido, o bien que
el péptido no es suficientemente grande como para bloquear toda la zona de interaccion.

1.2.5. BDNF desplaza la interaccidn entre Hc-TeNT y TrkB en vesiculas endociticas

En el apartado anterior hemos visto como el BDNF, un agonista endégeno de TrkB, es capaz de
competir por la unién a membrana plasmatica con Hc-TeNT, indicando de esta manera que ambas
moléculas compiten por un mismo sitio de unién en el receptor. También el péptido D5 es capaz de
unirse y bloquear el Hc-TeNT, desplazando asi su unidn a las CGNs. El hecho de que la unién de Hc-
TeNT a las membranas celulares se vea disminuida por la presencia de estas moléculas sugiere que, al
reducir su unién al receptor, también su capacidad de internalizacién podria encontrarse afectada.
Para comprobarlo se han realizado ensayos de internalizacidn de Hc-TeNT en presencia de los mismos
competidores utilizados anteriormente: BDNF, NGF y el péptido D5. En los experimentos, se afiade 20
nM de Hc-TeNT marcado con AlexaFluor555 en un cultivo de CGNs y se incuban a 37°C durante 1h,
de forma que se permita la internalizacidn de la proteina en las células. En las condiciones con
competidor se afiade 20 uM del péptido D5, 400 ng/mL de BDNF (30 nM) o 400 ng/mL de NGF (30
nM) segln corresponda. En el caso del péptido D5, éste se preincuba con el Hc-TeNT-A555 a
temperatura ambiente durante 1h y a continuacién son simultdneamente anadidos en el cultivo.
También se afiade en el cultivo un anticuerpo contra TrkB, que reconocera al receptor expresado en
la membrana y sera endocitado con él. Transcurrida la hora de incubacion se realiza un lavado de las
células con una solucién dacida, que eliminard el marcaje de Hc-TeNT que haya quedado en la
membrana plasmatica. Este lavado acido permite diferenciar correctamente el Hc-TeNT endocitado
del que queda en membrana, de manera que no se confundan los efectos en la internalizacidn con los
efectos en la unién. A continuacidn se procede a realizar una inmunofluorescencia, siguiendo el
protocolo del apartado 6.2. de Materiales y métodos, en la que se utiliza un anticuerpo secundario
acoplado a AlexaFluor488 para detectar el TrkB y los nucleos son tefiidos con DAPI. Las células se
analizan mediante microscopia confocal y se contabilizan un minimo de 20 campos por condicion. El
resultado se muestra en la Figura 32A, donde el Hc-TeNT-A555 que ha sido endocitado esta marcado
en color rojo, el TrkB en color verde y los nucleos de las neuronas se visualizan en color azul. En
primer lugar se analiza la cantidad de Hc-TeNT que ha sido internalizado en la célula en cada
condicién. Para ello se calcula el area ocupada por el marcaje de Hc-TeNT en las imagenes mediante
el programa ImagelJ. Los resultados obtenidos se muestran en la grafica de la Figura 32By, tal y como
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se puede observar, no se detectan cambios en la cantidad de Hc-TeNT endocitado entre la condiciéon
control y las condiciones con competidor. Este resultado parece contradecirse con el observado en el
desplazamiento del Hc-TeNT unido a membrana en presencia de los mismos competidores. En este
caso, ni el BNDF ni el péptido D5 parecen bloquear la internalizacién del Hc-TeNT, mientras si que
competian por la unién a la membrana plasmatica.

El hecho de que la cantidad total de Hc-TeNT endocitada no se vea afectada por la adicidn de los
competidores nos hace plantear si el nivel de colocalizacion entre TrkB y Hc-TeNT se mantendra
también invariable. Parece ser que la proteina se esta internalizando en igual cantidad pero podria ser
gue lo estuviera haciendo de distinta manera, por un mecanismo diferente independiente de TrkB. Ya
se ha mostrado que en neuronas granulares en cultivo tratadas con Hc-TeNT, aproximadamente un
47% de la proteina colocaliza con TrkB en las mismas vesiculas endociticas (Figura 30). Asi que
también en estos ensayos de internalizacién se determina también el porcentaje de colocalizaciéon
entre Hc-TeNT y TrkB de la misma manera, para comprobar si hay diferencias entre las distintas
condiciones. Los pixeles colocalizados estan marcados en blanco en la Figura 32A, y en la Grafica 32C
se muestran los porcentajes de colocalizacion calculados de Hc-TeNT con TrkB y viceversa. Los
resultados indican que en presencia de BDNF se da una disminucion significativa del Hc-TeNT
asociado con TrkB, reduciendose el porcentaje de colocalizaciéon hasta el 37% aproximadamente.
Paralelamente también el porcentaje de TrkB colocalizado con Hc-TeNT disminuye, pasando de un
61% a un 40%. Esto probablemente es debido a que el BDNF afiadido, que es el ligando especifico de
TrkB, se esté uniendo al receptor con mayor afinidad que el Hc-TeNT. EI BDNF ocuparia
prioritariamente los sitios de unién y seria internalizado conjuntamente con TrkB, desplazando de
estas vesiculas endociticas al Hc-TeNT. En la condicidon con NGF se observa un efecto contrario al del
BDNF, ya que al afiadir esta neurotrofina aumenta el porcentaje de solapamiento entre Hc-TeNT vy
TrkB, que llega a alcanzar un 57% aproximadamente. En este caso la cantidad de TrkB colocalizado
con Hc-TeNT no cambia significativamente. El hecho de que la adicién de NGF favorezca la interaccidn
entre Hc-TeNT y TrkB podria explicarse si el Hc-TeNT, al igual que otras neurotrofinas, pudiera unirse
a mas de un receptor de neurotrofinas. De esta manera el NGF estaria desplazando la interaccidn
entre Hc-TeNT y este otro receptor y aumentaria la cantidad de toxina disponible para interaccionar

NTR

con TrkB. Como ya se ha comentado, el NGF tan solo interacciona con p75" " en este modelo celular.

NTR

Se ha descrito que Hc-TeNT y p75" " comparten vesiculas endociticas en motoneuronas en cultivo, asi
como que ambas moléculas son capaces de interaccionar y provocar la activacion de ciertas vias de
sefializacion (Lalli and Schiavo, 2002; Cubi et al., 2013). Si el NGF afiadido esta interaccionando con el

p75"™" presente en las células, desplazaria una hipotética unién entre Hc-TeNT y p75""™"

, Yy asi se
explicaria que el Hc-TeNT se estuviera uniendo en mayor proporcidn a su otro receptor, el TrkB. Que
la cantidad de TrkB colocalizando con Hc-TeNT no cambie puede significar que la unién ya esté
saturada y que por mds cantidad de Hc-TeNT que haya disponible no podrd internalizarse mas. En el
ensayo de internalizacion en presencia del péptido D5 no se observan diferencias significativas en el
porcentaje de colocalizacién entre Hc-TeNT y TrkB respecto al control sin competidor, mostrando
aproximadamente un 44% de solapamiento en comparaciéon del 47% del control. En cambio, el
porcentaje de colocalizacion de TrkB con Hc-TeNT si que se ve significativamente reducido respecto al

control, de 61% a 51%.
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Figura 32. Competicion en la internalizacion entre Hc-TeNT y BDNF, NGF y el péptido D5.

(A) Las CGN son incubadas con Hc-TeNT marcado con AlexaFluor555 (20 nM) durante 1h a 37°C (marcaje rojo). Al mismo
tiempo se incuba también un anticuerpo contra TrkB (ab33566). En algunas condiciones se afiade 20 uM de D5, 400 ng/mL
de BDNF o 400 ng/mL de NGF. Pasado el tiempo de incubacion las neuronas se lavan con PBS1X, se fijan en PFA 4% y se
realiza una inmunotincién utilizando un anticuerpo secundario acoplado a AlexaFluor488 contra el anti-TrkB (marcado en
verde en la imagen). Los nucleos son tefiidos con Dapi (azul). Las imagenes son tomadas con un microscopio confocal y
analizadas con el programa Imaris. Los puntos de colocalizacidn entre los dos canales (rojo y verde) se marcan en blanco.
(Escala = 5 um). (B) Area que ocupa la sefial fluorescente de Hc-TeNT en cada una de las condiciones. (C) El porcentaje de
colocalizacion del canal rojo (Hc-TeNT) con el canal verde (TrkB) en cada condicidn estd representado en la grafica.

En los ensayos de unidn, altas concentraciones de péptido eran capaces de bloquear la unién de
Hc-TeNT, presumiblemente interfiriendo en su unién a TrkB. Sin embargo en los ensayos de
internalizacién no se observan diferencias en el porcentaje de colocalizacién de Hc-TeNT con TrkB en
presencia del péptido D5. Una posible explicacién es que a la concentracién a la que se ha ensayado
el péptido no produce un efecto de bloqueo suficiente. También podria ser que el péptido no fuera lo
suficientemente grande como para bloquear toda la zona de interaccidn entre Hc-TeNT y TrkB, ya que
el dominio D5 de TrkB ocupa alrededor de 115 aminodcidos y el péptido consta de 27 residuos (Urfer
etal., 1995)

1.3. Internalizacion de Hc-TeNT en uniones neuromusculares y transporte retroaxonal hasta el
soma de las motoneuronas

Algunos trabajos han descrito que dependiendo del tipo celular, el Hc-TeNT puede encontrarse
interaccionando con diferentes proteinas que podrian funcionar como receptores celulares. Por
ejemplo, en cultivos de neuronas corticales la neurotoxina se ha encontrado interaccionando con
SV2, mientras que no se ha observado esta asociacion en motoneuronas (Yeh et al.,, 2010). Esto
coincide con la idea de que en los diferentes tipos neuronales que infecta la toxina, ésta puede estar
utilizando diferentes receptores para endocitarse que finalmente la conduciran a un destino distinto
dentro de la célula. En esta linea nos planteamos si esta interaccién entre Hc-TeNT y TrkB que se ha
observado en neuronas granulares, existe realmente en el proceso infectivo de la neurotoxina. En la
introduccion ya se ha explicado detalladamente que la TeNT difunde en el organismo hasta llegar a las
uniones neuromusculares donde las motoneuronas del SNC inervan el musculo. Es alli donde se une a
los polisialoganglidsidos y a su receptor proteico, presentes en la membrana presindptica de las
motoneuronas, y se internaliza para llegar hasta el soma situado en la médula espinal. Asi que
qgueremos determinar si el Hc-TeNT se une a TrkB en las uniones neuromusculares en un modelo in
vivo, y por lo tanto, si TrkB es el receptor proteico de TeNT en las motoneuronas. Con este objetivo,
se emula la infeccién natural de la neurotoxina inyectando el fragmento Hc-TeNT en el musculo tibial
anterior de ratones adultos. El fragmento recombinante Hc-TeNT acoplado al fluordforo
AlexaFluor555 (5 pg) se inyecta intramuscularmente en ratones y tras 24h el fragmento no téxico se
habrd internalizado en las uniones neuromusculares y habra llegado hasta las motoneuronas de la
médula espinal que inervan el musculo tibial. Transcurrido este tiempo los animales son sacrificados,
se perfunden y se recoge tejido de los musculos tibial y de la zona lumbar de la médula espinal donde
se encuentran los somas de las motoneuronas que nos interesan. En trabajos anteriores del Grupo se
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ha descrito cdmo tras una inyeccion intramuscular de Hc-TeNT, ésta es transportada Unicamente a las
motoneuronas que inervan el musculo concreto donde se inyectd, no hay difusidn hacia otras zonas
contralaterales ni otras areas de la médula espinal.

Figura 33. Localizacién del fragmento Hc-TeNT y el receptor TrkB en las uniones neuromusculares del musculo tibial de
ratén.

El Hc-TeNT (rojo) se visualiza en las uniones neuromusculares 24h después de una inyeccion intramuscular. Los receptores
de acetilcolina postsinapticos estan marcados con a-bungarotoxina (verde) y el receptor TrkB en azul. La suma de todos los
canales se muestra en el panel inferior izquierda (escala 10 um). El panel inferior derecha muestra una amplificacion de un
solo plano en la zona recuadrada (escala 1 um).

En primer lugar se analiza la localizacién del fragmento Hc-TeNT y del receptor TrkB en el musculo
tibial. Se realizan cortes del musculo y se realiza una inmunohistoquimica para visualizar las uniones
neuromusculares. Se utiliza la a-bungarotoxina (a-BTx) acoplada al fluoréforo AlexaFluor488 para
marcar las membranas postsinapticas de la union. Este compuesto se une a los receptores nicotinicos
de acetilcolina de las membranas postsindpticas del musculo. Por otro lado se utiliza un anticuerpo
contra el receptor TrkB, que es expresado tanto en las membranas de las motoneuronas como en el
musculo (Personius and Parker, 2013; Tomas et al., 2014). En la Figura 33 se muestra una imagen de
una union neuromuscular marcada con Hc-TeNT en color rojo, las membranas postsindpticas en verde
y en azul el TrkB. Tal y como se puede observar aun queda Hc-TeNT en el musculo 24h después de la
inyeccion. Ampliando la zona enmarcada en el recuadro blanco se puede observar como el Hc-TeNT
coincide con el marcaje de TrkB en los terminales nerviosos. En la Figura 34A se demuestra como el
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Hc-TeNT se encuentra en la zona presinaptica de la unidn neuromuscular, marcada con SV2 en color
azul. La SV2 es una proteina de membrana presente en las vesiculas sinapticas. Como ya se ha
comentado en la introduccion esta proteina ha sido descrita como receptor para diversos serotipos
de BoNT (Dong et al., 2006, 2008; Mahrhold et al., 2006; Rummel et al., 2009) y también como
receptor para la TeNT en neuronas hipocampales y corticales (Yeh et al., 2010). En las imagenes
obtenidas Hc-TeNT coincide con SV2 pero el marcaje de esta ultima es bastante difuso y no permite
concretar que ambas moléculas estén interaccionando. El marcaje con SV2 tan solo proporciona
informacidn de la localizacidon de la toxina, permitiéndonos saber que el Hc-TeNT colocalizado con
TrkB se encuentra en la zona presinaptica.

Figura 34. Internalizacion del fragmento Hc-TeNT en las uniones neuromusculares del musculo tibial de ratén.
Inmunohistofluorescencias de cortes de musculo tibial 24h después de una inyeccion intramuscular de 5 pg de Hc-TeNT
acoplada a AlexaFluor555 (rojo). Las membranas postsinapticas de las uniones musculares se marcan con a-bungarotoxina
(verde), y se utilizan también anticuerpos contra SV2 (A), p75NTR (B), y Rab5 (C), marcados en azul en las imagenes. El panel

derecho de cada fila muestra el merge de todos los canales (escala 10 um).
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NTR

También se tifien los cortes de musculo con un anticuerpo contra p75" ", como se muestra en la

NTR colocalizan en los axones de

Figura 34B en azul. Ya se habia descrito que Hc-TeNT y p75
motoneuronas en cultivo y que comparten vesiculas de transporte retroaxonal (Lalli and Schiavo,
2002). En este caso, en motoneuronas en tejido, se observa también una coincidencia entre ambos
marcajes en la membrana presindptica de las uniones, asi como en los axones de las motoneuronas.
Por ultimo también se ha utilizado un anticuerpo contra Rab5 (Figura 34C), ya que se ha observado
que esta proteina colocaliza también en endosomas con Hc-TeNT en cultivos primarios de
motoneuronas de ratdon (Deinhardt et al., 2006b). Rab5 es una GTPasa que se une en las primeras
etapas de la formacién de los endosomas de seiializacidn. En las imagenes se observa como Rab5 y

Hc-TeNT coinciden en la zona presindptica de la unién neuromuscular.

Hasta ahora se ha comprobado la localizaciéon del fragmento Hc-TeNT inyectado en las uniones
neuromusculares pero, tal y como esta descrito, después de 24h el Hc-TeNT internalizado en los
terminales se ha transportado retroaxonalmente en gran parte hasta el soma las motoneuronas que
inervan el musculo tibial. Por lo tanto, para determinar la localizacion de Hc-TeNT en los cuerpos
neuronales, se extrae tejido de la zona lumbar de la médula espinal. Se realizan cortes de la zona
ventral, en la cual se sitian los somas de las motoneuronas de interés, y se realizan diversas
inmunohistofluorescencias. En primer lugar nos interesa saber si el Hc-TeNT inyectado localiza
también junto a TrkB en el citoplasma de las motoneuronas. Ya hemos visto como ambas moléculas
se encuentran en la zona presinaptica de las uniones neuromusculares, asi que lo que nos interesa
saber a continuacién es si este Hc-TeNT ha sido transportado a través del axén de la motoneurona en
compania de TrkB y, de ser asi, si estan colocalizando en las vesiculas endociticas presentes en el
citoplasma. La toxina tetdnica llega hasta el soma de las motoneuronas infectadas en vesiculas
endociticas que son redirigidas hacia rutas de exocitosis, para asi ser captada en las interneuronas
inhibitorias, donde llevara a cabo su accidn proteolitica.

En la Figura 35 se puede observar como efectivamente el Hc-TeNT inyectado en el musculo ha sido
capaz de transportarse retrogradamente hasta el soma neuronal. Las motoneuronas alcanzadas por el
fragmento Hc-TeNT presentan un gran nimero de vesiculas de forma redondeada que contienen el
Hc-TeNT, y que estan distribuidas por todo el citoplasma, aunque especialmente concentradas en la
zona perinuclear. En los ratones inyectados con solucidon control, que solo contiene el fluoréforo
AlexaFluor555 sin acoplar, no se aprecia marcaje. Los cuerpos de las neuronas se han tefiido con Nissl
(visualizado en azul en las imagenes), que es un compuesto que se une a estructuras de caracter
basico. Tal y como se muestra en la Figura 35, un nimero considerable de vesiculas positivas para Hc-
TeNT son detectadas también con un anticuerpo contra TrkB (en verde en la imagen). En la
ampliacidn del panel inferior derecha de la Figura 35 se sefialan con flechas blancas las vesiculas en
las que colocalizan ambas moléculas. El marcaje de TrkB en estas células se ve punteado y distribuido
principalmente por todo el citoplasma.
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Figura 35. El receptor TrkB se encuentra en vesiculas endociticas positivas para Hc-TeNT en motoneuronas.

El Hc-TeNT acopado a AlexaFluor555 (rojo) fue inyectado en el musculo tibial de ratdon. Después de 24h ha sido transportado
retroaxonalmente al soma de las motoneuronas en la médula espinal. Los animales fueron sacrificados y perfundidos, y la
medula espinal fue diseccionada y cortada para realizar una inmunohistoquimica. Se utiliza un anticuerpo contra TrkB
(verde) y la tincién de Nissl para visualizar las motoneuronas (azul). En la imagen se muestra una seccion de una de las
motoneuronas marcadas (escala =10 um). En el panel inferior derecha se muestra una ampliacién de la zona recuadrada en
el panel inferior izquierda (escala = 2 um).

