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ESTUDIO SOBRE LA OLIGOMERIZACION DEL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS P75N™R Y
SU PAPEL EN LA MUERTE CELULAR MEDIADA POR EL ESTRES OXIDATIVO

RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre la proteina transmembrana p75"™%, Ia
cual es un receptor de neurotrofinas, que, entre sus muchas funciones descritas se cree que
ejerce un efecto protector en las células en condiciones de estrés oxidativo. Para ello se ha
sometido células HEK a condiciones oxidantes mediante la incubacidon con H;0; y se han
revelado los lisados de dichos cultivos por western blot. Asi se ha descubierto que p75"™® forma
dimeros en condiciones oxidantes, en los cuales parece estar implicada la cisteina C257
mediante la formacién de un puente disulfuro. Para evaluar la posible implicacion de otra

5NTR wt y con la cisteina mutada

cisteina, la C379, se ha purificado el fragmento intracelular de p7
a alanina (C379A) y se ha evaluado su comportamiento en disolucién, llegando a la conclusién
de que, si bien no es esencial para la formacion de dimeros, si que puede tener una funcién

5NTR mediante citometria de

estabilizandolos. Finalmente se evalud la funcidn protectora de p7
flujo, observandose que la proteina per se no genera ningun efecto protector, pero que en
presencia de la neurotrofina NGF y del receptor tirosin quinasa A (TrkA), actia potenciando el

efecto pro-supervivencia de este ultimo.

ABSTRACT

In the present work, a study has been carried out on the transmembrane protein p75"™, which
is a neurotrophin receptor, which, among other functions described, is believed to exert a
protective effect on cells under oxidative stress conditions. In order to evaluate that, HEK cells
were exposed to oxidizing conditions by incubation with H202 and the lysates obtained were
revealed by western blot. Thus it has been discovered that p75"™ forms dimers under oxidizing
conditions, in which C257 cysteine appears to be involved by the formation of a disulfide bound.
To evaluate the possible implication of another cysteine, C379, the intracellular fragment of

5NTR wt and with a mutation in this cysteine to alanine (C379A) has been purified and its

p7
behavior in solution has been evaluated, reaching the conclusion that, althought it is not
essential for the formation of the dimer, it can have a function stabilizing them. Finally, the

5NTR was evaluated through flow cytometry, observing that the protein

protective function of p7
per se does not generate any protective effect, but that in the presence of the neurotrophin NGF

and the receptor tyrosine kinase A (TrkA), it acts to enhance the pro-survival effect of TrkA.
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1. INTRODUCCION

1.1. LAS NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas, o factores neurotréficos son una familia de moléculas homodiméricas que se
encargan del mantenimiento y supervivencia de las neuronas y ejercen un papel muy importante
en el control de la plasticidad sinaptica (Vilar & Mira, 2016). En mamiferos existen cuatro
neurotrofinas: El factor de crecimiento neuronal (NGF), el factor neurotréfico derivado del

cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3) y la neurotrofina 4 (NT4) (Bothwell, 2014).

NGF fue la primera neurotrofina descubierta, en la década de los 50 por Rita Levi Montalcini y
Stanley Cohen, valiéndoles el premio Nobel en Fisiologia o Medicina (Cohen, Levi-Montalcini, &
Hamburger, 1954; Levi-Montalcini, Meyer, & Hamburger, 1954). Esta neurotrofina se une
principalmente a dos receptores de membrana en el cerebro, p75" ™y el receptor tirosin quinasa
A (TrkA) (Bartkowska, Turlejski, & Djavadian, 2010). También es capaz de unirse con menor
afinidad a un tercer receptor de membrana, el receptor sortilina, en su forma no procesada
(proNGF) (Nykjaer et al., 2004) (Figura 1). Varios estudios indican que cumple diversas funciones
dentro del sistema nervioso como estar implicado en la regulacion de la hiperalgesia mediante
la regulacion positiva de los neurotransmisores peptidicos expresados por neuronas
relacionadas con la deteccidn de estimulos potencialmente dolorosos, como regular la
arquitectura neuronal promoviendo un aumento en la arborizacién dendritica y la longitud en
neuronas simpaticas, o su implicacién en la muerte neuronal mediada por ceramida al activar la
hidrdlisis de la esfingomielina mediante unién al p75"™ o la mediada por la unién de proNGF al

complejo p75"™-sortilina (Frade & Barde, 1998; Vilar & Mira, 2016).

BDNF se une principalmente al receptor tirosin quinasa B (TrkB) y p75"™ (Bartkowska et al.,
2010), y en su forma no procesada (proBDNF) al receptor sortilina (Teng et al., 2005) (Figura 1).
Entre las funciones que se cree que realiza se encuentran su efecto regulador en la migracion de
neuroblastos a lo largo de la corriente migratoria rostral (RMS), su efecto promotor en la
neurogénesis hipocampal y la biosintesis de colesterol, y su implicacién en la regulacion de las
fases tardias de la diferenciacién neuronal, el crecimiento dendritico y la ramificacién y

elongacion axonal (Numakawa et al., 2010; Vilar & Mira, 2016).

NT3 se une principalmente al receptor tirosin quinasa C (TrkC), aunque también se puede unir
a TrkA, TrkB y p75N™® (Bartkowska et al., 2010), y en su forma no procesada (proNT3) al receptor

sortilina (Yano, Torkin, Martin, Chao, & Teng, 2009) (Figura 1). Diversos estudios indican que



participa en los procesos de aprendizaje y memoria estimulando diferenciacion neuronal y
supervivencia de neuronas recién nacidas, en la maduracién de las neuronas propioceptivas y
nociceptivas, o el crecimiento local de axones simpaticos (Lin et al., 2018; Manti, Brown, Perez,

& Piedimonte, 2017; Vilar & Mira, 2016).

NT4, al igual que BDNF se une a TrkB y p75"™, y en su forma no procesada (proNT4) al receptor
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Figura 1. Representacidon esquematica de la capacidad de interacciones entre las neurotrofinas y
proneurotrofinas y sus ligandos especificos. La afinidad entre los componentes de ambos grupos esta
representada por flechas gruesas (alta afinidad) y flechas delgadas (baja afinidad). Modificada de

(Bartkowska et al., 2010)

sortilina (Bartkowska et al., 2010) (Figura 1). Entre sus funciones estudiadas se encuentra la
promocién del crecimiento y supervivencia de las neuronas sensoriales, y la supervivencia de

motoneuronas, y neuronas colinérgicas y dopaminérgicas (Manti et al., 2017).