A parte de determinar si Hc-TeNT y TrkB se encuentran localizados conjuntamente en las
motoneuronas, también es interesante saber en qué tipo de estructuras o con que otras moléculas se
encuentra asociado el Hc-TeNT en este sistema in vivo. Con esta finalidad se han tefido los cortes
obtenidos de la medula espinal con diferentes marcadores que se muestran en la Figura 36. En primer
lugar, en la Figura 36A se ha utilizado un marcador de aparato de Golgi, el GM130 (Golgi Matrix 130
kDa Protein), para determinar si el Hc-TeNT se encuentra o no asociado a esta estructura. La GM130
es una proteina componente de la red cis-Golgi, que se encuentra unida en la cara citoplasmatica de
las membranas de este organulo (Nakamura, 2010). Se ha descrito que otras toxinas capaces de
transportarse retroaxonalmente, como la toxina colérica B o la toxina Shiga, se encuentran asociadas
al aparato de Golgi (Sandvig et al.,, 2013). Estas toxinas viajan retroaxonalmente a través de los
endosomas y de la red trans-Golgi para llegar finalmente al reticulo endoplasmatico, desde donde se
liberan al citoplasma para ejercer su efecto tdxico. En las imagenes de la Figura 36A se observa
claramente como los marcajes de Hc-TeNT y GM130 no coinciden, por lo cual el Hc-TeNT endocitado,
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a diferencia de estas otras toxinas mencionadas, no es destinado la red membranosa del aparato de
Golgi.

También es interesante analizar diferentes marcadores de vesiculas sindpticas en estas muestras,
para determinar en qué tipo de endosomas se encuentra localizado el Hc-TeNT. Se han tednido los
cortes de médula con un anticuerpo contra la GTPasa Rab5, que en las uniones neuromusculares
habiamos visto estaba localizada junto con el Hc-TeNT en la membrana presinaptica. En el caso de la
médula, se puede observar en la Figura 36B como algunas de las vesiculas positivas para Hc-TeNT
(marcadas en color rojo) contienen también Rab5 (en verde). Como ya se ha mencionado, Rab5 es un
marcador de endosomas tempranos con importantes funciones como la fusién de vesiculas y el
reclutamiento de diversas moléculas efectoras (Sonnichsen et al., 2000). A parte de Rab5, se realizan
inmunofluorescencias contra otros marcadores implicados en el ciclo de las vesiculas endociticas. En
la Figura 36C se muestra una motoneurona marcada con Hc-TeNT (color rojo), con la GTPasa Rab3
(color verde) y con el marcador endosomal EEA1 (Early Endosome Antigen 1) (color blanco). Rab3 es
una GTPasa involucrada en procesos de exocitosis mientras que EEA1 es una molecula efectora de
Rab5 que interviene en la fusién de vesiculas. Tal y como se puede observar, Hc-TeNT colocaliza tanto
con Rab3 como con EEA1 en un gran numero de vesiculas. También entre Rab3 y EEA1 se observa una
elevada colocalizacién, incluso en vesiculas no positivas para Hc-TeNT.

Por ultimo nos interesa detectar el Hc-TeNT en el proceso de transcitosis, de salto a las interneuronas
inhibitorias. Con esta finalidad se marcaron las motoneuronas con Hc-TeNT (rojo), VAChT (verde) y
NRG1 (blanco), tal y como se muestra en la Figura 36D. La NRG1 (Neuregulin 1) es un factor de
crecimiento transportado de forma retroaxonal en las motoneuronas y que se libera de forma post-
sindptica en los botones o sinapsis C para ser captada por las interneuronas. Estos botones C pueden
ser marcados con el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). En la Figura 36D se pueden
observar dos tipos de estructuras claramente diferenciadas marcadas con VAChT y NRG1. Por un lado
los terminales C, en los que ambas moléculas se sitan adosadas una al lado de la otra (marcado con
asteriscos en la imagen), y por otro lado también se observan estructuras vesiculares repartidas por el
citoplasma (flechas blancas). Mientras que no se ha detectado marcaje de Hc-TeNT en los terminales
C, si que en algunas vesiculas se observa coincidencia de los marcajes. La NRG1 y la Hc-TeNT
colocalizan en varias vesiculas (cabezas de flecha blancas), y también en algunas se observa VAChT.
No se observa asociacion entre Hc-TeNT y zonas de sinapsis colinérgicas que pudieran ser marcadas
con el VAChT.
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VAChT‘ NRG1 VAChT

Figura 36. Localizacion del fragmento Hc-TeNT internalizado en las motoneuronas de la medula espinal.

El Hc-TeNT marcado con AlexaFluor555 (rojo) ha viajado retroaxonalmente hasta el soma de las motoneuronas que inervan
el musculo tibial donde fue inyectado 24h antes. Los animales fueron sacrificados, perfundidos y las médulas espinales
fueron extraidas y seccionadas para realizar las inmunofluorescencias. Se realiza una tincion de Nissl para marcar las
motoneuronas (azul) y se utilizan diferentes anticuerpos contra distintas proteinas. (A) Anticuerpo contra GM130 (verde),
(B) Rab5 (verde), (C) Rab3 (verde) y EEA1 (blanco), y (D) VAChT (verde) y NRG1 (blanco). La zona recuadrada en la primera
imagen de cada inmunohistoquimica (escala = 10 um), se muestra ampliada en las siguientes imagenes de cada panel
(escala =2 um).
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1.4. Implicacion de los residuos Y266, K311 y E343 de Hc-TeNT en su interaccidn con TrkB

Se han mostrado muchas evidencias de la interaccidn existente entre Hc-TeNT y TrkB. Por un lado se
ha visto como ambas moléculas son capaces de unirse especificamente in vitro y cémo Hc-TeNT
induce la activacién del receptor. También se ha demostrado que el Hc-TeNT compite por la unién e
internalizacién en las células con un aceptor natural del TrkB como es el BDNF, y cémo el péptido D5
bloquea también su accidon. Ademas ambas moléculas colocalizan dentro de la célula, ocupando los
mismos compartimentos endociticos, tanto en cultivos de neuronas granulares de cerebelo como en
un modelo in vivo, inyectando el Hc-TeNT en ratones.

Finalmente, para confirmar la validez del modelo estructural propuesto para esta unién, se pretende
delimitar la region de Hc-TeNT encargada de esta interaccidn. En el modelo se predice la existencia de
un nuevo sitio de unién de la TeNT en su dominio carboxilo terminal, en el que se encontrarian los
residuos responsables de la interaccidon con TrkB. En base al andlisis bioinformatico se han propuesto
varios aminodcidos en la secuencia de Hc-TeNT que estarian directamente involucrados en la
formacién del complejo con TrkB, formando uniones no covalentes. Estos residuos son, en orden de
relevancia: K311, Y266, E343 o S338, E264, N341, E447 y D452 (Tabla 6). En el modelo propuesto el
residuo Y266 se encontraria formando un puente de hidrégeno con el residuo N350 de TrkB. La K311
podria formar un puente salino con el residuo D349 del receptor o un puente de hidrégeno con el
N350. El residuo E343 podria estar interaccionando con la K328 de TrkB mediante un puente salino, o
con la Y329 mediante un puente de hidrégeno. Con la finalidad de verificar que estas posiciones son
responsables de la interaccion entre las dos moléculas, se han mutado los tres residuos mas
probablemente implicados de entre los sugeridos. De esta manera se obtiene el fragmento mutado
Hc-A266-311-343, en cuya secuencia los residuos Y266, K311 y E343 han sido substituidos por
alaninas, un aminoacido neutro que supuestamente no causard alteraciones en la estructura
secundaria debido a su débil impedimento estérico.

1.4.1. La mutacion en tres residuos de Hc-TeNT provoca una pérdida de afinidad por el receptor
TrkB

Para determinar si las mutaciones introducidas en Hc-TeNT estdn afectando en su interacciéon con
TrkB, se analiza en primer lugar si ha perdido capacidad de unirse al péptido D5. En la Figura 37 se
muestra el resultado de un dot-blot realizado segun se ha descrito en el apartado 9.2. de Materiales y
métodos. En este experimento se aplica el péptido D5 (10 pg y 20 pg) sobre la membrana, y
posteriormente ésta se incuba con Hc-TeNT o Hc-A266-311-343, ambas a igual concentracidn. Tanto
el Hc-TeNT como el Hc-A266-311-343 unidos se detectan mediante un anticuerpo contra la cola de
polihistidinas, mientras que el péptido D5 se detecta con un anticuerpo anti-TrkB. La condicién con el
péptido D5 y sin Hc-TeNT demuestra que el anticuerpo anti-polihistidinas utilizado no reconoce
inespecificamente al péptido. El péptido H4 (20 pg) se adhiere también a la membrana y se incuba
con Hc-TeNT o con la proteina mutada para demostrar que no se une a ninguna de las dos y que por
lo tanto, la unién observada al péptido D5 es especifica. El resultado indica que el Hc-A266-311-343 se
une en menor proporcion que el Hc-TeNT al péptido D5. Tanto en la condicién con 10 pug como en la
de 20 pg de péptido D5, las mutaciones introducidas reducen la capacidad de unién del Hc-TeNT
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alrededor de un 60%. Por lo tanto estos aminoacidos mutados si parecen tener un papel importante
en la unién a TrkB.

A)
Hc-TeNT Hc-A266,311,343
D5 H4 D5 H4 D5
20 20 - 10 20 20 - 10 20
AntiHis
o o) C ) 0 | AntiTrkB

Figura 37. Uniodn in vitro de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 al péptido D5.

Se realiza un ensayo de dot-blot en el que el péptido se une a una membrana de nitrocelulosa (10 y 20 ug), que es
posteriormente bloqueada e incubada con Hc-TeNT o Hc-A266-311-343. Se analiza utilizando un anticuerpo contra la cola de
polihistidinas y con otro contra TrkB para detectar el péptido. Los controles sin Hc-TeNT o sin D5, asi como con un péptido
aleatorio del mismo tamafio que D5 (péptido H4), se analizan en paralelo.

Ademas de unirse in vitro, se ha demostrado que el fragmento Hc-TeNT es capaz de inducir la
fosforilacién de TrkB en CGNs en cultivo de una forma similar a la que lo haria el BDNF. Para ver si los
residuos mutados en el Hc-TeNT son importantes en la unidn, se analizan mediante western blot los
niveles de fosforilacion del TrkB en presencia de Hc-TeNT o del fragmento mutado. Las CGNs se privan
de suero durante las 4h previas al experimento, y a continuacién se realiza el tratamiento con 100 nM
de Hc-TeNT o con 100 nM de Hc-A266-311-343 (Hc-Mut), incubandolos durante 5 min a 37°C. Se
afiade una condicidon con BDNF a 50 ng/mL como control positivo de la fosforilacion de TrkB. Pasado
este tiempo las células se recogen, se lisan y un total de 500 g de proteina total por cada condicidn
se incuban con un anticuerpo contra tirosinas fosforiladas acoplado a agarosa. De esta manera se
realiza una inmunoprecipitacion de las proteinas del lisado que contienen residuos de tirosina
fosforilados. Las proteinas retenidas por el anticuerpo unido a agarosa se cargan en un gel SDS-PAGE
y se analizan por western blot revelando con un anticuerpo contra TrkB, lo que permite determinar
los niveles de pTrkB.

Tal y como se observa en la Figura 38, se detecta pTrkB en la condicidon con Hc-TeNT pero no en la
condicidn tratada con Hc-A266-311-343, por lo que se deduce que las mutaciones han afectado a la
capacidad de activar el TrkB. La condicién sin tratamiento no presenta pTrkB, y el control con BDNF
muestra los niveles de pTrkB mas altos. Los niveles de TrkB total y de B-tubulina se comprueban en el
lisado celular y se observa cdmo se mantienen invariables en todas las condiciones, demostrando que
la carga ha sido equivalente en todas ellas.

103



RESULTADOS

Control BDNF  Hc-TeNT Hc-Mut

- | pTyr:TrkB

S s - e (76

— L ——— B-tubulin

Figura 38. Niveles de TrkB fosforilado en CGN después de un tratamiento con Hc-TeNT o Hc-A266-311-343.

Las células son privadas de suero antes del tratamiento con 100 nM de Hc-TeNT, 100 nM Hc-A266-311-343 (Hc-Mut) o 50
ng/mL de BDNF. Se realiza una inmunoprecipitacion con un anticuerpo contra las tirosinas fosforiladas presentes en los
lisados celulares y se analiza mediante western blot utilizando un anticuerpo contra TrkB. Los lisados celulares también se
analizan para determinar los niveles de TrkB total y de B-tubulina.

1.4.2. Capacidad de unién a membranas neuronales de Hc-A266-311-343

Como ya se ha comentado el Hc-TeNT se une a las membranas de las CGNs, segin nuestra hipdtesis,
gracias a la interaccién con los polisialogangliésidos y con su receptor proteico, TrkB. En el aparatado
anterior se ha mostrado que la mutacidn de los residuos Y266, K311 y E343 de Hc-TeNT afecta a la
capacidad de unidn de éste al dominio D5 de TrkB y a la capacidad de inducir la activacion del
receptor, por lo que parece que el Hc mutado realmente sufre una pérdida de afinidad por TrkB. El
hecho de que se haya afectado la unién in vitro con TrkB al introducir las mutaciones, hace suponer
que también se verd reducida la union del Hc-TeNT mutado a las membranas neuronales. Para
corroborarlo se realiza un cultivo de CGNs de 7 DIV y se incuban con 10 nM de Hc-TeNT o 10 nM de
Hc-A266-311-343 acoplados a AlexaFluor555. Las células se incuban a 4°C durante 30 min antes de
fijarlas para permitir que el Hc-TeNT se una a la membrana sin internalizarse. El resultado se muestra
en la Figura 39A, donde los fragmentos Hc-TeNT se visualizan en rojo y los nucleos, que se han tefiido
con DAPI, estdn marcados en azul. Se observa menos cantidad de Hc-TeNT unida en las neuronas
tratadas con Hc-A266-311-343, corroborando que las mutaciones afectan a la capacidad de unién a
membrana reduciéndola.

Para cuantificar mejor esta unidn se analiza la cantidad de marcaje de las células mediante citometria
de flujo. Las CGN sembradas en placas de 24 pozos se tratan con 500 nM de Hc-TeNT o
Hc-A266-311-343 marcados con AlexaFluor555 durante 30 min a 4°C en ensayos de union, siguiendo
el protocolo comentado en el apartado 9.4. de Materiales y métodos. Pasado el tiempo de incubacion
las células son analizadas mediante citometria de flujo. Se analizan 30000 eventos por condicion y se
determina la fluorescencia a 565 nm emitida por cada célula. En la Figura 39B se muestra un
histograma en el que se observa, en el eje vertical, el nimero de eventos contabilizados para cada
valor de intensidad de fluorescencia, representada en escala logaritmica en el eje horizontal. En la
condicién control sin tratamiento, representada en negro, se observa como toda la poblacion celular
se sitla en la zona de baja fluorescencia. Las células tratadas con Hc-TeNT (representadas en color
rojo) en cambio se distribuyen hacia la zona de mas alta intesidad, observandose tres picos de
poblacién, uno en la zona de mas fluorescencia, otro de células marcadas en menor grado y uno en la
zona de baja intensidad. Esto indica que, aunque la mayor parte de las células presentan Hc-TeNT en
la membrana, aun quedan células a las que casi no se ha unido. En la condicién tratada con
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Hc-A266-311-343 también se observan éstos tres picos de poblacién, sin embargo el histograma esta
desplazado hacia fluorescencias mds bajas que las presentadas por la condicidn tratada con Hc-TeNT.
También se registran muchos mas eventos en la zona de baja fluorescencia, es decir células no
marcadas. En la grafica de la Figura 39C se representa la media de fluorescencia registrada en la
poblacién de células seleccionadas, corregida por el nimero de células contabilizadas en esta region.
De esta manera se observa como la media de fluorescencia de las células tratadas con
Hc-A266-311-343 es significativamente inferior a la presentada por las células tratadas con el Hc-TeNT
no mutado, aproximadamente un 30% menor. Esto indica que las mutaciones estdn realmente
afectando la capacidad de la neurotoxina de unirse a la membrana de las neuronas, dificultando la
interaccidon con sus receptores.
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Figura 39. Unién de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 a neuronas granulares de cerebelo.

Las CGN son tratadas con Hc-TeNT o Hc-A266-311-343 marcadas con AlexaFluor555 (rojo) durante 30 min a 4°C en ensayos
de union. (A) Las células fueron fijadas en PFA 4% y los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes fueron
obtenidas en un microscopio confocal y la intensidad del canal rojo fue medida para cada condicidn. (B) Pasado el tiempo de
incubacion las células se recogen y se analizan para medir su intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo. Se
muestra un histograma donde se representa en numero de células contadas para cada valor de intensidad. El control sin
tincién de Hc se muestra en negro, las incubadas con Hc-TeNT en rojo y en azul las incubadas con Hc-A266-311-343. (C)
Porcentaje de la media de intensidad de fluorescencia calculada para cada condicion respecto al control tratado con Hc-
TeNT. ** p < 0,01 utilizando one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni.

Una vez demostrado que el Hc-A266-311-343 se une en menor cantidad a las membranas de las CGN
se determina si esta menor unién se correlaciona con una menor proporcién de Hc-TeNT
colocalizando con TrkB. Las CGNs son tratadas con 10 nM de Hc-TeNT o 10 nM de Hc-A266-311-343
acoplados al fluoréforo AlexaFluor555 durante 30 min a 4°C. Son fijadas en PFA 4% y se realiza una
inmunocitofluorescencia utilizando un anticuerpo primario contra TrkB, detectado con un anticuerpo
secundario acoplado a AlexaFluor488. Las preparaciones se analizan mediante microscopia confocal y
el resultado se muestra en la Figura 40. El Hc-TeNT (Figura 40A) y el Hc-A266-311-343 (Figura 40B) se
visualizan en rojo, TrkB esta marcado en verde y los nicleos se marcan en azul, por la tincidon con
DAPI. Utilizando el programa Imagel se analizan los pixeles en los que se solapan las sefiales de
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Hc-TeNT y de TrkB (marcados en blanco en la Figura 40), obteniendo asi los porcentajes de Hc-TeNT
colocalizando con TrkB que se muestran en la Grafica 40C. En el analisis no se tiene en cuenta la
diferencia en el nivel de marcaje entre ambas proteinas sino que, del total de pixeles rojos (Hc-TeNT)
existentes en la imagen, calcula que porcentaje de éstos coinciden con pixeles verdes (TrkB). Los
resultados del analisis indican que la proteina mutada colocaliza aproximadamente un 60% menos
con TrkB que la Hc-TeNT. Por lo tanto la disminucidén en la cantidad de Hc-A266-311-343 unida se
correlaciona con una menos proporcién de la proteina colocalizando con TrkB.
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Figura 40. Colocalizacién de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 con TrkB en ensayos de unién.

Inmunocitoquimica de CGNs tratadas con 10 nM Hc-TeNT (A) o 10 nM Hc-A266-311-343 (B) marcados con AlexaFluor555
(rojo) durante 30 min a 4°C. Se ha utilizado un anticuerpo para detectar TrkB (verde) y los nucleos han sido tefiidos con DAPI
(azul). En blanco estan marcados los pixeles en los que colocalizan los canales rojo y verde. (C) Porcentaje de pixeles rojos
colocalizando con pixeles verdes en cada tratamiento calculados mediante un anélisis de colocalizacién con el programa
Imagel.

1.4.3. Capacidad de internalizacion de Hc-A266-311-343

El hecho de que las mutaciones introducidas en Hc-TeNT reduzcan su capacidad para unirse a las
membranas de las neuronas, hace suponer que también se verd afectada la internalizacion del
fragmento en las células. Como ya se ha comentado en la introduccidn, el receptor proteico de la
neurotoxina es el que permite su endocitosis dentro de la célula, ya que los gangliésidos no son
internalizados junto con la neurotoxina. Al unirse el Hc-A266-311-343 con menos efectividad a las
CGN se espera que también tenga mas dificultades para entrar en las neuronas. Para comprobarlo se
realiza un experimento similar al anterior pero en condiciones de tiempo y temperatura que permitan
la endocitosis de la neurotoxina.