1.2. EL RECEPTOR DE NEUROTROFINAS P75N™®

1.2.1. INTRODUCCION

El receptor de neurotrofinas p75"™ fue clonado por primera vez en 1986 (Chao et al., 1986;
Radeke, Misko, Hsu, Herzenberg, & Shooter, 1987). Es el miembro fundador de la familia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Sin embargo, a pesar de las similitudes
estructurales entre p75"™® y el resto de miembros de la familia, se diferencia en multiples
aspectos de ellos como por ejemplo su capacidad para actuar como correceptor de los
receptores tirosin quinasa (TRK) (Roux & Barker, 2002), o el hecho de que sus ligandos son
moléculas homodiméricas solubles en vez de moléculas triméricas sintetizadas inicialmente
como proteinas de membrana que, o bien son procesadas como proteinas solubles (como TNF),

o bien permanecen ancladas a la membrana (como TRAIL) (Gruss, 1996).



Este receptor se encuentra presente en el sistema nervioso en desarrollo con expresién en
neuronas periféricas, dentro de la médula espinal y en todo el cerebro (Patrik Ernfors, Lee,
Kucera, & Jaenisch, 1994). Se expresa en muchos tipos de células neuronales como en células
madre neurales, astrocitos, precursores de oligodendrocitos, células de Schwann y células de la
glia de la glandula olfativa (Cragnolini & Friedman, 2008). Varios tejidos no neurales también
expresan el receptor durante alguna etapa del desarrollo, como el rifidn y el musculo (P Ernfors
et al.,, 1991; Wheeler & Bothwell, 1992). Después de las etapas de desarrollo solo algunas
poblaciones de neuronas retienen la expresion del receptor como las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal o las neuronas sensoriales y motoneuronas dela espina dorsal (Patrik Ernfors,

Henschen, Olson, & Persson, 1989; Friedman, Olson, & Persson, 1991).

1.2.2. ESTRUCTURA

P75 debe su nombre a su peso molecular aparente, 75 kDa en humanos, determinado
principalmente por las modificaciones postraduccionales del tipo N- y O-glicosilacién que sufre
en el dominio extracelular (Roux & Barker, 2002). Tras la eliminacion de los 28 aminoacidos del
péptido sefal, se convierte en una proteina de membrana de tipo | de 399 aminodcidos, la cual
es capaz de formar homodimeros mediante una cisteina (Ciszs7) ubicada en el segmento

transmembrana de la proteina (Vilar et al., 2009).

El dominio extracelular (ECD) contiene cuatro dominios ricos en cisteinas (CRDs) colocados en
tdndem (Figura 2) que contienen 3 puentes disulfuro intracatenarios. Diversos modelos y
estudios apuntan a que el CRD3 es el principal responsable de su uniéon a neurotrofinas
(Chapman & Kuntz, 1995; Shamovsky, Weaver, Ross, & Riopelle, 2008). El ECD presenta una
seccion préxima a la membrana denominada “stalk domain” susceptible de ser O-glicosilada,
modificacién que condiciona su sublocalizacidn en la membrana en células polarizadas (Yeaman

et al., 1997).

Ademas del ECD, también el dominio intracelular (ICD) también presenta modificaciones
postraduccionales como la palmitoilaciéon de la cisteina 279 (Cisz79) o la fosforilacién de sus
residuos treonina y serina (Barker, Barbee, Misko, & Shooter, 1994). Todavia no se sabe con
exactitud la funcién de estas modificaciones, pero algunos estudios sugieren que se encuentran
relacionadas con la regulacidn el procesamiento proteolitico de la proteina (Underwood, Reid,
May, Bartlett, & Coulson, 2008). Este dominio no posee actividad enzimatica intrinseca y su
sefalizacion se debe a su unién con otras moléculas como TRAF6 (Khursigara, Orlinick, & Chao,

1999) o Rho-GDI (Yamashita & Tohyama, 2003) al dominio de muerte (DD).
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Figura 2. Estructura de la proteina p75"™®. Extraida de (Carpio, 2016)

1.2.3. FUNCIONES

a. Muerte y supervivencia celular

Se havisto que p75"™ participa en la iniciacion de la muerte temprana de neuronas en desarrollo
(Huang & Reichardt, 2001), neuronas de la retina (Roberti, Mantelli, Macchi, Massaro-Giordano,
& Centofanti, 2014), neuronas simpaticas (Kenchappa et al., 2010) y oligodendrocitos (Beattie
et al., 2002). También se ha comprobado que, en colaboracion con el receptor sortilina puede
mediar la muerte selectiva de las neuronas con conexiones débiles o dafiadas después de
lesiones en el sistema nervioso o durante el desarrollo, proceso que se llama estrategia

neurotrofica (R. B. Meeker & Williams, 2015).

Sin embargo, a pesar de la cantidad de estudios que demuestran su participacién en los procesos
de apoptosis y muerte neuronal, otros muchos revelan su papel en la proteccidn y recuperacion
del sistema nervioso. Algunas de las primeras indicaciones de que el receptor puede promover
la supervivencia neuronal provinieron del analisis de ratones “Knock out” de p75"™?, que
revelaron una pérdida significativa de la inervacidn sensorial de las extremidades, y una pérdida
del 50-75% de las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal (DRG) (Lewin & Carter, 2014).
Posteriormente, y tras muchas mds investigaciones se ha comprobado que gran parte de estas

funciones promotoras de la supervivencia dependen en gran medida de su interaccion con los



receptores Trk. Es capaz de unirse a TrkA formando un complejo heterodimérico que es capaz
de unirse a la neurotrofina NGF con alta afinidad, mucho mayor que cualquiera de los receptores
de forma separada, aumentando de esta manera las sefiales promotoras de supervivencia y
proliferacion de TrkA (Lewin & Carter, 2014). Ademas también puede regular la selectividad de
TrkA para con otras neurotrofinas, como NT-3, cuya unidn a Trka es necesaria para promover el

5NTR se une a TrkA hace que su

crecimiento axonal pero no la supervivencia. Cuando p7
selectividad para con NGF aumente con respecto a NT-3, promoviendo supervivencia (Lewin &
Carter, 2014). Algo parecido ocurre con TrkB que incrementa su selectividad hacia BDNF con
respecto a NT-3 y NT-4, lo que promueve sefializacién promotora de la supervivencia y

proliferacion (Ferrer, Ballabriga, & Marti, 1998).

Ademas también puede promover la supervivencia de forma independiente de los receptores
Trk. Aunque la mayoria de los mecanismos no estan del todo esclarecidos aln, se ha descubierto
que una de las rutas de sefializacion relacionadas involucra al factor nuclear kappa B (NFkB)
(Carter et al., 1996), el cual aunque también actua en el sistema nervioso se caracteriza mejor
por su papel en el sistema inmunitario, donde actia regulando de forma positiva determinadas
citocinas y genes pro-supervivencia (Lewin & Carter, 2014). También se ha demostrado que
p75"™® controla la estabilidad HIF1a, un factor de transcripcién inducido por estrés oxidativo que
controla la expresion de una amplia variedad de genes implicados en la proteccién frente
especies de oxigeno reactivas y ademas promueve la supervivencia celular (Hu, Wang, Chodosh,

Keith, & Simon, 2003; Le Moan, Houslay, Christian, Houslay, & Akassoglou, 2011).

b. Plasticidad sinaptica

La regulacion de la plasticidad neuronal también viene regulada por p75"™®. Se ha visto que juega
un papel importante en la disminucidn de las conexiones sinapticas, proceso conocido con el
nombre de “long-term depression” (LTD). Aunque no se comprenden muy bien las causas de
este hecho, la expresidon de algunos receptores de glutamato en animales “Knock out” para
p75"™® ha resultado ser deficiente en comparacién con los animales control y, dado que la
sefializacion glutaminérgica es esencial para el desarrollo de la LTD, se podria considerar que
éste hecho es la causa que subyace a la deficiencia en la LTD en estos animales. En particular se
ha encontrado reducida la expresion de la subunidad NR2B del receptor NMDA vy las
subunidades GIuR2 y GIluR3 del receptor AMPA (Rosch, Schweigreiter, Bonhoeffer, Barde, &
Korte, 2005; Woo et al., 2005).

Se ha sugerido que el ligando responsable de la accién de p75N™ promotora de la LTD es

proBDNF. Dado que esta neurotrofina tiene una accidon promotora de la llamada “long term



potentiation” (LTP), proceso contrario a la LTD que implica un aumento del nimero de las
conexiones sinapticas, cuando es cortada por la proteasa plasmina, dando lugar a BDNF (Pang
et al., 2004); se ha hipotetizado que, en el caso de no ser cortada, podria unirse a p75"™" y

promover la LTD (Je et al., 2012).

También se ha propuesto que p75"™ puede regular la plasticidad sindptica mediante la
modulacién de la morfologia dendritica, habiéndose detectado un aumento en la densidad y
complejidad de las espinas dendriticas (Zagrebelsky, 2005), lugar donde se ha comprobado la
expresion de p75N™® (Woo et al., 2005). Estos resultados sugieren que el receptor puede ser
importante para la regulacién de estas estructuras postsinapticas, reduciendo el tamano y la

cantidad de éstas, lo cual estd asociado a un aumento en la LTD (Zhou, Homma, & Poo, 2004).

c. Regulacién del ciclo celular

Se han descrito distintas proteinas que interaccionas con el ICD de p75"™ y que participan en el
ciclo celular. Una de ellas es SC-1, una proteina con un dominio “dedo de zinc”, la cual se ha visto
que es translocada del citoplasma al nicleo cuando NGF se une a p75"™® en células COS ( a
Chittka & Chao, 1999). En estas células se ha comprobado que SC-1 tiene un efecto bloqueante
sobre la proliferacidn celular mediante la represion de la transcripcion de la ciclina E (A. Chittka

et al.,, 2004).

Otras proteinas del ciclo celular que se ha encontrado que interactian con p75"™® son NRIF1,
NRIF2 y NRAGE (Benzel, Barde, & Casademunt, 2001; Salehi et al., 2000). Se ha comprobado que
estas proteinas causan apoptosis en neuronas, precursores neurales y células de Schwann, y
dado que ambas proteinas promueven la regulacidn positiva de la proteina supresora tumoral

5NTR ‘estas proteinas

p53, se ha especulado con la posibilidad de que debido a la activacién de p7
promuevan la expresion de genes del ciclo celular que a su vez promuevan un aumento de los

niveles de p53, provocando la muerte de la célula (Lewin & Carter, 2014).

También se ha visto, mas recientemente que Bex1 interacciona con p75"™R. Esta proteina se
encuentra implicada en la progresion del ciclo celular, impidiendo que la célula salga de él y se
diferencie. Su interaccién con p75"™ sugiere que ésta proteina podria actuar regulando la
actividad de p75"™ en funcidn de la fase del ciclo celular en la cual la célula esté (Vilar et al.,

2006).

d. Actividad en células inmunes y de mantenimiento
Bajo condiciones patoldgicas se ha observado un incremento de la expresidon de p75N"™ en

macréfagos y microglia (R. Meeker & Williams, 2014). Se ha comprobado que tiene un efecto



supresor sobre la actividad de estas células que estd mediado por estrégenos, aunque no se
conocen con detalle los mecanismos por los que esto tiene lugar (Nordell, Lewis, Bake, &
Sohrabiji, 2005). Ademas se ha visto su expresién en astrocitos (Hutton, DeVellis, & Perez-Polo,
1992). Aunque no se tiene muy claro su papel en estas células, se piensa que actua regulando
su proliferacién en lesiones, inhibiéndola mediante el bloqueo del ciclo celular, atenuando de

este modo la cicatrizacién glial (Cragnolini & Friedman, 2008).

e. Funciones fuera del sistema nervioso

Ademas de todas las funciones y papeles que desempefian las neurotrofinas y sus receptores en
el sistema nervioso, también se ha observado su expresidn en otras areas y tejidos fuera de éste.
Asi pues podemos encontrar a p75"™® llevando a cabo teniendo diferentes funciones como la
participacion en el desarrollo del sistema circulatorio y (Caporali et al., 2008; Von Schack et al.,
2001), en la morfogénesis del rindn (Huber, Hempstead, & Donovan, 1996) o el ciclo de

crecimiento de los foliculos capilares (Botchkarev, Botchkareva, Peters, & Paus, 2004).