Para ello se trata un cultivo de CGN con 500 nM de Hc-TeNT o con 500 nM de Hc-A266-311-343,
ambas acopladas a un fluoréforo, y se incuban las células a 37°C durante 2h. A continuacion se
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analizan las células en un citdmetro de flujo y se determina la intensidad de fluorescencia que emite
cada una. De esta forma se obtienen histogramas como el mostrado en la Figura 41B, donde se
representa el nimero de células registradas para cada valor de fluorescencia. En la condicién control
sin tratamiento, representada en color negro, todas las células se situan en la zona de fluorescencia
basal o nula, mientras que en los tratamientos con Hc-TeNT la poblacidn esta desplazada hacia las
zonas de alta fluorescencia, lo que indica que han incorporado la proteina. Las neuronas tratadas con
Hc-TeNT (color rojo) estdn marcadas en mayor nimero y mds intensamente que las tratadas con
Hc-A266-311-343 (color azul). Se ha calculado también la media de intensidad de fluorescencia de las
células en cada condicidn, obteniendo que las neuronas tratadas con el Hc-TeNT mutado presentan
una intensidad significativamente inferior, alrededor de un 40% menos, que las neuronas tratadas
con la misma cantidad del Hc-TeNT (Figura 41C). En el ensayo de unidn la proteina mutada se unia un
30% menos que la normal, asi que las diferencias entre ambas parecen incrementarse en el paso de
internalizacién. Esto también puede explicarse por el hecho de que en el ensayo de internalizacidn no
todo el Hc-TeNT anadido ha sido internalizado, una parte probablemente seguird unida a la
membrana, de forma que se puede estar produciendo un efecto sumatorio.
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Figura 41. Internalizacion de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 en neuronas granulares de cerebelo.

Las CGN son tratadas con Hc-TeNT o Hc-A266-311-343 marcadas con AlexaFluor555 (en rojo) durante 2h a 37°C en ensayos
de internalizacion. (A) Las células fueron fijadas en PFA 4% y los nlcleos fueron tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes fueron
obtenidas en un microscopio confocal y la intensidad del canal rojo fue medida para cada condicién. (B) Pasado el tiempo de
incubacion las células se recogen y se analizan para medir su intensidad de fluorescencia mediante citometria de flujo. Se
muestra un histograma donde se representa en nimero de células contadas para cada valor de intensidad. El control sin
tincidon de Hc-TeNT se muestra en negro, las incubadas con Hc-TeNT en rojo y en azul las incubadas con Hc-A266-311-343.
(C) El porcentaje con la media de intensidad calculada para cada condicion se muestra en la grafica de la derecha. ***
p<0,001 utilizando one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni.

Estos resultados se corroboran también mediante inmunofluorescencia, tal y como se muestra en la
Figura 41A. El cultivo de CGN se trata a 10 nM de Hc-TeNT o de Hc-A266-311-343 acoplados a
AlexaFluor555, en condiciones de internalizacidn, y el resultado se analiza mediante microscopia
confocal. El Hc-TeNT se visualiza en rojo y los nucleos, que se han tefiido con DAPI, estan marcados en
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azul. Las neuronas tratadas con Hc-A266-311-343 presentan un menor grado de marcaje,
corroborando los resultados obtenidos por citometria. Todos estos resultados indican que las
mutaciones introducidas afectan también a la capacidad de internalizacion en las células, y que estos
tres aminodcidos juegan un papel importante en este paso.
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Figura 42. Colocalizacion de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 con TrkB en ensayos de internalizacion.

CGNs tratadas con 10 nM Hc-TeNT (A) o 10 nM Hc-A266-311-343 (B) marcados con AlexaFluor555 (rojo) durante 2h a 37°C.
Se realiza una inmunocitoquimica de las células utilizando un anticuerpo anti-TrkB (verde) y los nucleos son tefiidos con DAPI
(azul). En blanco se marcan los pixeles en los que colocalizan los canales rojo y verde. (C) Porcentaje de pixeles rojos que
coinciden con pixeles verdes en cada tratamiento calculados mediante un andlisis de colocalizacion.

Al igual que en el caso del estudio de la unién a membrana, también en los ensayos de internalizacion
se quiere comprobar si, aparte de endocitarse en menor cantidad, el Hc-TeNT mutado colocaliza en
menor proporciéon con TrkB dentro de la célula. En la Figura 42 se muestran unas
inmunofluorescencias de CGNs tratadas con 10 nM de Hc-TeNT o 10 nM de Hc-A266-311-343
acoplados a AlexaFluor555 durante 2h a 37°C. A continuacién se realiza una inmunofluorescencia
utilizando un anticuerpo primario contra TrkB. Las células son analizadas mediante microscopia
confocal y se cuantifica la colocalizacién entre los pixeles rojos (Hc) y verdes (TrkB). El Hc-TeNT (Figura
42A) y el Hc-A266-311-343 (Figura 42B) se visualizan en rojo, TrkB se detecta con un anticuerpo
secundario acopado a AlexaFluor488 (verde) y los nucleos se tifien con DAPI (azul). En los paneles
centrales de la Figura 42A y B los pixeles colocalizados se muestran en blanco. El resultado del analisis
indica que, aunque el porcentaje de Hc colocalizada con TrkB es menor en las células tratadas con
Hc-A266-311-343, no hay diferencias significativas entre las dos condiciones (Figura 42C). Este dato
gue podria parecer contradictorio se explica por qué el porcentaje de colocalizacién calculado no
tiene en cuenta la cantidad de marcaje de la muestra, es decir si hay mds o menos Hc endocitada,
sino que en base a los pixeles rojos totales calcula el porcentaje de éstos que localizan con pixeles
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verdes. De esta manera, aunque hay menos cantidad de Hc-A266-311-343 internalizada, el que logra
endocitarse colocaliza con TrkB en una proporcidn similar al Hc no mutado.

1.4.4. Capacidad de transporte retroaxonal de Hc-A266-311-343

En los experimentos mostrados hasta ahora se ha podido observar como la mutaciéon de los
aminodacidos Y266, K311 y E343 en la secuencia de Hc-TeNT afecta a su eficiencia para unirse e
internalizarse en las neuronas. El fragmento Hc-TeNT mutado pierde capacidad de interaccién con el
receptor TrkB, y tanto su unidn a las membranas celulares como su internalizacidn en las células se ve
disminuida. Estos resultados en neuronas en cultivo nos hacen plantear si el Hc-TeNT mutado
perderia también capacidad de interactuar con sus células diana en un modelo in vivo. Tal y como ya
se ha comentado en la Introduccién, el dominio Hc-TeNT es el responsable, mediante su interaccién
con su receptor proteico, de que la toxina se una a las membranas presinapticas de las motoneuronas
durante su proceso infectivo, y de que se endocite y transporte a través del axén hasta el soma. Para
determinar si estos aminoacidos juegan un papel importante en el proceso infectivo de la
neurotoxina se utiliza un modelo animal al que se aplicardn ambas proteinas, la normal y la mutada.
Se decide inyectar tanto el fragmento normal como el mutado intramuscularmente en ratones, y
analizar si son capaces de ser retrégradamente transportados de igual manera hasta el soma de las
motoneuronas. Para hacerlo se inyectan 5 pug de cada proteina marcada con AlexaFluor555 en el
musculo tibial anterior de ratones adultos, tal y como se especifica en el apartado 8.1. de Materiales y
métodos. El Hc-TeNT y el Hc-A266-311-343 se inyectan en patas diferentes, cada uno en una de las
patas traseras del animal. En total se inyectan cuatro ratones, dos con un fragmento en cada pata y
otros dos inyectados en una pata con uno de los fragmentos y en la otra con un control solo con
AlexaFluor555 no acoplado. De esta manera tenemos tres muestras con Hc-TeNT y 3 muestras con
Hc-A266-311-343. Anteriormente ya se ha descrito que no hay difusién entre los dos hemisferios del
animal, el Hc inyectado en la pata derecha solamente llega a las motoneuronas del lado derecho de la
médula. Transcurridas 24h desde la inyeccidn, el Hc ya ha llegado al soma de las motoneuronas, asi
que se sacrifican y perfunden los animales y se extrae la zona lumbar de la médula espinal. En la zona
ventral de la region lumbar se encuentran los cuerpos neuronales de las motoneuronas que inervan el
musculo tibial anterior. Se realizan cortes de la médula y se tifien con Nissl, que es una tincién bdasica
gue permite visualizar el soma de las neuronas y el ndcleo. En la Figura 43A (panel superior) se
muestra una imagen tomada con microscopio confocal de una motoneurona marcada con Hc-TeNT
(en color rojo) y con la tincidn de Nissl (azul claro). Tanto el Hc-TeNT como la proteina mutada se
transportan eficazmente desde el musculo hasta el soma de la motoneurona, y se encuentran
internalizados en vesiculas endociticas repartidas por todo el citoplasma. En los controles donde solo
se inyect6 fluoréforo no se observa marcaje ninguno.

Para determinar si existen diferencias entre el transporte del fragmento Hc-TeNT y del fragmento
Hc-A266-311-343 se han medido diferentes pardmetros relacionados con el numero de
motoneuronas marcadas y con diferentes caracteristicas de las vesiculas en las que viaja. El primer
pardmetro analizo es el nUmero de motoneuronas marcadas en los animales inyectados con Hc-TeNT
y en los inyectados con Hc-A266-311-343. Se contabilizan todas las neuronas marcadas en rojo en
todos los cortes de médula de cada animal y la media de los valores obtenidos se representa en la
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grafica de la Figura 43B. No se observan cambios significativos entre los animales tratados con el Hc-
TeNT y los tratados con la proteina mutada, parece que ambas son capaces de transportarse
retroaxonalmente con igual eficacia y llegar a un nimero de motoneuronas similar.
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Figura 43. Transporte retroaxonal hasta las motoneuronas de la médula espinal de Hc-TeNT y Hc-A266-311-343 inyectados
intramuscularmente.

(A) Soma de una motoneurona marcada con Hc-TeNT (rojo) y tefiida con Nissl (azul claro). En el panel superior se muestra
una imagen de un solo plano en Z de una célula, adquirida en el microscopio confocal, y en la inferior una reconstruccion
tridimensional de la misma neurona utilizando el programa Imaris (escala = 10 um). Mediante este programa se calculan
diversos pardmetros representados en las graficas. Cada barra muestra la media de los valores promedio obtenidos por cada
inyeccién (n=3), y la barra de error el SEM de los valores. (B) (C) Nimero de vesiculas contabilizadas en cada motoneurona
estandarizadas por el volumen celular. (D) Valores de intensidad de fluorescencia total de las vesiculas de cada
motoneurona estandarizado por el volumen celular. (E) Volumen ocupado por las vesiculas estandarizado por el volumen
total de la neurona.

A parte del numero total de motoneuronas marcadas también es interesante analizar si éstas se
encuentran marcadas en igual proporcién, es decir, si el Hc-TeNT ha llegado a todas ellas en
cantidades similares. Para el andlisis de estos datos se ha utilizado el software Imaris8, que permite
hacer un estudio en tres dimensiones de todos los planos en el eje z obtenidos en una imagen de
confocal. El programa ajusta una reconstruccion tridimensional de la neurona como la mostrada en el
panel inferior de la Figura 43A, y en base a este modelo calcula los diversos parametros.
Concretamente nos hemos centrado en datos sobre el nimero, volumen y fluorescencia de las
vesiculas endociticas, asi como el volumen total de cada neurona analizada. Se analizan un total de 25
motoneuronas marcadas con Hc-TeNT, y 25 mds marcadas con el fragmento mutado, entre 6-9
motoneuronas por animal inyectado. En primer lugar se analiza el nimero de vesiculas que contiene
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cada motoneurona analizada. Se estandariza este valor por el volumen que ocupa la célula analizada y
el promedio de valores por cada animal se grafica en la Figura 43C. En este caso tampoco se observan
diferencias entre el numero de vesiculas positivas para Hc-TeNT en los animales inyectados con el
fragmento wild type o el mutado. También se examina la intensidad de fluorescencia de cada
vesicula, se suman para obtener la intensidad total de marcaje de Hc en cada motoneurona, y se
estandarizan los valores por el volumen de la célula analizada. El valor de intensidad de fluorescencia
se puede correlacionar con la cantidad de Hc presente en las vesiculas. En la grafica de la Figura 43D
se puede observar como tampoco en cuanto a la intensidad de las vesiculas se detectan diferencias
entre las dos proteinas. Finalmente se calcula el volumen que ocupan las vesiculas marcadas con Hc
dentro de la motoneurona, estandarizando por el volumen celular, y se comparan las medias
obtenidas para el Hc-TeNT y el mutado. Tal y como se muestra en la Figura 43E tampoco en este caso
se observan diferencias significativas entre las dos condiciones. Asi que, de todos estos resultados
podemos concluir que, en las condiciones de tiempo y de cantidad de proteina inyectada utilizados en
este experimento, no se observan diferencias de transporte significativas entre el fragmento Hc-TeNT
y el Hc-A266-311-343. Ambas parecen transportarse a una velocidad similar y en vesiculas de
caracteristicas parecidas, ya que no hay grandes diferencias en el tamafio de las vesiculas ni en la
cantidad de Hc que contienen, y el nUmero de motoneuronas a las que llega el Hc es similar en ambas
condiciones.
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2. IMPLICACION DE LA ESFINGOMIELINASA NEUTRA EN EL EFECTO NEUROPROTECTOR INDUCIDO
POR LOS RECEPTORES TRK

2.1. La actividad esfingomielinasa es esencial en el efecto neuroprotector inducido por las
neurotrofinas

Las neurotrofinas pueden causar diferentes efectos sobre sus células diana dependiendo de un

NTR v de otros co-receptores

complejo sistema de balance entre la proporcién de receptores Trk, p75
expresados en ese momento asi como del estado celular. Bajo condiciones de estrés celular o en
condiciones patoldgicas producen una inhibicion de la apoptosis a través de diversas vias de
sefializacion en las neuronas. Estas vias de sefializacién son activadas por los receptores de
neurotrofinas Trk (TrkA, TrkB y TrkC). Tal y como ya se ha comentado en la introduccién, al unirse a
sus agonistas naturales, estos receptores sufren un cambio conformacional que promueve su
autofosforilacién en residuos de tirosina. A partir de aqui se inician varias cascadas de sefializacién,
como son las de la via PI3K/Akt, la via de las Ras/MAPK y la via de la PLCy/PKC. Ademas de los tres

receptores Trk, también el p75"™"

es un receptor de neurotrofinas que puede interaccionar con todas
ellas con una afinidad menor que con los receptores Trk. Al no tener un dominio de activacién
intrinseco, este receptor activa unas vias de sefializacién diferentes a través de varias proteinas
adaptadoras, que pueden derivar en un efecto de supervivencia celular. Una de las vias inducidas por
p75"™" es la de la esfingomielinasa neutra (nSMasa), que permite hidrolizar la esfingomielina presente
en membrana aumentando asi los niveles de ceramida intracelulares. Esta ceramida estd involucrada
en diversos procesos tanto de apoptosis como de viabilidad celular. El objetivo de este trabajo es
evaluar la importancia de la actividad esfingomielinasa en condiciones de estrés celular, y cual es su
implicacion en las vias de supervivencia celular activadas por las neurotrofinas. En este estudio se
trabajard con dos modelos celulares distintos, que nos permitirdn comparar dos escenarios con
diferentes receptores de neurotrofinas presentes. Por un lado se trabajara con cultivos primarios de
neuronas granulares de cerebelo de rata (CGNs). Como ya se ha comentado anteriormente, estas

células expresan en su superficie los receptores TrkB, p75""

y TrkC (este ultimo en menor
proporcién), pero no presentan TrkA (Brandoli et al., 1998; Marini et al., 1998). Por otro lado se
utilizard la linea celular PC12 que, por contra de las CGNs, expresa los receptores TrkA, p75"" y TrkC,
pero no el receptor TrkB. De esta manera, alternando ambos modelos celulares, podemos discernir la
implicacion de cada tipo de receptor de neurotrofinas en la actividad esfingomielinasa y su

contribucion al efecto final en la viabilidad celular.

En primer lugar se pretende determinar si la nSMasa interfiere en los procesos de supervivencia
celular activados por las neurotrofinas. Para ello se utilizan tanto cultivos de CGN como cultivos de
PC12, que son sometidos a condiciones de estrés para promover una pérdida de viabilidad celular. Al
mismo tiempo se realiza un tratamiento con diferentes neurotrofinas que inducirdn la activacion de
vias de supervivencia celular y por lo tanto un efecto de neuroproteccion. En algunas condiciones se
bloqueara la actividad esfingomielinasa con GW4869, un inhibidor no competitivo selectivo para la
esfingomielinasa neutra, y que no afecta a la actividad de la esfingomielinasa acida.

En el modelo de neuronas granulares, las células se mantienen en medio completo con suero y
potasio a 25 mM (medio K25) durante 7 dias. Las CGN requieren unas condiciones de potasio
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despolarizantes (25 mM KCl) que mimetizan los estimulos excitatorios (entrada de Ca®) que estas
neuronas reciben in vivo (Galli et al., 1995). Para inducir la muerte neuronal apoptética se incuban las
células con un medio sin suero y a baja concentracidén de potasio (5 mM KCl; medio K5) durante 24 h
(D’Mello et al., 1993). A 30 min antes del cambio de medio se afiade BDNF (50 ng/mL) o NGF
(50 ng/mL) donde corresponda, manteniéndolos a la misma concentraciéon después del cambio a
medio K5. En las condiciones en las que se requiera, se afiade 10 uM de GW4869 1h antes de
adicionar las neurotrofinas, para bloquear la actividad de la nSMasa, y se mantiene el inhibidor
después del cambio de medio. Transcurridas 24h la viabilidad del cultivo se determina mediante el
ensayo de MTT, siguiendo el protocolo indicado en el apartado 5.1. de Materiales y métodos. El
resultado obtenido se muestra en la Figura 44A, en la que se muestra el porcentaje de supervivencia
de cada condicién respecto a la condicién K5. Las neuronas privadas de suero y bajo potasio (K5) ven
reducida significativamente su viabilidad, alrededor de un 40%, en comparacién con las neuronas con
niveles de potasio normales (K25). El tratamiento con BDNF es capaz de recuperar la viabilidad
aproximadamente en un 20%, mientras que el NGF no parece producir ningun efecto. El BDNF
protege de la muerte apoptética actuando a través de la activacidon del receptor TrkB presente en
estas células y de las vias de sefializacién derivadas. El NGF en cambio estaria actuando en estas
células a través del receptor p75™"
parece que el p75"™"
efecto de supervivencia provocado por el BDNF es suprimido cuando las células son pre-tratadas con
el inhibidor GW4869. El tratamiento con el inhibidor solo produce una leve disminucién de la
supervivencia, lo que podria indicar un papel de la actividad nSMasa basal en la viabilidad celular.