A nivel patoldgico, p75"™ interviene en la progresién tumoral de los melanomas, actuando como
marcador de células madre tumorales (Boiko et al., 2010). También se ha visto su presencia en
células mioepiteliales en lesiones benignas y carcinomas in situ mientras que su expresion en
carcinomas invasivos se encontraba practicamente ausente, pudiendo ser usado para descartar
patologias invasivas o evaluar lesiones esclerosantes complicadas (Popnikolov, Cavone, Schultz,

& Garcia, 2005).

1.2.4. IMPLICACIONES EN ESTRES OXIDATIVO

Ademas de las funciones previamente mencionadas anteriormente, se ha observado que p75"™
juega en células un papel protector frente a la muerte mediada por estrés oxidativo,
aumentando la viabilidad de éstas mediante un proceso en el que se cree que intervienen tanto
el propio receptor como TrkA y la neurotrofina NGF (Wang, Dow, Riopelle, & Ross, 2001). No se
conoce con exactitud el mecanismo por el que esta funcidn es llevada a cabo, pero se sospecha
gue podria estar relacionada con la promocién de la fosforilacidn de la proteina AKT, una protein
quinasa que se ha visto previamente que interviene en vias de sefializacion que ejercen un
efecto protector en condiciones de estrés oxidativo en neuronas centrales y periféricas (Mi,

Rogers, Mirnics, & Schor, 2009).

u u u funcié ioxi io qu vé u
Para que p75"™ cumpla su funcidn antioxidante es necesario que pase a través de todo un
proceso que incluye dimerizacidn, corte proteolitico y liberacién del fragmento intracelular (ICD)

al citosol, y posterior fosforilacion del ICD para su interaccion con proteinas del citosol (Tyurina



et al., 2005; Zhang, Mi, & Schor, 2009). Luego todo parece indicar que el ICD tiene la clave del
efecto antioxidante de la proteina. El ICD se obtiene mediante el corte de dos proteinas sobre
el receptor. Primeramente, la o-secretasa, una metaloproteina que corta p75"™, liberando el
dominio extracelular (ECD) y dejando anclado a la membrana el resto de la proteina, lo que se
denomina como el fragmento C-terminal (CTF). Este fragmento sera posteriormente cortado por
la y-secretasa, una proteasa aspartica embebida en la membrana, lo que provocard la liberacion
al citosol del dominio intracelular (ICD) (Figura 3). Se ha visto que, de hecho mutaciones en la
subunidad presenilina-1 de la y-secretasa que tienen lugar en el Alzheimer familiar, impiden el
correcto corte del CTF y la liberacién del ICD, pudiendo asi explicar la pérdida de neuronas en
pacientes de Alzheimer (Zhang et al., 2009). Con todo, a partir de ahi no se conoce con detalle
la ruta y mecanismo de actuacién que sigue el ICD para generar ese efecto protector frente al

estrés oxidativo.

a-secretasa

Corte extracelular mediado Corte intracelular mediado
por metaloproteasa por y-secretasa

Figura 3. Esquema del corte proteolitico de p75"™® en dos pasos. El primero viene mediado por la a-
secretasa que libera el fragmento ECD al medio extracelular, generando el fragmento CTF que
permanece anclado a la membrana y que serd posteriormente cortado por la y-secretasa, liberando

el ICD al citosol. Imagen extraida de (Carpio, 2016).



2. OBJETIVOS

- Estudiar estructuralmente la reaccion de p75"™ en condiciones de estrés oxidativo.

5NTR

- Estudiar diferencialmente el papel de p7 y mutantes en la viabilidad celular.

5NTR

- Proponer un mecanismo de accién plausible de p7 para explicar su efecto protector

en condiciones de estrés oxidativo

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. PURIFICACION DE LA PROTEINA

Para el proceso de purificacién de las proteinas p75"™ ICD wt, p75N™ ICD C379S se utilizé como
pldsmido pHis8 con resistencia a kanamicina al cual se le habia previamente insertado el gen de
la proteina, y para la Anexina V se utilizé el pldsmido proxHTb con resistencia a ampicilina.
Ambos plasmidos poseen una cola de histidinas que facilitard su posterior purificacién por

cromatografia de afinidad.

Con estos plasmidos se transformaron E. coli BL21 mediante choque térmico y se seleccionaron
las bacterias transformadas haciéndolas crecer en una placa de LB agar suplementado con
ampicilina (100 pug/ml concentracion final) o kanamicina (50 pg/ml concentracién final). Con
las bacterias seleccionadas se preparé un preindculo haciéndolas crecer a 37 °C con
agitacion en medio LB liquido suplementado con ampicilina (100 pg/ml concentracion final)
o kanamicina (50 pg/ml concentracion final) durante toda la noche. Después se preparo el
indculo en un medio LB liquido, al cual se le afadieron el preindculo y los antibidticos y
posteriormente, tras comprobar mediante medicidon de la absorbancia que la densidad
Optica del indculo era de 0,8 (mientras se incubaba en agitacién a 37 °C), se adiciond IPTG
(1 mM concentracion final) con el objetivo de inducir la sintesis de la proteina y se extrajeron
muestras a diferentes tiempos, las cuales se sometieron a electroforesis en geles al 15%
(p75N™ ICD wt, p75N™R ICD €379S) o0 al 12% (Anexina V) de acrilamida, se tifieron durante 30 min
en solucion de tincion ((Azul Coomasie 0,2%, Metanol 45%, Ac. Acético 10%) y se destifieron en
solucidn de destincidn (Metanol 5%, Ac. Acético 7%), observandose una aumento progresivo del
tamafio de las bandas correspondientes a la proteina purificada (22 kD aproximadamente en el
caso de p75"™® wt y p75N™® C379S, y 35 kD aproximadamente en el caso de la anexina V)
conforme avanza el tiempo hasta un pico de expresién maxima de 3 horas y un posterior
decaimiento de la cantidad de proteina fruto de la degradacion proteica si se dejaba continuar