, Ya que no expresan su receptor de alta afinidad TrkA. Por lo tanto
no es capaz de activar una respuesta de supervivencia en estas condiciones. El

Independientemente se realiza un experimento similar esta vez en la linea celular PC12. Las PC12 son
privadas de suero para inducir la muerte neuronal. El tratamiento con BDNF o NGF (50 ng/mL) se
realiza 30 minutos antes del cambio de medio y las neurotrofinas se mantienen en el medio nuevo
durante 24h. En las condiciones en las que se requiere el GW4869 (10 uM) es afiadido 1h antes que
las neurotrofinas. Pasadas las 24h se realiza el ensayo de MTT para determinar la viabilidad de las
neuronas en cada condicién (Figura 44B). Se observa que al retirar el suero del medio se produce una
pérdida de viabilidad significativa, que es recuperada con el tratamiento con NGF pero no con el
BDNF. La falta de efecto por parte del BDNF es previsible por la falta de TrkB en estas células, de

NTR EI NGF se encontraria actuando a través de TrkA en

modo que solo puede interaccionar con el p75
este modelo celular, mediante el cual provocaria el efecto de activacidn de las vias de supervivencia.
La adicion de GW4869 suprime totalmente el efecto neuroprotector de NGF, y en las condiciones en
las que solamente hay inhibidor en el medio se observa una leve disminucion de la viabilidad, al igual
gue en el caso anterior en las CGN. Estos resultados parecen indicar que el bloqueo de la actividad
nSMasa impide que se produzca el efecto neuroprotector promovido por las neurotrofinas, lo que
sefiala a un papel de la nSMasa en la induccion de la viabilidad a través de los receptores Trk en

condiciones de estrés.
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Figura 44. Efecto neuroprotector de BDNF y NGF en células CGNs y PC12 sometidas a un estrés apoptaético.

(A) Las CGN se someten a una privacion de suero y a una baja concentracion de potasio (medio K5) en presencia o no de
BDNF (50 ng/mL) o NGF (50 ng/mL) durante 24h. En algunas condiciones se realiza un tratamiento con GW4869 (10 uM), un
inhibidor de la actividad nSMasa. Transcurrido este tiempo se determina la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT.
Los resultados se representan en porcentaje de viabilidad respecto al control de privacién. (B) Se realiza un estrés de
privacion de suero en un cultivo de PC12 durante 24h, afiadiendo BDNF o NGF (50 ng/mL cada uno) en algunas condiciones.
En algunas condiciones la actividad esfingomielinasa se inhibe con la adicién de GW4869 (10 uM). La viabilidad celular se
determina mediante un ensayo MTT y los resultados se expresan en forma de porcentaje de viabilidad respecto a la
condicion control privada de suero. El andlisis estadistico se realiza usando one-way ANOVA, seguido de un test de
Bonferroni. * p< 0,05, ** p < 0,01, *** p< 0,001

Para asegurar que los efectos observados en la Figura 44 son debidos al bloqueo especifico de la
nSMasa, se decide silenciar la expresion de la esfingomielinasa neutra 2 (nSMasa2), que es la
isoforma de nSMasa predominante en las células. Por lo tanto, se silencia esta proteina en las PC12
mediante la transfeccién con siRNAs especificos contra el producto del gen smpd3. De esta manera se
transfectan las PC12 siguiendo el protocolo detallado en el apartado 4.2.1. de Materiales y métodos,
y se mantienen durante 72h para conseguir los niveles minimos de nSMasa2. En la Figura 45A se
demuestra mediante western blot que se ha conseguido disminuir claramente los niveles de
expresion de nSMasa2 en las células transfectadas, en comparacidn con la condicién no tratada (NT).
Como control de que el efecto producido es consecuencia del siRNA contra nSMasa2 y no artefacto
de la transfeccidn, se transfectan las células en paralelo con un siRNA negativo sin ninguna diana
conocida (Csi). Se utiliza un anticuerpo contra los aminoacidos 461 al 655 de la region C-ter de la
nSMasa2 humana, que presenta una muy baja homologia con la nSM1 y la nSM3. También se analizan
en paralelo los niveles de actina para comprobar que la carga ha sido homogénea.

A continuacién se determina la viabilidad de estas PC12 transfectadas en condiciones de privacion de
suero, en presencia o no de NGF. Para realizar el experimento se siembran las células PC12 en placas
de 24 pozos a una densidad 1,25 x 10 cel/cm?, se transfectan y se mantienen durante 72h. Pasado
éste tiempo se realiza el tratamiento, cambiando el medio de crecimiento de las células a un medio
de privacién de suero con o sin NGF (50 ng/mL). Este Ultimo se afiade 30 minutos antes del cambio de
medio y se manteniene después en el medio fresco durante 24h mads. Transcurrido este tiempo se
realiza el ensayo de MTT vy los resultados obtenidos de tres experimentos independientes se
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muestran en la Figura 45B. La privacién de suero provoca una disminucion de la viabilidad celular de
aproximadamente un 35%. El tratamiento con NGF es capaz de inducir la supervivencia en el caso de
las células no transfectadas y en las células transfectadas con el siRNA control, pero no en el caso de
las células silenciadas para nSMasa2. La disminucién de los niveles de expresién de nSMasa2 suprime
el efecto protector del NGF. Por lo tanto los resultados de este experimento corroboran los obtenidos
con el inhibidor GW4869, confirmando asi el importante papel que tiene la actividad nSMasa en la
viabilidad celular inducida por NGF en las PC12.
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Figura 45. Efecto del silenciamiento de la expresion de nSMasa2 en la viabilidad celular inducida por NGF.

(A) Los niveles de nSMasa2 en el cultivo de PC12 son reducidos mediante la transfeccion con siRNAs. Se realiza un western
blot de los lisados para comprobar el silenciamiento utilizando un anticuerpo contra nSMasa2 (nSM2), y se determinan los
niveles de actina como control de carga. (B) Las PC12 transfectadas son privadas de suero en presencia o no de NGF (50
ng/mL) durante 24h. La viabilidad celular se determina con un ensayo de MTT y los resultados son expresados en porcentaje
de supervivencia respecto al control no privado de suero (ND). ** p < 0,01 usando un andlisis one-way ANOVA seguido de un
test de Bonferroni.

Para corroborar que la muerte en estas células ocurre de forma apoptdtica y que la nSMasa2
interfiere en este proceso, se realizan otros ensayos que respalden los resultados obtenidos en el
MTT. En primer lugar se determina la actividad caspasa-3 en los lisados obtenidos en un experimento
igual al anterior, siguiendo el protocolo detallado en el apartado 5.3. de Materiales y métodos. El
papel esencial de la caspasa-3 en el proceso de apoptosis neuronal estd ampliamente definido. Se
expresa en la célula en forma de zimdgeno inactivo que puede activarse, tanto por factores
extrinsecos como intrinsecos, mediante otras caspasas iniciadoras (caspasa 8 y 9 respectivamente).
Una vez activa procesa proteoliticamente, conjuntamente con otras caspasas ejecutoras (o efectoras),
sustratos como proteinas estructurales, moléculas implicadas en varias vias de sefializacion o enzimas
de reparacién de DNA (Hengartner, 2000; Kumar, 2007). En la Figura 46A se observa como la
privacion de suero en las PC12 provoca un evidente aumento en la actividad caspasa, que es revertido
con la adiciéon de NGF en el medio. Sin embargo en las PC12 transfectadas para nSMasa2, el NGF es
incapaz de impedir este aumento de actividad caspasa-3. En segundo lugar se realiza también una
tincién de los nucleos de las PC12 con Hoechst. Las células que se encuentran en un estado de muerte
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apoptética presentan un nucleo con la cromatina mas condensada y fragmentada. El Hoechst se une
al DNA de las células y permite diferenciar los nucleos apoptéticos de los normales, ya que los
primeros se visualizan mucho mdas compactos e intensamente tefiidos. De esta manera, el recuento

de nucleos apoptéticos en las PC12 privadas de suero y tratadas con NGF, permite también
determinar la viabilidad del cultivo.
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Figura 46. Efecto del silenciamiento de la expresion de nSMasa2 en los eventos antiapoptéticos promovidos por
NGF en PC12 sometidas a un estrés de suero.

Las células PC12 son transfectadas para disminuir los niveles de nSMasa2 y, 72h después son tratadas con NGF (50
ng/mL) en condiciones de privacién de suero. (A) Pasadas 24h del tratamiento se recogen los lisados de cada
condicion y se analizan mediante un ensayo para determinar la actividad caspasa 3. Los resultados se muestran
como porcentajes respecto a la condicidn control no privada de suero (ND). (B) 24h después del tratamiento, se
tifen los nucleos de las PC12 con Hoechst y se visualizan en un microscopio de fluorescencia. La grafica muestra el
porcentaje de nucleos apoptéticos observados respecto al total de nucleos contabilizados para cada condicion. El
andlisis estadistico se realiza mediante one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. (* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001, ns: no significativo) (C) Imagenes representativas de los resultados mostrados en (B). Las flechas
blancas marcan los nucleos condensados. (ND, no privado de suero; NT-, no transfectado, sin NGF; NT+, no
transfectado, con NGF; CSi-, control siRNA, sin NGF; CSi+, control siRNA, con NGF; Nsi-, nSMasa2 siRNA, sin NGF;
Nsi+, nSMasa2 siRNA, con NGF).
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En la Figura 46B se muestra el porcentaje de nucleos apoptdticos respecto al nimero total de nucleos
contabilizados en cada condicién y en la Figura 46C se muestran algunas imagenes representativas de
las tinciones con Hoechst. Las células sometidas a estrés muestran un porcentaje de nucleos
apoptoéticos muy superior al control sin privaciéon de suero (ND), y el tratamiento con NGF previene
esta mortalidad en el caso de las PC12 no transfectadas o transfectadas con el siRNA control (Csi). La
reduccion de los niveles de expresién de nSMasa2 mediante siRNAs bloquea la accidén del NGF y, en
este caso, el nimero de nucleos apoptéticos contabilizados es significativamente superior que en las
células no transfectadas tratadas con NGF. El porcentaje de nucleos apoptdticos en la condicidn
transfectada tratada con NGF es también significativamente menor que el registrado en su condicién
control, aunque no se ve reducido en la misma proporcién que en los controles no transfectados. Por
lo tanto, el resultado corrobora de nuevo que el silenciamiento de nSMasa2 en las PC12 suprime el
efecto neuroprotector del NGF en condiciones de estrés apoptadtico.

2.2. Papel de la nSMasa en las vias de sefalizacidn activadas por las neurotrofinas
2.2.1. La activacion de Akt inducida por TrkB es dependiente de nSMasa

Hasta ahora se ha demostrado que la actividad esfingomielinasa neutra es necesaria para el efecto
neuroprotector de las neurotrofinas ante un estrés apoptdtico. El siguiente objetivo que nos
proponemos es saber sobre qué vias de sefializacidn inducidas por las neurotrofinas esta interfiriendo
la nSMasa2. Como ya se ha comentado, NGF y BDNF, a través de sus receptores Trk, activan las vias
de sefializacidn de PI3K/Akt, Ras/MAPK y PLC-y/PKC. Como indicador del estado de la via PI3K/Akt se
ha decidido analizar el estado de activacién de Akt. La proteina cinasa Akt se activa al fosforilarse en
el residuo T308, situado en el dominio catalitico, y el residuo S473, en la region hidrofébica
(Andjelkovi¢ et al., 1997). Ambas fosforilaciones son reguladas por distintos mecanismos, en el caso
de la posicién T308 esta mediada por PDK-1 (Alessi et al., 1997) mientras que en S473 interviene el
complejo mTORC2 (Sarbassov et al., 2005; Guertin and Sabatini, 2007). Una vez activado, el Akt
fosforila diversos sustratos downstream implicados en el crecimiento, la proliferaciéon y la
supervivencia (Manning and Cantley, 2007). Como indicadores de la via Ras/MAPK se analizan ERK-
1/2 y p38 MAPK. ERK-1 y ERK-2 son proteinas serina/treonina cinasas que participan en la regulacién
de multiples procesos celulares y que catalizan la fosforilacion de cientos de sustratos, tanto
citoplasmdticos como nucleares, incluyendo moléculas reguladoras y factores de transcripcién. ERK-
1/2 es activada por MEK-1/2 mediante la fosforilacion en sus residuos Y204/187 y en T202/185
(Roskoski, 2012). La p38 MAPK es una proteina cinasa que puede ser activada por multiples estimulos,
entre ellos el estrés celular. Esta proteina esta implicada en la activacién de diversos procesos como la
degradacion de proteinas, la apoptosis, la endocitosis o la migracién celular, dependiendo del tipo
celular y del estimulo inductor (Zarubin and Han, 2005; Cuadrado and Nebreda, 2010).

Para estudiar el estado de estas vias, se priva de suero y potasio (medio K5) durante 1h un cultivo de
CGN de 7DIV con la finalidad de partir de un estado de fosforilacién basal en las moléculas de interés.
Pasado este tiempo se afiade BDNF o NGF (50ng/mL) durante 15 min. En las condiciones donde se
requiere se incuban las células con el inhibidor de nSMasa GW4869 1h antes de afadir las
neurotrofinas. Transcurridos los 15 min las células se recogen y se lisan para ser analizadas por
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western blot. Tal y como se muestra en la Figura 18, se han determinado los niveles de Akt fosforilado
en las posiciones T308 y S473, de pERK-1/2 y de p38-MAPK fosforilada, asi como el total de Akt y
ERK-1/2. Los niveles de tubulina se analizan como control de carga del western para asegurar que en
todas las condiciones se ha cargado la misma cantidad de proteina total. En la Figura 47A y B se
observa como el BDNF es capaz de inducir la fosforilacién de Akt en las dos posiciones analizadas,
mientras que el tratamiento simultaneo con GW4869 suprime este efecto. Por el contrario el NGF no
provoca la fosforilacion de Akt en este modelo, ya que estas células no expresan TrkA y por lo tanto
se encuentra interaccionando con p75"™". Este resultado estd en concordancia con el obtenido en los
ensayos de viabilidad, ya que estd ampliamente descrito que la via PI3K/Akt promueve la

supervivencia celular.
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Figura 47. Niveles de pAkt, pERK-1/2 y pP38 en CGNs tratadas con BDNF y NGF en presencia de un inhibidor de la
esfingomielinasa.

El cultivo de CGNs es privado de suero y potasio (medio K5) durante 1h previa al tratamiento. Se afiade BDNF o NGF (50
ng/mL), segln se requiera, durante 15 min. En algunas condiciones se afiade 10 uM de GW4869 1h antes de incorporar la
neurotrofina. Los lisados son recogidos y analizados mediante western blot (15 pg de proteina total por carril). Se
determinan los niveles de pAkt en las posiciones T308 y S473 (A), los niveles de pERK-1/2 (B), y los de pP38 (C), ademas de
sus respectivos totales y tubulina como control de carga. Se calcula la intensidad de las bandas y se representa la media de 3

experimentos en las graficas (B, Dy F).

En cuanto a los niveles de ERK-1/2 fosforilado en las posiciones T202 y Y204, aumentan en las células
tratadas con BDNF, pero no en las tratadas con NGF (Figura 47 C y D). Curiosamente la inhibicion de la
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actividad nSMasa en las células tratadas solamente con GW4869 resulta en un aumento de la
fosforilacion de ERK-1/2. Este efecto indica que, o bien la actividad nSMasa o algin mecanismo
derivado de ella, intervienen de alguna manera en la regulacion negativa de la via de ERK-1/2. El co-
tratamiento con BDNF y GW4869 muestra unos nhiveles de pERK-1/2 parecidos al tratamiento con
BDNF solamente, asi que en este caso el inhibidor no parece tener ningun efecto. Finalmente en las
Figuras 47E y F se observa como el tratamiento con BDNF induce también una fosforilacién moderada
de p38 en los residuos T180 y Y182, mientras que NGF no parece tener ningun efecto en esta via. Esta
fosforilacién inducida por BDNF no parece ser dependiente de nSMasa, ya que el co-tratamiento con
el inhibidor no afecta a los niveles.

2.2.2. EI NGF induce la produccién de ceramida en ausencia del receptor TrkA

Tal y como se ha demostrado, el efecto antiapoptético ejercido por las neurotrofinas es dependiente
de esfingomielinasa, ya que al inhibirla o silenciar su expresién se suprime este incremento de la
viabilidad. Estd ampliamente descrito que las neurotrofinas ejercen su funcidn neuroprotectora a
través de la activacién de los receptores Trk, que a su vez activan las cascadas de sefializacidon
comentadas anteriormente. La actividad esfingomielinasa, en cambio, es promovida por la accién de

la neurotrofina sobre el receptor p75™"

. Asi que nuestro siguiente objetivo es estudiar bajo qué
condiciones se activa la esfingomielinasa, y como se relaciona esta activacién con la supervivencia

neuronal inducida por los Trk.

Con esta finalidad se trata un cultivo de CGN de 7 DIV con 50 ng/mL de NGF o de BDNF, en presencia
o no del inhibidor GW4869 (10 uM) durante 1h. Se recogen los lisados y una parte de ellos se utiliza
para determinar la actividad nSMasa con un kit comercial, segun lo descrito en el apartado 5.4. de
Materiales y métodos. La otra parte del lisado se analiza por western blot para comprobar el estado
de fosforilacién de los receptores Trk en cada condicidn, utilizando un anticuerpo que reconoce tanto
TrkA como TrkB fosforilados en las posiciones Y674/675 y Y706/707 respectivamente. Si la
neurotrofina afiadida interacciona con su receptor Trk, éste se encontrara fosforilado. El TrkB total se
analiza para comprobar que en todas las condiciones se expresa esta proteina en cantidades

NTR* el Trk fosforilado que

comparables. En este caso, al ser las CGN un sistema TrkA’, TrkB®, TrkC*, p75
se detecta corresponde a TrkB, ya que es el receptor principalmente expresado. En la Figura 48A se
detecta un aumento significativo de la actividad nSMasa después del tratamiento con NGF, efecto
que es suprimido al co-tratar con el GW4869. No se detecta activacion de los receptores Trk tras el
tratamiento con NGF, ya que en este sistema celular el NGF se encuentra interactuando con su
NTR

receptor de baja afinidad p75" ", a través del cual induce la actividad esfingomielinasa. Por el
contrario el BDNF si que provoca una fosforilacion de TrkB, mientras que no produce ningun efecto
sobre la actividad nSMasa. La adicién de GW4869 solamente en el cultivo provoca una disminucién de

la actividad nSMasa basal de la condicidn control sin tratamiento.

La misma metodologia empleada en las CGN se aplica en este caso en un cultivo de PC12. En este
caso el anticuerpo contra pTrk detecta basicamente TrkA, ya que en este modelo no se expresa TrkB,
por lo tanto se determinan también los niveles de TrkA totales como control de que la carga ha sido
equitativa. Se tratan células PC12 diferenciadas mediante NGF durante 6 dias con una dosis aguda de
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NGF (50 ng/mL) durante 1h. El tratamiento con NGF de las células diferenciadas induce la actividad
nSMasa pero no provoca la fosforilacién de TrkA. En paralelo se trata un cultivo de células PC12 no
diferenciadas también con una dosis de 50 ng/mL de NGF. Por el contrario de lo observado en las
células diferenciadas, en este caso el tratamiento agudo con NGF no aumenta la actividad
esfingomielinasa, sino que causa la fosforilacion de TrkA. Estos resultados parecen indicar que las
PC12 diferenciadas sufren una insensibilizacion del receptor TrkA al efecto del NGF, ya que el
tratamiento agudo no causa su fosforilacion. En estas células diferenciadas la inducciéon de la
actividad esfingomielinasa tras el tratamiento agudo con NGF seria entonces consecuencia de la
interacciéon entre el NGF y el p75""". Por lo tanto parece ser que las neurotrofinas inducen la
viabilidad celular a través de los receptores Trk sin que haya un aumento de actividad nSMasa. Sin
embargo si parece que requieren de una actividad nSMasa basal, puesto que al bloquearla se impide
el efecto neuroprotector.
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Figura 48. Correlacion entre la actividad esfingomielinasa y la actividad Trk en cultivos de CGN y PC12.