la induccidn durante toda la noche (Figura 4). De esta manera se establecieron las 3 horas
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como el tiempo elegido para la induccién. Luego de la induccion se centrifugd 15 min a 6500
g para sedimentar las bacterias y se resuspendieron en buffer TNE (Tris 50 Mm, NaCl 150
mM, EDTA 1 mM a pH 7,4), adicionado con cocktail de inhibidores de proteasas 5xy DTT (10
mM concentracién final). Se sonicaron durante 20 min a intervalos de 1 segundo y se
centrifugaron a 20000 g 30 min. Posteriormente, el sobrenadante se mezclé con binding
buffer (50 mM fosfato, 100 mM NaCl a pH 7,5) mezclado con un volumen adecuado de
resina Ni**-agarosa (Agarose bead technologies) previamente equilibrada en columna
mediante la adicién de secuencial de un volumen de agua, un volumen de NiCl; 0,1 M, dos
volumenes de agua y un volumen de binding buffer; y se incubaron durante 2 h en agitacién
a 4 °C; de esta manera la cola de histidinas se unio a la resina. Después se hizo pasar por
una columna cromatografica Econo-Column™ 1x10 c¢cm (Bio-Rad), seguido de varios
volumenes de binding buffer para eliminar aquellos compuestos que no se hayan unido a la
columna, hasta que la absorbancia medida a 280 nm sea inferior a 0,03. Luego se hacen
pasar varios voliumenes de stringent wash buffer (50 mM fosfato, 250 mM NaCl, 10 mM
imidazol a pH 7,5) para eliminar las sustancias que se hayan unido a la resina con poca
afinidad, hasta que la absorbancia medida a 280 nm sea inferior a 0,03 Finalmente se eluye
la muestra en alicuotas mediante la adicion de buffer de elucién (50 mM fosfato, 100 mM
NaCl, 10 mM imidazol, 10 mM DTT a pH 7,5) que contiene imidazol, el cual tiene mas
afinidad por el niquel de la resina que la cola de histidinas e ird desplazando a la proteina.
El eluido se recogié en alicuotas, las cuales se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C. Se reservé un pequefio volumen de las alicuotas de la elucidn, las
cuales se sometieron a electroforesis en geles al 15% (p75"™ ICD wt, p75"™ ICD C379S) o al
12% (Anexina V) de acrilamida junto con otras muestras obtenidas a lo largo de los distintos
pasos del proceso de purificacion (sonicacién, centrifugacién, paso por la columna, lavado,
stringent wash), se tifieron durante 30 min en solucion de tincidn y se destifieron en solucién de

destincién. (Figura 4)
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Figura 4. Comprobacion de la induccién de la expresion proteica (izquierda) a tiempos Oh, 1h, 2h, 3h y/o
toda la noche (O/N); y seguimiento de la purificacion en los diferentes pasos de la misma (derecha) de
(A) p75"TR ICD wt, (B) p75"TR ICD C379S y (C) Anexina V. Las bandas correspondientes a cada proteina se
encuentran marcadas con una flecha. Todas las muestras se han corrido en geles al 15% (A) y (B) o al 12%
(C) de acrilamida por electroforesis, se han tefiido 30 min en solucidn de tincién y se han destefiido en

solucion de destincidn.
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3.2. MARCAIJE DE LA ANEXINA V

La anexina es una proteina particularmente util para experimentos de citometria, ya que se une
a la fosfatidil serina cuando esta pasa de estar en la cara citosdlica de la membrana celular a
estar en la cara externa, proceso que se da en los primeros estadios de la apoptosis. Por lo tanto
constituye un buen marcador para detectar la apoptosis temprana (Fadok, Bratton, Frasch,
Warner, & Henson, 1998). Sin embargo no emite fluorescencia per se, con lo cual para ser
detectada por el citmetro ha de ser marcada con una sustancia que si lo haga. En este trabajo
se ha usado el isotiocianato de fluoresceina (FITC) que tiene un pico de excitacidn maxima a 518

nm en la regién verde-azulada del espectro.

Para marcar la anexina primero se dializd la proteina purificada para eliminar el imidazol durante
toda la noche en agitacion suave a 4 °C frente al buffer de didlisis (100 mM carbonato sédico a
pH 9). Posteriormente, en tubos protegidos de la luz se afiadid el FITC (1 mg/ml concentracidn
final) en incrementos de 5 pl, agitando después de cada incremento. Luego se dejé 4 h en
agitacién a 4 °C y finalmente se dializé la anexina marcada para eliminar el exceso de FITC

durante toda la noche en agitacidn suave a 4 °C frente a PBS a pH 7,2.

3.3.  ENSAYO DE FPLC

La proteina purificada se pasé por un filtro de 0,22 A a 13400 g 2 min para eliminar los agregados
proteicos. Luego se hizo pasar por una columna cromatografca de exclusidon Superose 6 Increase
10/300 GL (Sigma Aldrich), conectada a un sistema cromatografico FPLC AKTA (GE Healthcare)
en presencia de buffer fosfato (50 mM fosfato, 200 mM NaCl a pH 7,5) a flujo constante 0,5
ml/min, recogiéndose en alicuotas los diferentes picos del cromatograma. Posteriormente se
pasaron por un gel de electroforesis de acrilamida al 15% con o sin previa incubacién en hielo
durante 1 h en agua oxigenada (10 mM concentracidn final), con posterior tincidn en solucion

de tincidn (indicada antes) 30 min y destefida en solucién de destincién.

3.4. CULTIVOS CELULARES

Para los cultivos celulares se utilizaron células HEK 293, una linea celular de células embrionaria
de rifidn humano, ampliamente usada en biologia debido a si facil manejo y alto rendimiento en
transfeccion. Estas células se almacenaron en nitrégeno liquido en presencia de
dimetilsulfésxido (DMSO), un crioprotector. Se descongelaron en placas Petri con medio de
cultivo DMEM (Corning) suplementado con un 10% de suero fetal bobino (FBS), un 1% de
cocktail de antibidticos penicilina-estreptomicina y un 1% de L-glutamina atemperado (DMEM

completo) a 37 °Cy al dia siguiente se les cambid el medio de cultivo para eliminar el DMSO, ya
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qgue puede tener efectos toxicos. Para su transfeccién se cultivaron a 37 °C en medio DMEM
completo y se utilizé el reactivo polietilenimina (PEI) (1 pg/ml concentracion final). 2 h antes de
la transfeccién se cambid el medio a las placas y antes de transfectar se prepard la mezcla de
tranfeccién consistente en DMEM sin suero, PEl y 1 ug del pldsmido a transfectar. La mezcla se
dejé 15 minutos incubando a temperatura ambiente antes de afiadirla a la placa de células. Para
los distintos experimentos las células se trataron con H,0; a diferentes concentraciones (0,001,
0,01, 0,1, 1 0 10 mM concentracién final) y diferentes tiempos (5 min, 2, 3,4y 6 h) dependiendo

del experimento; y/o también se trataron con NGF 100 uM concentracion final.