(A) Las CGN son tratadas con 50 ng/mL NGF o BDNF, con o sin GW4869 segln la condicion. Se recogen los lisados y se
determina la actividad esfingomielinasa. Los resultados obtenidos se representan como porcentaje de actividad respecto a
la condiciéon control no tratada. Los valores se analizan mediante one-way ANOVA seguido de un test de Dunnett
(**p<0,01; *** p < 0,001). En paralelo se analizan también los lisados mediante western blot para determinar los niveles
de pTrk, asi como los de TrkB total. (B) Se afiade NGF (50 ng/mL) en cultivos de PC12 diferenciadas y no diferenciadas. Se
recojen los lisados y se determina la actividad esfingomielinasa, asi como los niveles de Trk fosforilado y TrkA total mediante
western blot. Se realiza un analisis one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni para comparar las diferentes
condiciones (** p < 0,01).
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2.2.3. La nSMasa2 estd implicada en el mantenimiento de la fosforilacion basal de Akt

De acuerdo con los resultados anteriores, las neurotrofinas necesitan de la actividad esfingomielinasa
para inducir el efecto antipoptético a través de sus receptores Trk, puesto que al inhibir esta actividad
se suprime el efecto en la supervivencia. Sin embargo la accién de las neurotrofinas sobre los
receptores Trk no promueve el aumento de la actividad esfingomielinasa. Solo se registra un aumento

de la actividad nSMasa cuando la neurotrofina estd actuando a través de p75""™"

, pero en estas
condiciones no promueve la supervivencia. Por lo tanto parece que el efecto en la supervivencia por
parte de la neurotrofina depende mads bien de una actividad basal de nSMasa. A consecuencia de
estas observaciones nos proponemos determinar si la actividad nSMasa basal tiene alguna
implicacion en la transduccién de las vias de sefalizacidn estudiadas. Para ello se determinan los
niveles de fosforilacion de Akt y de ERK-1/2 en células PC12 transfectadas para silenciar la expresion

de la nSMasa2 y en PC12 no transfectadas.
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Figura 49. Determinacion de los niveles de pAkt y pERK-1/2 en PC12 silenciadas para nSMasa2.

(A) El cultivo de PC12 se transfecta con un siRNA control (Csi) o con siRNAs contra nSMasa2 durante 72h. Se analizan los
lisados por western blot (15 pg de proteina total por muestra) utilizando anticuerpos contra nSMasa2 (nSM2), Akt
fosforilado en la posicion T308 y S473, pERK-1/2, asi como con anticuerpos contra Akt y ERK-1/2 totales. (B) La sefial de las
bandas se determina mediante densitometria, y los niveles de proteina fosforilada se expresan en porcentaje respecto a la
condicion no tratada (NT). Los valores se comparan usando un analisis one-way ANOVA seguido de un test de Dunnett. *** p
<0,001; ns, no significativo.

Para ello se transfecta un cultivo de PC12 con la mezcla de siRNAs contra nSMasa2 y 72h después se
recoge el lisado celular y se analiza por western blot. Como se puede observar en la Figura 49, las
PC12 transfectadas muestran niveles de nSMasa2 muy inferiores a los detectados en células no
transfectadas (NT) o transfectadas con un siRNA control sin diana (Csi). Estudiando el estado de Akt
con anticuerpos contra la molécula fosforilada en la posicidon T308 y en la S473, observamos como las
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células silenciadas presentan una disminucién significativa de la fosforilacion basal de Akt en ambas
posiciones. La transfeccidon con el siRNA control no afecta a los niveles de fosforilacién detectados.
Finalmente, al determinar los niveles de ERK-1/2 fosforilado en las posiciones T202 y Y204, no se
detecta que tenga ningun efecto la supresién de la expresion de nSMasa2. Por lo tanto en este caso
no parece que la actividad nSMasa basal este teniendo ninguna implicaciéon en el mantenimiento de
pERK-1/2. Estos resultados demuestran que en PC12 no estimuladas, el nivel de fosforilacion basal de
Akt depende en gran medida de la actividad basal de nSMasa2.

2.3. El efecto de supervivencia celular inducido por Hc-TeNT es dependiente de actividad
esfingomielinasa

Hasta ahora hemos visto el efecto de las neurotrofinas en la supervivencia celular actuando a través
NTR

de los receptores Trk y p75 ", y la implicacién de la esfingomielinasa neutra en el proceso.
Numerosos trabajos previos del grupo demuestran que el fragmento Hc de la toxina tetdnica tiene un
efecto neuroprotector similar al observado para las neurotrofinas en diversos modelos animales y
celulares sometidos a diferentes tipos de estrés (Gil et al., 2001, 2003; Chaib-Oukadour et al., 2004,
2009; Mendieta et al., 2009; Moreno-Igoa et al., 2010). Asi que nos planteamos si, al igual que en el
caso del BDNF y el NGF, el efecto neuroprotector inducido por el Hc-TeNT es también dependiente de
la actividad esfingomielinasa. Nuestro grupo ha demostrado que la incubacién de células CGN y de
PC12 con Hc-TeNT provoca un incremento de la ratio ceramida/esfingomielina. Ademas este efecto
viene acompafiado de un aumento de la actividad esfingomielinasa, que es revertido al pre-tratar las
células con GW4869, un inhibidor especifico de la nSMasa. Esta induccion de la actividad nSMasa
promueve la formacién de plataformas de ceramida en la membrana plasmatica sin que estas

estructuras interfieran en el proceso de internalizacidon del Hc-TeNT (Cubi et al., 2013).

En primer lugar se ensayan los efectos de Hc-TeNT en un modelo de células PC12 diferenciadas, que
ya se ha utilizado en los apartados anteriores. En este caso se induce la muerte celular en el cultivo
mediante estrés oxidativo con la adicién de H,0,, que se ha demostrado que provoca apoptosis en
cultivos de PC12 (Maroto and Perez-Polo, 1997; Ray et al., 2000). Las células se tratan durante 24h
con 10 nM Hc-TeNT, afiadido en el medio a la vez que el H,0, (50 uM). En las condiciones donde se
requiera se afiade 10 uM del inhibidor GW4869 una hora antes de anadir el Hc-TeNT y el H,0..
Pasado este tiempo se realiza un ensayo MTT para determinar el porcentaje de muerte celular
respecto al control.

En la Figura 50 se observa como la adicién del H,0, provoca una reduccién de la viabilidad celular de
aproximadamente un 40% respecto a la condicidn sin estrés. Las células en las que se ha afadido Hc-
TeNT muestran un porcentaje de viabilidad significativamente superior al registrado en el control de
estrés sin tratamiento. El tratamiento con el inhibidor solamente no causa ningun efecto, sin embargo
al anadirlo conjuntamente con el Hc-TeNT revierte el efecto en la supervivencia de éste. Por lo tanto
el resultado demuestra que, al igual que en el caso de las neurotrofinas, la actividad nSMasa es
esencial en la proteccidn ejercida por el Hc-TeNT en las células sometidas a un estrés apoptdtico.
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Figura 50. Efecto en la supervivencia celular inducida
por Hc-TeNT ante un estrés oxidativo en células PC12.
PC12 diferenciadas durante 7 DIV se incuban con 50 uM

H,0, para provocar un estrés apoptotico. 1h antes se
afade 10 pM GW4869. El Hc-TeNT se adiciona al mismo
tiempo que el H,0,. A las 24h se realiza un ensayo de
MTT vy el resultado se expresa como porcentaje de
viabilidad respecto a la condicién control (Cnt). Los
valores obtenidos se comparan usando un analisis one-
way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. *** p <
0,001.

A continuacién planteamos un experimento similar pero en un modelo celular diferente en el que, en
vez de utilizar un inhibidor quimico de la nSMasa, se realizard un silenciamiento de la expresién de la
nSMasa2. En este caso se ha utilizado la linea celular NSC-34, que presenta un fenotipo similar a
motoneurona. Estas células se someten a un estrés oxidativo afadiendo H,O, a diferentes
concentraciones durante 24h, con el objetivo de determinar la concentracién a la que produce un
indice de mortalidad que nos resulte adecuado. Después de las 24h se realiza un ensayo de MTT para
determinar la viabilidad celular en cada condicién (Figura 51A), observando que a partir de 20 uM
H,0,la mortalidad empieza a ser notable, alrededor de un 40%, y va aumentando a medida que se
incrementa la concentracidn de perdxido, hasta llegar a un 65% aproximadamente. Se decide tratar
las células a 20 uM H,0, para obtener una mortalidad moderada sobre la que ensayar distintas
concentraciones de Hc-TeNT, con el fin de determinar cudl es la que provoca un mayor efecto
neuroprotector. Las células, sembradas el dia anterior, se tratan afiadiendo al medio H,0,y Hc-TeNT,
y 24h después se realiza el ensayo de reduccién de MTT. Los resultados del ensayo se muestran en la
Figura 51B, donde se observa que las tres concentraciones de Hc-TeNT probadas tienen un efecto
sobre la viabilidad. A 10 nM y 100 nM Hc-TeNT el aumento de la supervivencia celular producido es
significativo. Se afiade también una condicion tratada Unicamente con Hc-TeNT (100 nM), sin H,0,,
para corroborar que la proteina por si sola no parece tener ningln efecto en la viabilidad de las
células no sometidas a estrés. Una vez seleccionadas las concentraciones de H,0, y de Hc-TeNT mas
adecuadas, el siguiente paso es comprobar el efecto del bloqueo de la nSMasa en la accion
neuroprotectora de Hc-TeNT. En este caso se realiza un silenciamiento de la expresién de la nSMasa2
utilizando un conjunto de siRNAs contra el producto del gen smpd3, que impediran la traduccidon de la
proteina. Siguiendo los pasos detallados en el apartado 4.3.1. de Materiales y métodos, se realiza la
transfeccion de las células. A las 72h las NSC-34 ya presentan unos niveles de nSMasa2 muy
disminuidos respecto al control, tal y como se puede observar en el western blot mostrado en la
Figura 51C. En paralelo se ha utilizado un siRNA control sin ninguna diana conocida para descartar
que los cambios observados se deban al proceso de transfeccién. Se han analizado también los
niveles de B-actina para comprobar que se ha cargado la misma cantidad de lisado en todas las
condiciones. Por lo tanto, 48h después de la transfeccidn se afiade 20 uM H,0, y 100 nM Hc-TeNT al
medio, y 24h mas tarde se analizan los niveles de reduccién de MTT. En la Figura 51D se muestra
como la disminucién de la viabilidad celular causada por el H,0, es revertida con la adicién de Hc-
TeNT en las condiciones control (Cnt) sin transfectar y en las transfectadas con el siRNA control. Sin
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embargo en las células silenciadas para la nSMasa2 el Hc-TeNT no es capaz de promover el efecto
protector observado en los controles. Este resultado confirma el importante papel de la actividad
nSMasa en neuroproteccion ejercida por el Hc-TeNT.
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Figura 51. Efecto en la viabilidad celular inducida por Hc-TeNT en células NSC34 silenciadas para nSMasaz2.

(A) El cultivo de NSC-34 se trata con concentraciones crecientes de H,0, durante 24h, y la viabilidad celular de cada
condicidn se determina mediante un ensayo de MTT. La curva muestra los valores medios de 6 muestras. (B) Las NSC-34 son
tratadas con 20 pM H,0, durante 24h, aifladiendo o no concentraciones crecientes de Hc-TeNT. (Cnt, control). En la grafica
se muestra el resultado del ensayo de MTT. Se representan las medias de 6 valores (SD) obtenidos de tres experimentos
independientes. **p<0,01, ***p<0,001, usando un analisis one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni. (C) Western
blot para detectar los niveles de nSMasa2 (nSM2) y B-actina en los lisados de NSC-34 no tratadas (Control), transfectadas
con siRNAs contra nSMasa2 (nSMasa2 siRNA), o con un siRNA control que no produce silenciamiento (Control siRNA). (D) Las
NSC-34 son transfectadas y tratadas con 20 uM H,0, y 100 nM Hc-TeNT, vy la viabilidad celular se determina utilizando un
ensayo de MTT. Cada barra es la media de 6 valores (SD) obtenidos en 3 experimentos independientes. **p<0,01,
**%*p<0,001, usando un analisis one-way ANOVA seguido de un test de Bonferroni.

Al igual que en los experimentos con NGF y BDNF anteriores, también con Hc-TeNT queremos
estudiar qué vias de sefializacidon se ven afectadas al bloquear la actividad nSMasa. En estudios
previos de nuestro grupo se ha demostrado el efecto en la supervivencia celular del Hc-TeNT, y que
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este efecto es dependiente de la sefializacion a través de Akt y ERK-1/2 (Chaib-Oukadour et al., 2004,
2009; Herrando-Grabulosa et al., 2013). Como ya hemos visto, el BDNF produce un efecto
neuroprotector en CGN sometidas a un estrés, a través de la activacién de las vias de seializacidon
PI3K/Akt, Ras/MAPK y PLC-y/PKC. Al bloquear la actividad nSMasa en estas células mediante la
adicion del inhibidor GW4869, el BDNF es incapaz de promover la fosforilacion de Akt tanto en la
T308 como en la S473.
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Figura 52. Determinacion de los niveles de pAkt en CGN tratadas con BDNF, Hc-TeNT y un inhibidor de nSMasa.

(A) Se analiza mediante western blot los niveles de fosforilacion de Akt en la S473 en lisados de CGN tratados durante 15
min con Hc-TeNT (10 nM) en condiciones de privacidon de suero y potasio, pre-tratados o no con GW4869 (10 uM) durante
1h. Se utiliza BDNF (50 ng/mL) como control positivo de fosforilacion, afiadiéndolo también al cultivo durante 15 min. Se
analizan también los niveles de Akt total como control de carga. (B) Cuantificacion mediante el programa Imagel de las
bandas obtenidas en el western blot. Los valores representados en el grafico de barras son los porcentajes de sefial de cada
banda respecto a la condicidn control. Las barras de error representan la desviacidn estandar de un triplicado.

Para determinar el papel de la nSMasa en la sefalizacion promovida por Hc-TeNT, se trata un cultivo
de CGN de 7DIV con 10 uM GW4869 durante una hora antes de afiadir el Hc-TeNT (10 nM) o el BDNF
(50 ng/mL) durante 15 min mas. El cultivo de CGNs es privado de suero y potasio durante 1h previa al
tratamiento. Se recogen los lisados de las células y se analizan mediante western blot para determinar
los niveles de Akt fosforilado en S473 y de Akt total. En la Figura 52A se muestran los niveles
detectados de cada proteina después de revelar el western blot, y en la Figura 52B la cuantificacion
de estas bandas expresada en porcentaje de sefial respecto a la condicién control sin tratamiento. El
tratamiento con Hc-TeNT provoca un aumento de los niveles de pAkt evidentes, aunque no tan
pronunciado como en el caso de BDNF, que es utilizado como control positivo de la fosforilacion de
Akt. Esta activacién de Akt producida por Hc-TeNT se ve impedida al pre-tratar las células con el
inhibidor. El tratamiento de las células con solamente el GW4869 no produce cambios en los niveles
de pAkt. Segun este resultado, al igual que en el caso de la fosforilacion de Akt por efecto de BDNF, el
Hc-TeNT también requiere de la actividad nSMasa para producir la activacidn de Akt.
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DISCUSION

1. PAPEL DEL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS TrkB COMO RECEPTOR PROTEICO DE ALTA AFINIDAD
PARA LA TOXINA TETANICA

1.1. Hc-TeNT es capaz de unirse al dominio extracelular D5 de TrkB in silico

El estudio bioinformatico de docking molecular revela que la unién de Hc-TeNT a los receptores Trk
seria posible in silico. Se han obtenido los modelos estructurales de los complejos Hc-TeNT/TrkA,
Hc-TeNT/TrkB y Hc-TeNT/TrkC (Figura 26), y se han determinado las interacciones moleculares que
podrian darse entre ellos, asi como los aminodcidos que estarian implicados en cada caso en las
interfaces de unién (Tabla 6). En este estudio se evidencia que no existe homologia entre el Hc-TeNT y
las neurotrofinas utilizadas en el anadlisis. Sin embargo si que se da una analogia estructural en la
interfase de unidn al receptor, ya que tanto la NT-4/5 como el Hc-TeNT presentan en esta zona un
bucle que sobresale de su estructura e interaccionaria con el dominio extracelular D5 de TrkB (Figura
25).

En base a los complejos modelados se ha concluido que TrkB es el receptor que mostraria una mayor
afinidad para la TeNT, pudiendo llegar a formarse entre ambas moléculas un total de siete puentes de
hidrégeno y cinco puentes salinos. En el modelo propuesto el sitio de unién descrito para TrkB no
interfiere con los bolsillos de unidn a carbohidratos W y R. Este nuevo sitio de unidn esta situado en
un bucle en la estructura del dominio Hcc-TeNT, mas cercano al dominio Hey-TeNT que los dos sitios
de unién a ganglidsidos (Figura 53). Por lo tanto, en este modelo, el Hc-TeNT podria interaccionar con
los dos polisialogangliésidos a la vez que con el receptor TrkB, ya que el nuevo sitio de unién descrito
se encuentra a distancia suficiente de los dos bolsillos. De esta manera tanto los polisialoganglidsidos
como el TrkB tendrian el potencial para unirse a Hc-TeNT simultdneamente propiciando la unién de
alta afinidad a las membranas neuronales, en concordancia con lo que postula la teoria del receptor
dual (Montecucco, 1986).
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Figura 53. Esquema de la division en dominios de la toxina tetanica.
El dominio L-TeNT esta coloreado en azul, el Hy-TeNT en verde, el subdominio H¢y-TeNT en naranja y el Hee-TeNT en

rojo. En la parte superior estan anotados los aminodacidos correspondientes a cada dominio y en la parte inferior se
muestran (marcados con una cabeza de flecha) los sitios de unién a polisialoganglidsidos, el bolsillo R donde se une
una molécula de acido sialico (alrededor de la R1226), y el bolsillo W donde se une una molécula de lactosa (en
torno al W1289). También en la parte inferior estan anotados los tres residuos sobre los que se ha llevado a cabo la
mutacidn, entre paréntesis se muestra su numeracion dentro de la TeNT entera.
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1.2. Hc-TeNT es capaz de interaccionar con TrkB asi como con un péptido derivado de su dominio
D5

Los experimentos de dot-blot realizados corroboran el resultado del estudio de modelaje molecular y
demuestran que el fragmento recombinante Hc-TeNT es capaz de unirse especificamente a un
péptido sintético basado en el dominio extracelular D5 de TrkB (Figura 28). Como ya se ha comentado
en la introduccidn este es el dominio en los receptores Trk encargado de la unién a las neurotrofinas
(Wiesmann et al., 2001), lo que parece coincidir con la hipdtesis de que el Hc-TeNT estaria actuando
sobre la célula mimetizando a los agonistas naturales de estos receptores. Al igual que las
neurotrofinas, el fragmento Hc-TeNT puede dimerizar formando puentes disulfuro intermoleculares a
través de la C869 (Qazi et al., 2007). La elevada concentracion de TeNT en los lipid rafts propiciaria la
dimerizacion, y esta resultaria en una mayor interaccién con sus receptores ganglidsidos y proteicos.

También se corrobora el efecto de Hc-TeNT en la activacion del receptor TrkB, demostrando que esta
interaccion entre ambas moléculas es ademas funcional (Figura 29). Ya en anteriores trabajos del
grupo se habia observado que tanto la TeNT entera como el fragmento Hc-TeNT eran capaces de
activar y provocar la fosforilacidn de los receptores Trk en neuronas corticales y en neuronas
granulares de cerebelo en cultivo, asi como en sinaptosomas de rata (Gil et al., 2000, 2001, 2003;
Chaib-Oukadour et al., 2004). También en estos trabajos se ha descrito que Hc-TeNT activa también
varias moléculas involucradas en las vias de sefializacién Ras-MAPK, PI3K-Akt y PLCy1-PKC (Herrando-
Grabulosa et al., 2013). En este caso se ha querido evaluar la activacidon de TrkB por parte de Hc-TeNT
a través del nivel de fosforilacién de las tirosinas del Joop de activacion del receptor. El tratamiento de
las neuronas granulares de cerebelo con Hc-TeNT induce la fosforilacion de las tirosinas Y705/Y706,
aunque de forma mas moderada que el BDNF. Si bien este resultado parece corroborar la interaccién
entre Hc-TeNT y TrkB, también es cierto que el receptor podria estar activdndose por otras vias, ya
gue estad descrito que puede sufrir mecanismos de transactivacién. Se ha descrito que algunos
polisialogangliosidos, y concretamente GM1, pueden causar la activacidon y fosforilacion de los
receptores Trk y de ERK en cerebro. Esta transactivacién presenta una cinética mads lenta que la
observada en respuesta al tratamiento con neurotrofinas, ya que alcanza el maximo de fosforilacién
alrededor de los 20 min en comparacidon del maximo para las neurotrofinas, que se da en 5 min
(Duchemin et al., 2002). Aunque Hc-TeNT no puede unirse a GM1, si que estd ampliamente descrita
su interaccién con GD1b, GT1b y GQ1lb por lo que no se podria descartar la formacién de un complejo
receptor ternario formado por el Hc-TeNT, el TrkB y alguno de éstos polisialogangliésidos.

Un mecanismo similar de activacion de un receptor del tipo tirosina cinasa por parte de otra
neurotoxina ha sido descrito recientemente en el caso de BoNT/A. La BONT/A es capaz de unirse al
receptor FGFR3 y provocar su autofosforilacion a un nivel semejante al obtenido con FGF2, un
agonista natural del receptor (Jacky et al., 2013). Ademas la internalizacion de BoNT/A depende del
nivel de expresion de FGFR3 en la célula, y tanto agonistas naturales del receptor como péptidos
derivados de su secuencia, bloquean la unidn e internalizacion de la toxina. El hecho de que BoNT/A,
una neurotoxina con una alta homologia estructural a la TeNT, interaccione con un receptor tirosina
cinasa, apoya a nuestra hipétesis de TrkB actuando como receptor proteico para la TeNT.

Asimismo se ha demostrado en este trabajo que el Hc-TeNT es internalizado en CGNs en las mismas
vesiculas endociticas que TrkB (Figura 30). Alrederor de un 50% del Hc-TeNT endocitado en las células
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coincide con el receptor dentro de las vesiculas, localizadas por todo el citoplasma y neuritas pero
preferentemente concentradas en la zona perinuclear. Estudios realizados anteriormente por otros
grupos en cultivos primarios de motoneuronas también se ha demostrado una elevadisima
colocalizaciéon de Hc-TeNT con TrkB en endosomas de sefializacion, asi como con p75NTR y con sus
respectivos agonistas, BDNF y NGF (Lalli and Schiavo, 2002; Deinhardt et al., 2006b). Segun ese
estudio, alrededor del 95% de las vesiculas endociticas contabilizadas eran positivas para Hc-TeNT,
TrkB y p75NTR. Aunque en nuestros resultados este porcentaje pueda parecer menor, no se ha
utilizado el mismo tipo neuronal ni el porcentaje ha sido calculado de la misma manera, ademas
existen varias razones que podrian justificar las diferencias. El casi 50% de Hc-TeNT restante que no
coincide con TrkB en nuestro experimento podria estar internalizdndose mediante un mecanismo de
reciclaje de vesiculas sinapticas dependiente de actividad, tal y como se ha descrito que sucede
también en neuronas corticales e hipocampales (Matteoli et al., 1996; Yeh et al., 2010). Las CGN
requieren de altas concentraciones de potasio en el medio, lo que resulta en unas condiciones de
membrana despolarizantes que favorecen la entrada de Ca2+ a las células y desencadenan la
exocitosis de vesiculas sinapticas. Por lo tanto es posible que en estas células se vea favorecida la
entrada del Hc-TeNT a través de esta via de reciclaje de vesiculas. También podria ser que se hubiese
unido a otro receptor de la membrana que permita también su endocitosis. Como ya se ha
comentado, este tipo neuronal expresa también los receptores TrkC y p75NTR, y existen varias
publicaciones que demuestran la interaccidn existente entre Hc-TeNT recombinante y p75NTR (Cubi
et al., 2013), por lo que podria ser que parte del Hc-TeNT se estuviera internalizando unida a este otro
receptor. Ademas en el andlisis de modelaje molecular se ha visto que Hc-TeNT podria formar varias
interacciones no covalentes con TrkC, de manera que también este receptor podria estar uniéndose
al fragmento.

1.3. Hc-TeNT compite con BDNF por la unién a TrkB en membrana y por la internalizacién en
vesiculas endociticas TrkB-positivas

Los ensayos de unién realizados permiten concluir que el BDNF, un agonista natural de TrkB, es capaz
de desplazar la unidn del Hc-TeNT a la membrana de las CGNs, lo que indica que ambas moléculas
compiten por un mismo sitio de unién a su receptor (Figura 31). Este resultado corrobora lo
observado en el andlisis in silico, que el Hc-TeNT se estaria uniendo a TrkB por el mismo dominio D5
reconocido por las neurotrofinas. Sin embargo en los ensayos de internalizacion no se observa una
disminucién del Hc-TeNT endocitada al afiadir BDNF (Figura 32B). Aunque pudiera parecer
contradictorio, este resultado podria explicarse por el hecho de que gran parte del Hc-TeNT
endocitado en las células podria estar entrando por mecanismos de reciclaje de vesiculas. De esta
manera aunque el BDNF pudiera estar bloqueando una parte del Hc-TeNT endocitado a través del
receptor TrkB, la cantidad de Hc-TeNT internalizada por otros mecanismos eclipsaria este efecto. De
hecho, la adicién de BDNF si provoca una disminucion significativa de la colocalizacién de Hc-TeNT y
TrkB en las mismas vesiculas endociticas, por lo que si parece estar teniendo un efecto de
competencia finalmente (Figura 32C). Este resultado se contradice con el observado anteriormente
por Roux y colaboradores, que describieron que al co-inyectar intramuscularmente Hc-TeNT y BDNF
en ratones se facilitaba la internalizacién del Hc-TeNT en las NMJ (Roux et al., 2006). También al co-
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inyectar NT-4/5 observaban el mismo efecto aunque no tan acentuado. Esta diferencia de
comportamiento puede ser debida al hecho de que, aparte de ser diferentes tipos celulares los que se
analizan en cada caso, las dosis de BDNF en cada caso son distintas. En las co-inyecciones observaban
un efecto potenciador de la internalizacion de Hc-TeNT en un rango de 2,5-100 ng de BDNF,
mientras que en nuestro ensayo se afaden aproximadamente 200 ng de BDNF por pozo. Por otro
lado también se ha descrito que dosis bajas de BDNF potencian la transmisidn sinaptica en NMJ en
condiciones despolarizantes (Boulanger and Poo, 1999; Shinoda et al., 2014). Al potenciar el BDNF el
reciclaje de vesiculas sindpticas podria ser que el Hc-TeNT estuviera internalizandose por esta via,
enmascarando un posible efecto competidor del BDNF.

En el caso de NGF, esta neurotrofina no compite por la unién del Hc-TeNT a la membrana. Aunque las

NTR

CGNs no expresan TrkA si que expresan p75" ", al cual puede unirse también NGF. El hecho de que

NGF no desplace el Hc-TeNT unido a membrana da a entender que ambas moléculas no se

NTR “al menos en las concentraciones ensayadas. En los

encuentran compitiendo por la unién al p75
ensayos de internalizacidn el NGF tampoco cambia los niveles de Hc-TeNT endocitados, aunque si que
provoca un aumento de la colocalizacion de Hc-TeNT con TrkB en las vesiculas. Una posible
explicacion para este aumento seria que Hc-TeNT pudiera interaccionar también con el receptor
p75"™ y que al tratar con NGF, éste compitiera por el receptor y desplazara el Hc-TeNT, que pasaria a
unirse en mayor proporcion a TrkB. Otra explicacion es que el NGF no es capaz de inducir un aumento
de la exocitosis en estas células, tal y como se ha descrito hace BDNF, y por lo tanto la via de
endocitosis por reciclaje de vesiculas no esté tan promovida en esta condicién. Al entrar menos
Hc-TeNT por la via de reciclaje de vesiculas queda mas disponible para ser endocitada junto a TrkB. En
los experimentos de Roux co-inyectando Hc-TeNT con diferentes factores neurotréficos, el NGF

tampoco ejercia ningun efecto sobre la internalizacidn en las NMJ (Roux et al., 2006).

Finalmente altas cantidades del péptido D5 son capaces de desplazar la union a membrana del
Hc-TeNT. El péptido se estaria uniendo a Hc-TeNT en el sitio de unidn descrito en el andlisis de
modelaje, bloqueando asi la zona de interaccidon con TrkB. Sin embargo el péptido no es capaz de
bloquear la entrada del Hc-TeNT en las CGNs, ni de provocar una disminuciéon de la cantidad de
Hc-TeNT colocalizada en vesiculas con TrkB. Por el contrario si que se aprecia una menor proporcidn
de receptor TrkB colocalizando con Hc-TeNT. Tal vez el efecto en el porcentaje de colocalizacién
Hc/TrkB se vea enmascarado por la cantidad de Hc-TeNT entrando por otras vias. El hecho de que el
péptido interfiera en la unién pero no en la internalizacidén resulta un poco contradictorio. Puede ser
qgue la concentraciéon de péptido utilizada no sea la adecuada y se requiera una cantidad mucho
mayor para bloquear la internalizacién. También puede ser que durante la hora de incubacion el
complejo Hc-TeNT/D5 se disuelva por la presencia de otras neurotrofinas en el medio de cultivo con
mayor afinidad por el péptido que el Hc-TeNT. La utilizacion del péptido D5 como agente bloqueante
de la unién e internalizacidon de la TeNT seria muy interesante para aplicar como tratamiento a los
infectados por tétanos, como método sustitutorio de la vacuna. Como ya se ha explicado la vacuna
del tétanos esta compuesta por el toxoide tetdnico, es decir la TeNT inactivada tras un tratamiento
con formaldehido. El proceso de obtencion de la vacuna es peligroso y costoso, por lo cual un péptido
sintético podria ser una opcion mucho mas rentable.
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1.4. El fragmento Hc-TeNT inyectado intramuscularmente coincide con TrkB en las uniones
neuromusculares y en el soma de las motoneuronas

Como se ha comentado anteriormente el fragmento Hc-TeNT se transporta siguiendo la misma ruta
endocitica retroaxonal que utilizan las neurotrofinas y sus receptores para llegar hasta el soma
neuronal. Se ha demostrado que en motoneuronas en cultivo comparte vesiculas con los receptores
TrkB y p75"™, y que la conversién de la GTPasa Rab5 a Rab7 es un paso clave para la maduracién del
endosoma vy su trafico intracelular (Lalli and Schiavo, 2002; Deinhardt et al., 2006b). Estos resultados
coinciden con los obtenidos en este trabajo inyectando intramuscularmente el fragmento Hc-TeNT en
ratones. Observamos como el Hc-TeNT inyectado intramuscularmente colocaliza con el receptor TrkB
en la zona presindptica de las uniones neuromusculares, marcada con SV2 (Figura 33). Asimismo

NTR y Rab5 en los terminales presinapticos de las motoneuronas (Figura 34). Estas

colocaliza con p75
observaciones se contraponen a los resultados publicados por Roux y colaboradores, en los que tras
una inyeccion de Hc-TeNT en el musculo LAL (levator auris longus) no observan colocalizacidon de
Hc-TeNT con TrkB (Roux et al., 2006). En su trabajo exponen que TrkB se encuentra situado en la zona
presindptica de la unién y que el Hc-TeNT estd adyacente pero no coinciden. Los experimentos de
Roux fueron analizados 30 min post-inyeccién mientras que en nuestro caso los animales fueron
sacrificados 24h tras la inyeccién intramuscular. Es posible que esta diferencia en los tiempos pueda
explicar estos resultados opuestos, ya que mientras a los 30 min la mayor parte del Hc-TeNT se
encuentra en las NMJ sin haber empezado aun el ascenso por los axones, a las 24h la mayor parte de

la neurotoxina ha sido ya transportada hasta el soma.

Analizando el soma de las motoneuronas que inervan el musculo tibial, donde se inyectd el Hc-TeNT,
observamos que Hc-TeNT y el receptor TrkB coinciden en un nuimero considerable de vesiculas
endociticas (Figura 35). Las vesiculas que contienen el Hc-TeNT son de forma redondeada y estan
distribuidas por todo el citoplasma, especialmente concentradas en la zona perinuclear. Una de las
sorpresas fue no encontrar un marcaje mds concentrado en las zonas periféricas del cuerpo neuronal,
ya que 24h después de la inyeccidon se esperaba encontrar parte del Hc-TeNT en el proceso de
transcitosis hacia las motoneuronas inhibitorias. Algunos autores han descrito que a las 2h post-
inyeccion en ratones adultos ya se empiezan a marcar algunas motoneuronas (Miana-Mena et al.,
2002). En nuestro experimento el marcaje con Hc-TeNT se observaba restringido a las motoneuronas
pero seria necesario utilizar algln otro marcador especifico de interneurona para determinar si se ha
dado o no el proceso de transcitosis. También podria ser necesario inyectar mas cantidad de Hc-TeNT,
ya que se produce un efecto de dilucién a medida que se transporta retroaxonalmente, y a tiempos
mas prolongados.

Se ha observado que el Hc-TeNT no colocaliza con NRG1 ni con vAChT en los botones C (Figura 36D).
Esto nos indica que Hc-TeNT no se libera de forma post-sindptica en estas estructuras. La NRG1 es un
factor tréfico expresado en motoneuronas que se une a los receptores ErbBs, pertenecientes a la
familia de receptores EGFR con actividad tirosina cinasa. A través de estos receptores induce el
crecimiento y la diferenciacidon de diferentes tipos celulares. En las motoneuronas, la NRG1 actua
como una molécula de sefializacién retrograda y es dirigida a los botones C, donde se concentra en la
region post-sinaptica dentro de una estructura en forma de cisterna adosada a la parte interna de la
membrana plasmatica (Gallart-Palau et al., 2014). Aunque el proceso de transcitosis ha sido poco
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descrito, algunos autores han indicado que la TeNT es capaz de impedir la liberacién de glicina en las
células de Renshaw, que son un tipo de interneuronas que forman sinapsis inhibitorias locales con las
a-motoneuronas (Gonzalez-Forero et al., 2005). A su vez las a-motoneuronas inervan a estas células
transmitiendoles impulsos excitatorios y estimulandolas para que liberen glicina estableciendo asi un
circuito auto-inhibitorio. Estos contactos excitatorios colinérgicos pueden ser marcados con el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (Alvarez et al., 1999), pero en nuestros experimentos
no detectamos Hc-TeNT asociada a estos terminales. Por otro lado si parece que Hc-TeNT y NRG1
colocalizan en algunas vesiculas en el soma de la motoneurona, lo que podria indicar que comparten
alguna parte de la ruta endocitica.

A pesar de que tradicionalmente el dominio Hc ha sido considerado el Unico responsable de la uniény
transporte retroaxonal de la toxina, algunas observaciones ponen en duda esta cuestion.
Experimentos realizados con TeNT entera y con el dominio Hc aislado demuestran que ambas son
capaces de unirse a gangliésidos con una afinidad similar y que se internalizan a una velocidad
parecida. Sin embargo una vez dentro de las células no se distribuyen en las vesiculas de forma
idéntica. La TeNT entera se asocia con las neuronas mediante un mecanismo mediado por clatrina e
independiente de reciclaje de vesiculas sindpticas, mientras que Hc-TeNT puede entrar por
mecanismos tanto dependientes como independientes de reciclaje de vesiculas, con o sin
despolarizaciéon (Blum et al.,, 2014a). Otros estudios demuestran ademads que, tras ser inyectada
periféricamente, la TeNT es capaz de llegar a neuronas no colinérgicas de la medula espinal, mientras
qgue el dominio Hc por separado solo se encuentra en motoneuronas. Estos resultados podrian indicar
el dominio Hc aislado pierde eficacia respecto a la toxina entera en transportarse retrégradamente
desde las NMJ y en realizar el salto transinaptico para llegar a las neuronas del SNC (Ovsepian et al.,
2015). Otro estudio que da soporte este nuevo planteamiento indica que una proteina de fusidn con
los dominios L y Hy de BoNT y el dominio Hc de TeNT, no es capaz de ser transportada
retroaxonalmente. Al reemplazar el dominio Hc de dominio BoNT/A por su homdlogo de TeNT, la
proteina fusidon permanece en los terminales presindpticos e induce una paralisis flacida en ratén
(Wang et al., 2012). Segun estos estudios, el dominio Hc determinaria la unién a la célula, pero
regiones externas a este dominio podrian contribuir al transporte retroaxonal y al destino que alcanza
la toxina dentro de la célula. Estas regiones actuarian restringiendo la entrada de la toxina a
endocitosis mediada por clatrina via interacciones con otras proteinas o lipidos de membrana (Blum
et al., 2014b).

Con la finalidad de conocer mas datos sobre la ruta de transporte que esta siendo utilizada por el
Hc-TeNT para acceder al SNC, se realizaron otros marcajes en estas motoneuronas. Hc-TeNT no
colocaliza con la proteina GM130, que es una proteina componente de las membranas del aparato de
Golgi, con lo que se concluye que las vesiculas que contienen la TeNT no estdn asociadas a este
organulo (Figura 36A). Por lo tanto se descarta que la TeNT siga una ruta endocitica semejante a la

utilizada por la toxina colérica o la toxina Shiga, tal y como ya habia sido reportado antes (Roux et al.,

2005).