3.5. ENSAYO DE BIOTINILACION

Aqui se aprovecho la capacidad e la biotina para unirse de forma inespecifica a las proteinas, y
alaincapacidad que tiene para pasar por si misma la membrana plasmatica, para dejar marcadas
todas las proteinas de la cara extracelular de la membrana. Posteriormente y gracias a la unidn

de alta afinidad entre la biotina y la estreptavidina, se pueden aislar dichas proteinas del resto.

Para el ensayo de biotinilacion se lavaron 3 veces las células con PBS frio, se afiadié 100 pl de
solucion de EZ-Link™ Sulfo-NHS-Biotin (Thermo Fisher) 20 mM en PBS, por cada ml de células
y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30 min. Para quitar el exceso de biotina se lavd
tres veces con solucion de glicina 100 mM en PBS. Posteriormente se lisaron las células, se
centrifugaron a 16000 g 10 min y se recogio el sobrenadante. Entonces se afiadid la resina
magnética Streptavidin Mag Sepharose™ (GE Healthcare Life Sciences) disuelta en buffer TNE,
la cual tiene estreptavidina que se une a la biotina; y se dejé incubando en agitacién a 4 °C durante
2 h. Luego se lavd dos veces con buffer TNE en presencia de un iman, de manera que la resina
magnética se quedd unida a él y todas las moléculas biotiniladas, se quedaron unidas a la
estreptavidina de la resina. Finalmente se resuspendieron en buffer de carga de electroforesis 2x

no reductor, se hirvieron a 95 °C 5 min para separar las proteinas de la resina magnética.

3.6. WESTERN BLOT

Todas las muestras celulares fueron tratadas con tampdn de lisis en presencia de yodoacetamida
10 mM y centrifugadas 16000 g 10 min, conservandose el sobrenadante, el cual se mezclaria con
tampon de carga para electroforesis 4x y se desnaturalizaria a 60 °C 5 min. Luego se cargaron
las muestras en geles al 8 o al 15%, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Amersham™
Protram™ 0,2 pm NC (GE Healthcare Life Science) durante 2 h a temperatura ambiente y se
bloquearon con leche al 5% en TTBS para el resto durante 45 min. Tras 2 lavados con TTBS de
10 min se incubd toda la noche con el anticuerpo primario rabbit anti-p75 1:10000 (Promega).

Posteriormente se lavd 2 veces con TTBS otra vez y se incubd 1 h con el anticuerpo secundario
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goat anti rabbit IRDye™ 800CW 1:10000 (Li-Cor Biosciences) y finalmente se lavé 2 veces con
TTBS y se obtuvo la sefial mediante un detector Odissey™. En los casos en que se realizé una
cuantificacion densitométrica de las bandas se utilizé el programa informatico Image-Quant (GE

Healthcare Life Sciences).

3.7. ENSAYO DE CITOMETRIA DE FLUJO

Para realizar el estudio de la viabilidad celular mediante citometria de flujo se marcaron las
células mediante dos fluoréforos distintos para discernir entre dos tipos de muerte. El primero
es la anteriormente mencionada anexina V que actia como marcador de la apoptosis temprana
y cuya emision por parte del FITC con la que esta marcada se encuentra en la franja verde-
azulada del espectro, mientras que el segundo es el yoduro de propidio que tiene un pico de
emisién maxima a 617 nm en la region del rojo en el espectro. El yoduro de propidio (IP) es un
agente intercalante que se une al ADN siendo indicador de necrosis, o bien de apoptosis en un
estado muy avanzado, ya que necesita entrar en la célula para tefirla y en los primeros estadios

de la apoptosis la membrana celular permanece intacta.

Para preparar las muestras para realizar el ensayo de citometria primero se retiré el medio de
cultivo, reservandolo en un tubo aparte. Luego se levantaron las células de la placa con tripsina,
se mezclaron con el medio y se centrifugaron a 300 g durante 4 min. Se retird el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en PBS frio y se volvieron a centrifugar a 300 g 4 min. Se volvié a retirar
el sobrenadante y se resuspendio el pellet en buffer de unién de anexina V (10 mM Hepes, 140
mM NaCl, 2,5 mM CaCl, a pH 7,4). Se centrifugd una ultima vez a 300 g 4 min, se retird el
sobrenadante y se resuspendio el pellet de células en buffer de unién de anexina V. Luego se
envolvieron los tubos en papel de aluminio y se les afadio 1 pl de la anexina purificada y 1 pl de
yoduro de propidio, seguido de una posterior incubacion a temperatura ambiente en oscuridad
durante 15 min. Finalmente con las muestras ya preparadas se procedid a realizar el andlisis
citométrico en un citdmetro BD FACSCanto™ (BD Biosciences), excitando 488 nm y detectando

la fluorescencia en los rangos de 564-606 nm (yoduro de propidio) y 515-545 (FITC).

Para la puesta a punto del sistema se utilizaron células HEK 293 sin tratar y, siguiendo el
procedimiento descrito anteriormente se marcaron las células con IP y anexina V (Figura 5 D),
anexina V solo (Figura 5 C), IP solo (Figura 5 B), o no se marcaron (Figura 5 A). Se pasaron por el
citémetro, ajustando los laseres de manera que se consiguiera una éptima divisidon poblacional

en 4 cuadrantes: Q1, Q2, Q3 y Q4. En Q1 apareceran las células que solo daran positivo para IP,
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Figura 5. Puesta punto del sistema de citometria de flujo en los que se representan los histogramas
poblacionales correspondientes a las poblaciones que dan sefial positiva para FITC (izquierda) y IP
(derecha) de las células sin marcar (A), marcadas con IP (B), marcadas con anexina V (C) y marcadas tanto
con IP como con anexina V (D). En los histogramas se representan los picos de anexina V como P2 (suma
de las sefiales obtenidas en Q2 y Q4) y los de IP como P3 (suma de las sefales obtenidas en Q1 y Q2).
También se representan las poblaciones correspondientes a la muestra de células marcadas con ambos

fluoréforos en su distribucion en cuatro cuadrantes (D abajo).

en Q2 aquellas que sean positivas tanto para IP como para el FITC de la anexina V, en el Q3
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aquellas no den positivo para ninguna y finalmente en Q4 aquellas que den positivo solo para

anexina (Figura 5 D).

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se ha realizado un t-test pareado de dos colas. Los datos se
representaron como la media % la desviacion estandar de la media (SEM), siendo n el numero

de réplicas utilizadas en cada experimento. Se tomd como significativo un valor de p <0,05.

4. RESULTADOS

4.1. ESTUDIO DE LA DIMERIZACION DE P75N™ EN AMBIENTE
OXIDATIVO

5NTR se sometid a las

Con objeto de encontrar posibles diferencias en el comportamiento de p7
células en cultivo a un agente oxidante, en este caso H;0; a una alta concentracién (10 mM)
para ser capaz de hacer una comparacion diferencial entre las muestras sin tratar y las tratadas
con el agente oxidante de forma facil. Esta concentracién excede los niveles fisiolégicos
habituales en las células pero se ha descrito en la explosion oxidativa durante la fagocitosis
mediada por neutrdfilos (Hampton, Kettle, & Winterbourn, 1998). Se incubé a las células con el
agente oxidante durante 5 min (tiempos mayores demostraron ser letales para las células), y se
lisaron para someterlos a electroforesis en condiciones no reductoras (con objeto de ver
posibles asociaciones oligoméricas) realizar un western blot frente a la fraccion extracelular de
p75"R, La diferencia méas notable que se observé al comparar las muestras tratadas y no tratadas
con H;0; es la aparicién de una banda a alrededor 150 kD (Figura 6 B), peso que se
corresponderia con el dimero de p75"™ (el mondmero sale en condiciones reductoras a 75 kD
aunque en no reductoras se ha visto que aparece a pesos menores). Se sabe que en condiciones
oxidantes, pueden ocurrir de forma fisioldgica la formacion de puentes disulfuro gracias a los
grupos sulfhidrilos de los residuos de cisteina (Cys-SH), que en las condiciones reductoras
habituales del ambiente citosélico se encuentran libres (Cumming et al., 2004). P75"® tiene
muchas cisteinas en su cadena aminoacidica, pero la mayoria de ellas se encuentran en los
dominios CRD del dominio extracelular. En estos dominios, presentes también en otras
proteinas las cisteinas se encuentran agrupadas en modulos formando puentes intracatenarios
(Banner et al., 1993), con lo cual no pueden formar puentes disulfuro con otras cisteinas. Las

Unicas cisteinas libres, entonces son 4, una en el dominio transmembrana (C257) y otra 3 en el

17



dominio intracelular (C279, C379 y C416) (Figura 6 A). Para testar su implicacion en la formacion
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Figura 6. Secuencia aminoacidica de p75"™ (rata) resaltando en amarillo cada una de las 4 cisteinas libres
(A). Lisados celulares sometidos a electroforesis en un gel al 8% de acrilamida y revelado por western
blot contra el dominio extracelular de p75"™® (B). Cuantificacién de las bandas correspondientes a los
dimeros y mondmeros expresadas en forma de ratio y normalizadas con respecto a la muestra del wt sin

tratar (n=5) (C). La estadistica se ha hecho mediante un t-test de dos colas pareado con respecto al Wt

con agua oxigenada.

de dimeros se realizaron mutantes puntuales de dichas cisteinas y se sometieron al mismo
tratamiento que el especificado antes para realizar un western blot, cuantificando las bandas

del mondmero y el dimero y estableciendo una proporcién entre ellas (Figura 6C)
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También se testé un doble mutante sobre las cisteinas C257, la cual se ha descrito como pieza
clave parala formacién de dimeros en condiciones normales (Vilar et al., 2009) y la cisteina C379,
la cual mds recientemente se ha propuesto que participa en el proceso de dimerizacién en
condiciones oxidantes (Qu et al., 2013). El andlisis de la cuantificacién de las bandas mostré que
los Unicos mutantes que exhibian un comportamiento significativamente distinto al wt fueron
el C257Ay el doble mutante, mostrando una disminucién en la capacidad para formar dimeros.
El resto de mutantes, entre los cuales se encontraba sorprendentemente el mutante para C379,

no variaron su formacién de dimeros con respecto al wt de forma significativa (Figura 6 C).

Con objeto de profundizar en el estudio del comportamiento de los dimeros y su relacién con el
ambiente oxidante en células se procedio a testar su evolucidn a concentraciones crecientes de
agua oxigenada observandose un incremento paralelo en la cantidad de dimero, si bien ese
aumento solo es significativamente apreciable en las concentraciones de 1 mMy 10 mM (Figura
6 A). Posiblemente esto ocurra porque el efecto del agente oxidante a concentraciones mas
bajas no es facilmente apreciable en un western blot. Debido a esto se selecciond Ia
concentracién de 1 mM para evaluar la relacién entre la cantidad de dimero y la concentracién
de agua oxigenada (la concentracion de 10 mM a tiempos superiores a 1 h resulto letal para las
células, haciéndose imposible la obtencidon de resultados), obteniéndose un aumento en la
cantidad de dimero conforme la concentracion del agente oxidante asciende (Figura 7 B), con la
excepcion del dltimo tiempo (6 horas) en que los niveles de dimeros descendieron,

posiblemente debido a la abundante muerte celular a tiempos tan avanzados.