También se ha examinado en las muestras si al igual que en las NMJ, en el soma seguian coincidiendo
Rab5 y Hc-TeNT (Figura 36B). El hecho de observar una localizacién conjunta de Hc-TeNT y Rab5 tanto
en los terminales neuromusculares como en el citoplasma de las motoneuronas parece indicar que
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esta GTPasa estd implicada en el proceso de direccionamiento de la neurotoxina dentro de la célula.
Estos resultados se corroboran con los obtenidos por otros grupos en motoneuronas en cultivo, en las
cuales también observaban colocalizacion de Hc-TeNT y Rab5 en vesiculas endociticas (Deinhardt et
al., 2006b). Los resultados indican que en algunas de las vesiculas si que colocalizan ambas moléculas
pero hay muchas en las que no. Esto indica que a las 24h post-inyeccion las vesiculas que contienen el
Hc-TeNT estdn ya probablemente una etapa de maduracién mas avanzada, ya que Rab5 es un
marcador de endosomas tempranos. Se observa colocalizacién de Hc-TeNT, Rab 3 y EEA1 en algunas
vesiculas (Figura 36C). El EEA1 es una proteina de membrana localizada en la cara citosélica de la
membrana de los endosomas tempranos. Tiene un papel muy importante en la fusién de vesiculas
endociticas durante la endocitosis mediante la interaccién con Rab5 y PI(3)P (phosphatidylinositol 3-
phosphate) presentes en vesiculas adyacentes, promoviendo de esta manera la fusién de las
vesiculas. Se conoce que Hc-TeNT se transporta en endosomas Rab5-positivas por lo cual la presencia
de EEA1 en estas vesiculas no es de extrafiar. Rab3 es una GTPasa involucrada en las ultimas etapas
de la exocitosis mediada por Ca** y en la liberacién de neurotransmisores en la sinapsis (Stidhof,
1997). La presencia de este marcador en las vesiculas que contienen Hc-TeNT podria indicar que estan
siendo redirigidas hacia la membrana plasmatica para ser liberada en las sinapsis.

Recientemente Terenzio y colaboradores han profundizado un poco mas en las etapas del transporte
retroaxonal del Hc-TeNT y los receptores de neurotrofinas y han descrito diversas proteinas
implicadas en este proceso (Terenzio et al., 2014a, 2014b). En sus trabajos en motoneuronas en

NTR comparten el mismo tipo de vesiculas endociticas y

cultivo ratifica que Hc-TeNT, TrkB y p75
ademas las sitla en un compartimento endosomal asociado al retromero. El retrémero es un gran
complejo proteico que controla la distribucion de las vesiculas endocitadas para redirigirlas hacia el
aparato de Golgi o hacia la membrana plasmatica para procesos de reciclaje. Estd compuesto por
varias proteinas entre ellas la Vps (vacuolar protein sorting) y las SNX (sorting nexin). Estas moléculas
reconocen el contenido de las vesiculas y se unen en su superficie induciendo una curvatura para
formar nuevas vesiculas que las transportaran hasta sus destinos en la célula. El Hc-TeNT se ha
encontrado colocalizado con varios componentes del retrémero como Vps26 y SNX1. Otra de las
proteinas que describen que implicada en el tréfico del Hc-TeNT y los receptores de neurotrofinas es
BICD1 (Bicaudal D homolog 1). Esta proteina se encuentra asociada a microtubulos y esta implicada
en el trafico intracelular y el transporte de vesiculas mediado por dineina. Proponen un modelo en el
gue BICD1 controla el tréfico de los endosomas de sefializacién, que contienen a los receptores de
neurotrofinas activos, hacia rutas de degradacion o hacia rutas de reciclaje mediadas por el
retrémero. Este papel de BICD1 es importante para modular la amplitud y duracién de la respuesta a
neurotrofinas. También en este modelo estaria controlando el trafico de patégenos o toxinas, como el
Hc-TeNT, en su ruta hacia el SNC.

NTR son endocitados por una via de

Por otro lado, sin estimulo neurotréfico los receptores Trk y p75
reciclaje local independiente de clatrina. En cambio, la unién de la neurotrofina y su activacién les
redirige a la ruta de transporte retroaxonal rapido, dependiente de clatrina, que acaba
mayoritariamente en su degradacion en el lisosoma (Deinhardt et al., 2007). Aunque los ensayos
descritos por Terenzio se llevaron a cabo en ausencia de neurotrofinas exdgenas los receptores se
encontraban en endosomas de transporte retroaxonal. Esto podria ser debido a que el Hc-TeNT se

encontraba activando a los receptores, tal y como hemos descrito en el grupo que es capaz de hacer,
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y esto los dirigia a la via de transporte retroaxonal. Esto respalda con nuestras observaciones de que
el fragmento Hc-TeNT actla mimetizando a las neurotrofinas.

1.5. La mutacion de los residuos Y266, K311 y E343 del fragmento Hc-TeNT disminuye su afinidad
por TrkB

Los residuos Y266, K311 y E343 de Hc-TeNT demuestran tener un mayor peso en las interacciones
establecidas entre TeNT y el dominio D5 de TrkB en nuestro modelo molecular, por lo cual su
mutacién deberia traducirse en una pérdida de afinidad por el receptor. Asi se confirma en los
resultados obtenidos en el ensayo de dot-blot, en los que el fragmento mutado no consigue unirse al
péptido D5 en igual cantidad que el Hc-TeNT (Figura 37). Asimismo la mutacidn de estos residuos
conlleva una reduccién de la capacidad de Hc-TeNT para inducir la activacion y fosforilaciéon de TrkB
(Figura 38), probablemente debido a una pérdida de su afinidad por el dominio D5.

Las mutaciones afectan ademas a la capacidad del Hc-TeNT para unirse e internalizarse en CGNs
(Figuras 39 y 41), seguramente a causa de una menor unidon a TrkB. En este modelo celular se
expresan polisialogangliésidos en las membranas que retienen cierta cantidad de Hc-TeNT unido,
puesto que los sitios de unidn a ganglidésidos en principio no se ven afectados por las mutaciones. La
mutacion de estos tres residuos provoca también una menor colocalizacion del Hc-TeNT con TrkB a
nivel de membrana (Figura 40). Por el contrario al analizar la colocalizacion de las dos moléculas una
vez endocitadas, aunque se aprecia un menor porcentaje de coincidencia con TrkB para el fragmento
mutado, las diferencias entre ambos fragmentos no es tan notoria como para la unién a membrana
(Figura 42). En este experimento de internalizacién es complicado distinguir entre el Hc-TeNT que ha
sido endocitado y el que pueda quedar aun unido a membrana, y esto podria estar enmascarando el
resultado. Por otro lado en este experimento se calcula el porcentaje de colocalizacién sobre el total
de marcaje, asi que no tiene en cuenta que haya menos marcaje con Hc-A266-311-343 que con
Hc-TeNT. Parece ser entonces que pese a la mutacion, el Hc-A266-311-343 que consigue
internalizarse coincide con TrkB en una proporcidn similar a la que lo hace el fragmento no mutado.

1.6. La mutacion de los residuos Y266, K311 y E343 no afecta al transporte retroaxonal de Hc-TeNT
in vivo

El fragmento Hc-TeNT mutado es capaz de transportarse retrégradamente hasta el soma de las
motoneuronas, tras ser inyectado de forma intramuscular, con la misma eficacia que el fragmento
wild type (Figura 43). A pesar de que los experimentos in vitro y en cultivos de CGNs indican una clara
pérdida de afinidad por el receptor TrkB, en un modelo in vivo las mutaciones no parecen impedir que
el fragmento sea transportado retroaxonalmente de forma eficiente. Este resultado en principio
contradictorio podria explicarse de varias maneras. Por una parte, aungue con las mutaciones se haya
reducido la interaccion del fragmento Hc-TeNT con TrkB, no se puede asegurar que se haya eliminado
por competo. El ensayo de dot-blot indica que el Hc-TeNT mutado no puede unirse al péptido D5 tan
fuertemente como el fragmento wt, pero aun puede retener cierta cantidad de fragmento mutado
unido, tal y como puede observarse en la Figura 37. Podria ser que los tres residuos substituidos por
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alaninas no sean suficientes para romper completamente la interaccién con TrkB. Por otro lado no se
puede excluir que Hc-TeNT sea capaz de unirse a otros receptores de membrana que compensaran la

falta de interaccién con TrkB. Las motoneuronas expresan, ademas de TrkB, los receptores de

NTR Como ya se ha comentado, en estudios en motoneuronas en cultivo, el

NTR

neurotrofins TrkC y p75
Hc-TeNT colocaliza en un elevado porcentaje con TrkB y p75~ " en las mismas vesiculas (Deinhardt et
al., 2006b). La interaccién existente entre Hc-TeNT y p75™" también ha sido descrita en nuestro
grupo (Cubi et al., 2013). Ademas los residuos mutados son los que mds probablemente intervienen
en la unién a TrkB, pero con TrkA o TrkC el orden de relevancia puede variar y los residuos mutados
pueden no tener tato peso en esos complejos. Por ejemplo en el caso de TrkC, los residuos E343 y
K311 solo establecen interacciones con un residuo del receptor cada uno, mientras que pueden
interaccionar cada uno de ellos con dos aminodcidos de TrkB. Por lo tanto Hc-A266-311-343 podria
estar endocitandose junto a estos otros receptores y llegando al soma neuronal de la misma manera
que el fragmento no mutado. El hecho de que en las CGNs las mutaciones si afecten a la cantidad de
Hc-TeNT endocitada podria deberse a que no se dé esta compensacidn por la ratio de expresién entre
TrkB y p75"™, o porque puede endocitarse también por una via de reciclaje de vesiculas. Finamente,
otra posible causa de no observar ninguna diferencia en el transporte axonal de Hc-TeNT vy
Hc-A266-311-343, puede ser las cantidades de proteina utilizadas y el tiempo analizado. Este tipo de
experimento requiere de la inyeccion de una cantidad considerable de Hc-TeNT para obtener
suficiente resolucién en el trazado retroaxonal, de manera que es posible que aunque se haya
disminuido la afinidad por el receptor TrkB, a la concentracién de Hc-TeNT utilizada la unién esté
saturada. Ademas las muestras de médula se obtuvieron a las 24h tras la inyeccién intramuscular, asi
gue aunque el transporte hasta el soma del fragmento mutante fuese mas lento, a éste tiempo podria
haberse acumulado la misma cantidad que de fragmento no mutado.

1.7. Consideraciones sobre el modelo de unién a TrkB propuesto

En los ultimos afios se han propuesto varias proteinas de membrana que podrian actuar como
receptores para la TeNT. Por ejemplo se ha demostrado que TeNT se une a una glicoproteina de
membrana llamada Thy-1 (Herreros et al., 2000, 2001). Sin embargo, aunque TeNT pueda establecer
alguna interaccidn con esta proteina, es poco probable que tenga alguna relevancia en la captacion in
vivo, ya que neuronas aisladas de ratones knockout para Thy-1 siguen siendo sensibles a la accion de
la neurotoxina. Al ser una proteina muy abundante en las membranas es posible que la cadena de
oligosacdridos pueda interaccionar con TeNT mimetizando a los polisialogangliésidos en sus mismos
sitios de union.

La proteina SV2, presente en las vesiculas sindpticas, también ha sido considerada como receptor
proteico para la TeNT, aunque no se ha podido demostrar una interaccion directa (Yeh et al., 2010).
Probablemente esta proteina esté implicada en la captacidn de la neurotoxina en las interneuronas y
otras neuronas del SNC. Es posible que en el limitado espacio intersinaptico entre la motoneuronay la
interneurona inhibitoria, la cantidad de TeNT acumulada sea suficientemente alta como para utilizar
un receptor por el que presente una baja afinidad. De esta manera la TeNT podria entrar en las
interneuronas mediante un mecanismo de reciclaje de vesiculas sindpticas que la dirigiria a un tipo de
vesiculas acidicas que permitirian la liberacién de la cadena L en el citoplasma de la neurona.
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Recientemente Bercsenyi y colaboradores han propuesto que el nidégeno podria ser el receptor
proteico de la TeNT (Bercsenyi et al., 2014). El nidégeno es una proteina de matriz extracelular que
interacciona con otras moléculas como la laminina y las fibras de coldgeno. En sus experimentos
muestran como ambas moléculas colocalizan tanto en motoneuronas en cultivo como en las NMJ tras
una inyeccion intramuscular de Hc-TeNT en ratén. Ademas son capaces de bloquear el efecto de la
TeNT en ratones mediante la administraciéon de péptidos sintéticos basados en las secuencias del
nidégeno que se encontrarian interaccionando con el Hc-TeNT. Segun los autores el nidégeno
presente en la [ldmina basal del espacio intersinaptico de la NMJ, estaria actuando como concentrador
de TeNT en puntos concretos de la membrana para facilitar su unién y endocitosis. En estas zonas de
membrana la TeNT donde se encontrarian los polisialogangliésidos y otros receptores relacionados
con la matriz extracelular con los que podria interaccionar, como por ejemplo la proteina fosfatasa
LAR. Este mecanismo es compartido por diferentes factores de crecimiento, entre ellos las
neurotrofinas, ya que se ha descrito que la unién de éstos a diferentes proteinas de la matriz
extracelular es crucial para su funcidn bioldgica y su sefializacion (Macri et al., 2007; Kanato et al.,
2009; Martino et al., 2014). Estos resultados podrian ser compatibles con el modelo propuesto en
este trabajo ya que el nidégeno, aunque se internaliza junto al Hc-TeNT, es una proteina extracelular
y por lo tanto no puede mediar la endocitosis directamente, necesitaria de algun receptor de
membrana. Los autores sugieren que uno de estos receptores podria ser la proteina tirosina fosfatasa
LAR (Leucocyte common Antigen-related Receptor), cuya interaccion con el nidégeno ha sido
demostrada (O’Grady et al., 1998; Stryker and Johnson, 2007). Esta fosfatasa se ha descrito que
también interacciona con los receptores Trk regulando su sefializacidon (Yang et al., 2005, 2006).
Ademas el nidégeno se estaria uniendo a Hc-TeNT mediante el bolsillo R, de manera que no
interferiria en el nuevo sitio de unién a TrkB que proponemos en este trabajo. Por lo tanto parece
existir una conexidon entre ambos modelos, de forma que el nidégeno se uniria a TeNT por su bolsillo
R, concentrandola en las zonas de lipid rafts de la membrana presindptica. En estas zonas se uniria
mediante el bolsillo W a un polisialogangliésido de la membrana y al ectodominio D5 de TrkB a través
del nuevo sitio de unién descrito en este trabajo. Esto también coincidiria con lo descrito por Chen'y
colaboradores, que concluyen en sus resultados que la unidn de alta afinidad de la TeNT requiere que
los dos sitios de unidn a gangliésidos estén ocupados (Chen et al., 2009). La uniéon de la TeNT a TrkB
estimularia su endocitosis y la formacion de los endosomas de sefializacion donde ambas moléculas
serian transportadas hasta el soma de la motoneurona (Figura 54).

En el modelo que proponemos TrkB actuaria como receptor de la TeNT en el SNP, en los terminales
de las motoneuronas. No obstante, TrkB no seria el Unico receptor de TeNT ya que se ha observado
qgue en un modelo de PC12, que no expresa TrkB, el Hc-TeNT puede internalizarse en la célula y
activar determinadas vias de sefializacion. En la segunda parte de este trabajo hemos visto como
Hc-TeNT puede promover la actividad nSMasa a través del receptor p75""" (Cubi et al., 2013). Por lo
tanto cabe la posibilidad de que, al igual que las neurotrofinas, la TeNT pueda unirse a mas de un
receptor de neurotrofinas, y presentar diferentes afinidades para cada uno de ellos. También el
anadlisis de modelaje molecular indica posibles interacciones con los dominios D5 de TrkA y TrkC, y la
activacion de TrkA en respuesta a TeNT ha sido anteriormente descrita por el grupo (Gil et al., 2000).
El aprovechamiento de un mecanismo natural bien definido como es el transporte retroaxonal de las
neurotrofinas y sus receptores, es algo habitual para muchas toxinas y virus (Salinas et al., 2010). El
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adenovirus canino 2 se transporta también en vesiculas compartidas con las neurotrofinas y sus
receptores. Futuros experimentos serdn necesarios para esclarecer estas cuestiones y determinar si el
resto de receptores de neurotrofinas pueden unir también el Hc-TeNT.

Action potential

Synaptic
basal lamina

Muscle fiber

Figura 54. Esquema del modelo de union e internalizacién propuesto para la toxina tetanica.

LaTeNT difunde por el tejido hasta llegar a las uniones neuromusculares, donde el nidégeno se une a su dominio
Hc-TeNT permitiendo concentrar la neurotoxina en determinadas zonas de la membrana presindptica. En estas zonas
de lipid rafts la TeNT se une a los polisialogangliésidos y al receptor de neurotrofinas TrkB. Esto desencadena su
internalizacion en la motoneurona a través de un mecanismo dependiente de clatrina. De esta manera se forma el
endosoma de sefializacidon que contiene la TeNT, asi como a TrkB u otros receptores de neurotrofinas como p75NTR.
Estas vesiculas se incorporan a una ruta de transporte retroaxonal rdpido que las conducird hasta el soma de la
motoneurona. Este transporte esta propiciado por la accion secuencial de las GTPasa Rab5 y Rab7, y por la accion de
la dineina que permite el movimiento de la vesicula por los microtubulos.
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2. IMPLICACION DE LA ESFINGOMIELINASA NEUTRA EN EL EFECTO NEUROPROTECTOR INDUCIDO
POR LOS RECEPTORES TRK

2.1. La actividad esfingomielinasa es esencial en el efecto neuroprotector inducido por las
neurotrofinas

En este trabajo demostramos un papel protector de la nSMasa2 en la promocién de la supervivencia
celular en respuesta a BDNF en CGNs y en respuesta a NGF en PC12. En CGNs sometidas a un estrés
de privaciéon de suero y potasio, la induccion de la viabilidad celular provocada por BDNF, es
suprimida al inhibir la actividad nSMasa (Figura 44A). De la misma manera en células PC12 privadas
de suero, la accidon neuroprotectora del NGF no puede llevarse a cabo si se impide la actividad
nSMasa, ya sea mediante un inhibidor de la nSMasa o mediante el silenciamiento de la expresion de
la nSMasa2 (Figura 44B y 45). En estas células silenciadas para nSMasa2 el NGF no puede prevenir la
apoptosis en respuesta a una privacion de suero (Figura 46).

Este resultado podria parecer sorprendente ya que muchos articulos relacionan la actividad nSMasa y
la produccién de ceramida con una activacién de vias de muerte celular y con la inhibicién del
crecimiento celular (Marchesini et al., 2003). La ceramida, asi como las moléculas lipidicas derivadas,
pueden causar diferentes efectos en funcién de la célula donde son expresados. Por ejemplo puede
promover la diferenciacion en células de neuroblastoma y en CGN, estimula el crecimiento axonal en
neuronas hipocampales, y en motoneuronas puede inducir muerte o supervivencia en funcién de sus
niveles de expresion. Existen evidencias que apuntan a que la apoptosis inducida por privacién de
suero en PC12 estd mediada por ceramida. En estas células la ceramida provoca la desfosforilacién e
inactivaciéon de Akt (Salinas et al., 2000). En CGNs la privacién de suero y potasio conduce a la
acumulacién de ceramida y a la muerte celular. La ceramida induce también en este modelo la
desfosforilacion de Akt y de GSK3-B, lo cual promueve la apoptosis, probablemente a través de la
sefializacion de JNK (Posse de Chaves, 2006)

2.2. Papel de la nSMasa en las vias de seiializacién activadas por las neurotrofinas

La nSMasa parece jugar un papel esencial en las vias de sefializacién activadas por las neurotrofinas
para promover la supervivencia celular, por lo que nos propusimos averiguar a qué nivel de estas
cascadas actua. En primer lugar nos centraremos en los resultados obtenidos en CGN, un sistema

celular que expresa TrkBy p75"™

pero no TrkA. En CGN privadas de suero y potasio, se observa que el
tratamiento con BDNF provoca la fosforilacion y la consiguiente activacion de Akt, ERK-1/2 y p38
(Figura 47). La inhibicidon de la actividad nSMasa impide la fosforilacion de Akt causada en respuesta a
BDNF, pero no interfiere en la activacion de ERK-1/2 ni de p38. El NGF en el modelo de CGN se

NTR

encontraria interactuando con p75" ", ya que el receptor TrkA no esta expresado. Se observa que el

"™® no producen un efecto

tratamiento de las células con NGF y la consiguiente activacion de p75
neuroprotector, y tampoco se encuentra fosforilada Akt, ni ERK-1/2, ni p38. Sin embargo si que se
observa un incremento en la actividad nSMasa en respuesta a NGF que no repercute en un

incremento de la mortalidad de las células mas alla del provocado por el estrés.
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En los resultados obtenidos, la nSMasa no parece intervenir en los procesos de activacion de p38 ni
de ERK-1/2. El tiempo y el nivel de fosforilacion de p38 son aspectos determinantes en el destino que
sufrird la célula. Mientras que fosforilaciones prolongadas se asocian a la induccién de la apoptosis,
fosforilaciones mds moderadas y transitorias se relacionan con la supervivencia en respuesta a
factores tréficos (Roulston et al., 1998; Murphy and Blenis, 2006). Este Gltimo parece ser nuestro
caso, en el que la adicion del BDNF provoca una activacion moderada de p38. En el caso de ERK-1/2,
aunque la nSMasa no parece interferir en su activacién en respuesta a BDNF, si que parece ejercer
una regulacion negativa sobre su nivel de fosforilacién basal, ya que al suprimir la actividad nSMasa
incrementa pERK-1/2. Por lo tanto sobre la via de ERK-1/2, la nSMasa parece ejercer un efecto
contrario al observado para Akt, en el que la actividad esfingomielinasa se requiere para su
activacion. Por otro lado hemos observado que la activacion de Akt es altamente dependiente del
nivel de actividad nSMasa basal, ya que la inhibicién de la enzima impide su fosforilacién. La
fosforilacién de Akt causada por BDNF en estas células parece ser promovida por los receptores Trk,
ya que tratamiento con BDNF no parece promover la actividad nSMasa, pero si que provoca la
fosforilacién y activacion de TrkB (Figura 48A). Por lo tanto pareceria que BDNF se encuentra
actuando a través de TrkB y no de p75""" para promover la supervivencia celular.

NTR

En PC12, un sistema celular que expresa TrkA y p75" ", el NGF provoca un efecto neuroprotector

frente a una privacién de suero. Presumiblemente NGF ejerce este efecto a través del receptor TrkA,

TR ya que no induce la actividad nSMasa (Figura

gue se encuentra fosforilado, pero no a través de p75
48B). El silenciamiento de la nSMasa2 en PC12 demuestra que esta enzima es necesaria para
mantener unos niveles de fosforilacion basal de Akt (Figura 49). Este resultado respalda el observado
en CGN, donde la nSMasa es indispensable para la activacién de Akt en respuesta a BDNF. Sin
embargo el silenciamiento de la nSMasa2 en PC12 no afectar los niveles basales de pERK-1/2. En
cambio en las CGN la inhibicion de la nSMasa provocaba un aumento de la fosforilacidon de los niveles
basales de ERK-1/2. Estos resultados confirman lo observado en CGN, que el aumento en la
supervivencia celular se deriva de la activacién de los receptores Trk. Por accién de la neurotrofina, y

que este efecto es dependiente de nSMasa2.

El efecto provocado por las neurotrofinas en las células depende de multiples factores incluyendo la

NTR expresados en la membrana, el estado celular y el balance

proporcién de receptores Trk y p75
entre las formas maduras e inmaduras de las neurotrofinas. Las relaciones sinérgicas y antagodnicas
que se dan entre las vias promovidas por los receptores Trk y por el p75"™" son muy complejas.
Tradicionalmente se ha considerado el receptor p75"™ como un promotor de la muerte neuronal
pero esta visidon estd ya obsoleta. Dependiendo de las proteinas de membrana con las que esté
interactuando vy si el estimulo viene dado por una neurotrofina o por una pro-neurotrofina, la sefial

promovida por p75""™" puede ser muy dispar.

Existen numerosas publicaciones que describen un efecto inhibitorio de los receptores Trk sobre la

NTR Un claro caso en el que se observa esta interaccién inhibitoria entre

sefializacion mediada por p75
receptores es el bloqueo de la actividad nSMasa inducida por NGF cuando el receptor TrkA esta co-
expresado. Por el contrario si se impide la activaciéon de TrkA mediante el uso de un inhibidor, se ve
aumentada la hidrdlisis de esfingomielina (Dobrowsky et al., 1994, 1995). En PC12 la PI3K activada por

TrkA regula negativamente la actividad SMasa promovida por p75""™, asociandose con aSMasa en
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regiones de membrana relacionadas con caveolas (Bilderback et al., 2001). En células de

NTR

neuroblastoma la regulacion negativa entre TrkAy p75" " estd mediada también por PI3K e involucra

la activacion de PKC (Plo et al., 2004). En nuestro caso también observamos esta inhibicion de TrkA

NTR

sobre p75™ ", ya que en el modelo de PC12 el NGF provoca la fosforilacidon del receptor TrkA mientras

gue no se observa activacidn de la actividad nSMasa (Figura 48). Otro ejemplo de estas relaciones

inhibitorias es que en sistemas donde estan co-expresados p75"""

NTR

y TrkA, la activaciéon de NF-kB por
parte de p75" " es mucho mas lenta que en sistemas donde TrkA no esta expresado (Mamidipudi and
Wooten, 2002). También TrkA media la supervivencia en neuronas del sistema simpatico en
desarrollo a través de silenciamiento de la sefial apoptdtica generada por p75" '« (Majdan et al.,

2001).

NR puede causar también un

efecto inhibitorio en la sefializacién promovida por TrkB. Por ejemplo, al unirse el pro-NGF al p75"™,

En la direccién opuesta a las observaciones anteriores, el receptor p75

éste inhibe la fosforilacién de Akt mediante la activacion de la fosfatasa PTEN (Song et al., 2010). En
otros trabajos el receptor p75"™" presenta ademds un efecto negativo en la activacion de TrkB en
respuesta a BDNF y NT-4/5, que sin embargo no afecta a la activacién de ERK-1/2 provocada por las
neurotrofinas (Vesa et al., 2000). Estos resultados también apuntan a una activacién diferencial de
las vias de sefializacién por parte de los distintos receptores Trk, cada uno de ellos operando a través
de unas proteinas adaptadoras concretas, a pesar del hecho de que todos los receptores Trk
comparten una alta homologia en la secuencia y la estructura del dominio intracelular.

En otras ocasiones los receptores Trk y p75"™" interaccionan de forma sinérgica. La sefializacién de
TrkA y TrkB es facilitada por p75"™ a través de diversos mecanismos. Por ejemplo, el receptor p75"™"
es capaz de provocar la fosforilacion de Akt de forma independiente de TrkA, en un proceso en el que

interviene la PI3K. Ademas la expresion de p75™™"

incrementa la supervivencia en células expuestas a
un estrés por privacion de suero (Roux et al., 2001). Por otra parte, se ha observado en células PC12 y
en CGNs, que TrkA y TrkB provocan la activacion de la proteasa de membrana ADAM17 a través de la
fosforilacion por parte de MEK. La proteasa una vez activa, proteoliza el receptor p75""" produciendo
la liberacién de su dominio intracelular ICD en el citosol (Kommaddi et al., 2011). Este circuito de
retroalimentacion es requerido para sostener la sefalizacidn de supervivencia mediada por las

NTR se acumula en el citosol y modula la actividad de Akt a

neurotrofinas. El fragmento ICD de p75
través de la inhibicién de PTEN, asi como también es capaz de activar a ERK-1/2 (Ceni et al., 2010).
Ademas la disminucion de esfingomielina en la membrana plasmatica o el enriquecimiento de la
NTR por parte de ADAM17, tal y

como se ha demostrado que pasa en el caso del receptor de la interleucina-6, otro sustrato de esta

membrana con ceramida, podrian aumentar el procesamiento de p75

proteasa (Matthews et al., 2003). De acuerdo con estos resultados, un modelo en el cual la activacién
de ADAM17 por parte de la nSMasa contribuyera a la activacién de Akt encajaria con los resultados
presentados en este trabajo, donde BDNF provoca una fosforilacién de Akt dependiente nSMasa en
CGN (Figura 47). Aunque en nuestros datos observamos como el tratamiento con BDNF de las CGN, o
con NGF en PC12, no estimula la actividad nSMasa en condiciones basales, pero podria ser que en
condiciones de estrés celular si la activaran.

NTR

Se ha descrito ademads, que p75 aumenta la sefializacién pro-supervivencia de forma

independiente de los receptores Trk. La unién de ligando a p75"™" es capaz de activar la via Ras/ERK a
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través de la fosforilacidn de las tirosinas Y337 y Y366, situadas en su dominio de muerte (DD), que
reclutan las mismas proteinas adaptadoras que los receptores Trk para activar a Ras (Bléchl et al.,
2004). Todos estos datos sugieren que, aungue no observemos activacion de la nSMasa en respuesta
a BDNF en las CGN, no se puede descartar que la neurotrofina no esté actuando a través de p75""" en
nuestro modelo. La ratio entre los diferentes receptores de neurotrofinas y los niveles de expresion
son importantes en el efecto que desencadenan las neurotrofinas. Teniendo esto en cuenta podria
ser que en nuestro modelo, p75"™" estuviera siendo activado por las neurotrofinas, pero por la
cantidad de receptor expresado, en vez de activarse las vias apoptéticas, dependientes de nSMasa, se
estén activando las de supervivencia. El p75""" podria también estar actuando como complejo

dimérico junto con TrkB.

Otro aspecto importante a tener en cuenta a la hora de discutir los resultados obtenidos es la rapida
conversion que puede sufrir la ceramida producida por la nSMasa en otras moléculas lipidicas que
pueden tener efectos totalmente opuestos. Este proceso, que se ha bautizado como redstato de los
esfingolipidos, se basa en que el balance entre los niveles de ceramida y de esfingosina-1-fosfato
(S1P) determina el destino de la célula. La ceramida puede ser degradada a esfingosina por accion de
la ceramidasa, y esta esfingosina puede a su vez transformarse en S1P a través de la esfingosina
cinasa (SphK). Mientras que altos niveles de ceramida han sido siempre asociados a un incremento de
las vias de muerte celular, el S1P tiene un papel crucial en la supervivencia celular, la migracién y la
respuesta inflamatoria. Puede actuar sobre distintas dianas intracelulares o a través de sus receptores
S1PR en la membrana, después de pasar de la cara interna a la cara externa de la membrana (Hannun
and Obeid, 2008; Van Brocklyn and Williams, 2012). Se ha demostrado que S1P es capaz de activar a
PI3K, Akt y NF-kB, y prevenir asi la sefial apoptotica iniciada por TNF-a (Osawa et al., 2001; Xia et al.,
2002). En PC12 el tratamiento con NGF tiene un efecto neuroprotector mediante la activacién la
enzima SphKy la formacién de S1P a través de TrkA. La acumulacién de S1P protege a las células de la
apoptosis inducida por la privacidon de suero o por la ceramida. Esto indica que NGF actia como un
regulador del balance entre ceramida y S1P en PC12 (Edsall et al., 1997).

Finalmente también se debe mencionar que la ceramida producida por la nSMasa, a parte de los
efectos que pueda tener sobre distintas proteinas involucradas en la sefalizacién, puede provocar
una reorganizacion de la membrana plasmatica. Tratamientos prolongados con C2-ceramida en PC12
inducen la dimerizacién y fosforilacion de TrkA en ausencia de NGF (MacPhee and Barker, 1999). Se
cree que este efecto es debido a que un aumento en los niveles de ceramida puede provocar cambios
en la configuracién de la membrana plasmatica mediante la creacidon de plataformas de ceramida.
Estas plataformas se forman a causa de la poca afinidad que tiene la ceramida por el colesterol, lo
que lleva a estas zonas de membrana a segregarse de los lipid rafts (Blochl and Bléchl, 2007). Esto
facilita el agrupamiento de las proteinas como el TrkA en las zonas de lipid rafts, y a causa de la alta
concentracién de receptor en la zona se produce una activacién independiente de ligando. Ademas
estas plataformas de ceramida pueden inducir la formacién de invaginaciones en la membrana, lo
cual facilita la formacién de poros y de vesiculas.
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2.3. El efecto de supervivencia celular inducido por Hc-TeNT es dependiente de actividad
esfingomielinasa

Resultados previos publicados por nuestro grupo demuestran un efecto neuroprotector del Hc-TeNT
en diferentes tipos celulares sometidos a diversos tipos de estrés. En CGN se ha observado como el
Hc-TeNT protege a las células frente a un estimulo apoptdético como es la privacion de suero y
potasio. PI3K y MAPK intervienen en este efecto de supervivencia celular, ya su inhibicion revierte la
accion del Hc-TeNT. Ademds se observa una induccion de la fosforilacion de varias cascadas en
respuesta a Hc-TeNT, que incluyen ERK-1/2, p90rsk (p90 ribosomal S6 kinase) y CREB (cAMP-
response-element-binding protein) (Chaib-Oukadour et al., 2004). También en un modelo de
induccién de la apoptosis con MPP* en CGN se ha demostrado que Hc-TeNT ejerce un efecto pro-
supervivencia. Hc-TeNT es capaz de promover la fosforilacion de BAD en este modelo, impidiendo asi
su funcién pro-apoptdtica. Ademads induce la actividad de NF-kB permitiendo la transcripcién de
genes relacionados con la supervivencia (Chaib-Oukadour et al., 2009). En este trabajo demostramos
que el Hc-TeNT protege a las células frente a un estrés oxidativo de una forma independiente de
nSMasa. Al inhibir la nSMasa se incapacita la accién neuroprotectora del Hc-TeNT en células PC12
sometidas a un estrés de H,0, (Figura 50). También en un modelo de CGN expuestas a estrés
oxidativo el Hc-TeNT requiere de la actividad esfingomielinasa, ya que el silenciamiento especifico de
nSMasa2 anula su efecto pro-supervivencia (Figura 51). Al igual que en los resultados publicados
anteriormente por el grupo, en este caso el Hc-TeNT esta actuando también a través de la activaciéon
de Akt. Esta fosforilacion de Akt es dependiente de nSMasa, y a inhibirla se encuentra una reduccion
en los niveles de pAkt.

Estos resultados coinciden con los comentados en el apartado anterior, en células sometidas a estrés
y tratadas con neurotrofinas. Se confirma la intervencién de la nSMasa en la activacién de Akt y en la
induccion de la supervivencia celular en respuesta a neurotrofinas y a Hc-TeNT. Nuestro grupo ha
demostrado que la incubacidn de células CGN y de PC12 con Hc-TeNT provoca un incremento de la
ratio ceramida/esfingomielina. Ademas este efecto viene acompafiado de un aumento de la actividad
esfingomielinasa, que es revertido al pre-tratar las células con GW4869, un inhibidor especifico de la
nSMasa (Cubi et al., 2013). La induccién de la nSMasa producida por Hc-TeNT en CGN es similar a la
qgue provoca el NGF. Sin embargo el NGF no es capaz de inducir una respuesta de supervivencia en
estas células. Por el contrario BDNF si que promueve la supervivencia en este modelo celular pero no
produce una activacién de nSMasa. Al igual que en los experimentos anteriores con neurotrofinas es
dificil atribuir el efecto del Hc-TeNT a su interaccidon con un tipo de receptor concreto. Las vias de
NTR’ y Ia
ceramida producida por la nSMasa puede convertirse rdpidamente en S1P u otras moléculas lipidicas.

sefializacién pro-supervivencia pueden ser activadas tanto por receptores Trk como por p75

Por otro lado la activacién de la actividad esfingomielinasa, y el consiguiente aumento de ceramida en
la membrana, en la es una caracteristica descrita para varios patdgenos y virus. Como ya se ha
comentado, la ceramida puede agruparse en determinadas zonas de la membrana produciendo
curvaturas e induciendo la formacion de invaginaciones, poros y vesiculas. Diversas cepas de rinovirus
inducen la formacion de plataformas de ceramida en la membrana y la interaccidén con éstas inicia
diversas cascadas de transduccién dependientes de PI3K (Bentley et al., 2007). Otro ejemplo es el de
Neisseria gonorrhoeae, que también induce la actividad SMasa del huésped para formar plataformas
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de ceramida esenciales para su internalizacién en la célula. Establece interacciones con los receptores
CEACAM (carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule) situados en estos dominios de membrana
qgue desencadenan la activacion de la GTPasa Rac y de JNK (Hauck et al., 1998, 2000). En nuestro
modelo, la induccidon de la actividad nSMasa por parte de Hc-TeNT, promueve la formacidn de
plataformas de ceramida en la membrana plasmatica. Sin embargo estas estructuras no parecen
interferir en el proceso de internalizacién del Hc-TeNT puesto que la inhibicion de la nSMasa no
afecta a la cantidad de fragmento endocitada (Cubi et al., 2013).
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El dominio Hc-TeNT es capaz de acoplarse tedricamente al dominio extracelular D5 de TrkB
en un modelo tridimensional in silico, formando interacciones no covalentes entre los
residuos situados en la interfaz de unidn. El sitio de unién para TrkB no coincide con los sitios
de unidn a polisialogangliosidos.

El péptido sintético D5 es capaz de unirse in vitro al fragmento Hc-TeNT, y ademas bloquea su
unidon a membrana en neuronas granulares de cerebelo.

El fragmento Hc-TeNT interacciona con el receptor TrkB en neuronas granulares de cerebelo,
ya que induce la fosforilacién de las tirosinas del loop de activacién y coincide con el receptor
una vez endocitado en las células. Ademas Hc-TeNT compite con BDNF, un agonista natural
de TrkB, por la unién a la membrana plasmatica, y la presencia de BDNF desplaza el Hc-TeNT
de las vesiculas endociticas positivas para TrkB. Por el contrario NGF no es capaz de producir
este desplazamiento en la unidn ni en la internalizacion.

El fragmento Hc-TeNT inyectado intramuscularmente en ratones localiza conjuntamente con
el receptor TrkB tanto en las membranas presinapticas de las uniones neuromusculares como
en las vesiculas endociticas presentes en el soma de las motoneuronas.

La mutacién de los residuos Y266, K311 y E343 del fragmento Hc-TeNT provoca una pérdida
de interaccion entre éste y TrkB, se disminuye la fosforilacion producida en el receptor asi
como su unidn al péptido D5. De igual manera se detecta una menor cantidad de Hc-TeNT
mutado unido a la membrana plasmatica e internalizado. Por el contrario las mutaciones no
impiden que el fragmento Hc-TeNT sea transportado retroaxonalmente in vivo.

La actividad nSMasa es indispensable para que se produzca el efecto neuroprotector ejercido
por BDNF en neuronas granulares de cerebelo, y por NGF en PC12, sometidas a estrés
apoptético.

Una actividad basal de nSMasa es necesaria para la fosforilacion de Akt inducida por BDNF en
neuronas granulares de cerebelo sometidas a estrés apoptético. Asimismo la nSMasa esta
implicada en la fosforilacidn basal de Akt en PC12.

El fragmento Hc-TeNT induce la supervivencia celular y la fosforilacion de Akt en células
sometidas a estrés oxidativo de forma dependiente de nSMasa, puesto que la inhibicidon o
silenciamiento de ésta anula estos efectos.
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