Finalmente se investigd acerca de la localizacidn celular de los dimeros. Se sabe que en otros
receptores de membrana como la sortilina, la dimerizacidn constituye una seiial para bien su
internalizacidn en endosomas o su expulsidn al medio externo en vesiculas extracelulares (ltoh,
Mizuno, Aikawa, & Aikawa, 2018). Para comprobar que en p75"™® estos dimeros se encuentran
en la membrana se procedid a realizar un tratamiento biotinilador a las células para realizar un
western blot contra el ECD de p75"™® de solamente las proteinas de la membrana extracelular,
obteniéndose la banda correspondiente al dimero, dando a entender que existe presencia de

ellos en la membrana extracelular (Figura 7 C).
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Figura 7. Lisados de cultivos celulares incubados a distintas concentraciones de H,0, (A) o a una misma
concentracion (1 mM) durante diferentes tiempos (n=3) (B) o a 10 mM durante 5 min y posteriormente
sometidos a un proceso de biotinilacion (C). Seguidamente se hicieron pasar por geles de acrilamida al 8%
por electroforesis y se revelaron por western blot contra el dominio extracelular de p75N™® (derecha).
Posteriormente se cuantificaron las bandas correspondientes a los dimeros y monémeros, estableciendo
un ratio y normalizando con respecto a la muestra sin tratar (A) y (C) o con respecto a tiempo 0 h (B). El

analisis estadistica se ha hecho mediante un t-test pareado de dos colas frente a la muestra a tiempo 0.
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4.2. ESTUDIO DEL PAPEL DE LA CISTEINA C379 EN LA
DIMERIZACION DEL ICD

Los westerns blots de los mutantes de las cisteinas, como se ha indicado, parecen indicar que
para la formacion de dimeros la Unica cisteina requerida es la C257, a pesar de los estudios que
proponen a C379 como pieza clave para la dimerizaciéon en ambiente oxidativo (Qu et al., 2013).
Sin embargo una posible explicacidon que se le puede dar a esta aparente contradiccion de
resultados es que mientras que la Unica cisteina requerida para la formacién del dimero
aparentemente es la C257, la C379 podria ser capaz de estabilizar el dimero. Dado que se ha
visto que la dimerizacién de p75"™ aumenta el rendimiento del corte mediado por la y-secretasa
(Sykes et al., 2012) y el efecto protector frente al estrés oxidativo estd relacionado por su corte
(Zhang et al.,, 2009), esta cisteina podria contribuir al efecto protector de la proteina
favoreciendo el corte. Para comprobar su aportacion a la dimerizacién se purificéd el ICD de
p75"™® wt y mutante para la cisteina C379 y se hizo pasar por una columna cromatogréfica para
eliminar el imidazol usado en la purificacién que podria interferir en el experimento y el DTT que
es un agente reductor y por tanto interferiria en la formacién de puentes disulfuro (Figura 8 A).
Tras la incubacion con agua oxigenada se sometieron a electroforesis las muestras y se tifieron.
Sorprendentemente se vieron dos bandas préximas entre si, una a 22 kD que se corresponde
con la banda obtenida en la purificacion correspondiente al monédmero, y otra a 16 kD
aproximadamente que podria deberse a un plegamiento incorrecto de parte de la proteina
como resultado de la congelacion/descongelacidn de la muestra previa al experimento. También
se observé que mientras que el mutante no varié su patréon de bandas en presencia del agente
oxidante, el wt bajé la altura de su banda de 22 kD, posiblemente fruto de algln plegamiento
debido a la formacidn de puentes disulfuro intracatenarios (el ICD de p75"™ tiene 3 cisteinas
libres), también se aprecia una débil banda a 40 kD aproximadamente que podria ser el dimero.
La aparentemente poca presencia de dimero podria deberse a que gran parte de la proteina ha

podido formar agregados proteicos fruto del fuerte ambiente oxidante y la gran flexibilidad que
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le otorga el hecho de ser solo una fraccién de la proteina y estar en disolucion en lugar de en la

membrana, agregados que no habrian podido entrar en el gel (Figura 8 B).
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Figura 8. Elucion por cromatografia de exclusién de la proteina purificada a 0,5 ml/min (A). Electroforesis
en gel de acrilamida al 15% de los picos de proteinas del cromatograma con/sin previa incubacion en

hielo con H,0, a 10 mM (concentracion final) durante 1 hora. El gel fue luego tefiido durante 30 min en

4.3. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD CELULAR MEDIADA POR P75NTR
EN CONDICIONES DE ESTRES OXIDATIVO

Con objeto de estudiar directamente la implicacion de los dimeros observados y las cisteinas en

el papel protector de p75N™®

en ambientes oxidativos se realizaron experimentos de citometria
de flujo, midiendo el porcentaje de células en apoptosis. Para este experimento solo se utilizaron
la proteina wt y el Unico mutante que hasta ahora habia conseguido reducir de manera
significativa la formacién de dimeros, el C257A. Los resultados muestran un aumento de células
en apoptosis en las muestras incubadas con H,0, con respecto a las muestras sin tratar, pero
no solo no parece haber diferencias entre el wt y el mutante, sino que tampoco las hay con la
muestra transfectada con el vector vacio (Figura 9). Resultados similares se han obtenido
anteriormente por otros grupos con la proteina wt (Wang et al., 2001), demostrandose p75N™®
ser insuficiente para lograr un descenso en el porcentaje de células apoptdticas y necesitando
la presencia del receptor TrkA y la neurotrofina NGF. Con motivo de comprobar esto y comparar
la proteina wt con los mutantes se ha cotransfectado las células con TrkA (ademds de con las
distintas versiones de p75"™?) e incubado con NGF 0,1 mM durante la incubacidn con el agente

oxidante. Para este experimento no solo se han usado wt y C257A, sino que también se ha

utilizado el mutante de la cisteina 379, para comprobar si, aunque no es esencial para la
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formacidn de dimeros, su presunto papel estabilizandolos contribuye a la accion protectora de
p75N™R. También se ha utilizado el mutante T248C, el cual tiene una cisteina mas y se ha
observado que genera dimeros constitutivos que resultan toxicos para la célula (Vilar et al.,
2009), actuando como control positivo de muerte. Los resultados muestras, esta vez si un
descenso en el porcentaje de células apoptédticas en la proteina wt con respecto al resto de
mutantes, tanto en la muestra tratada como en la sin tratar. Curiosamente la Unica excepcién a
esto es la muestra sin tratar del T248C, contradiciendo lo observado en la literatura. También
resulta evidente la poca diferencia que hay de porcentaje de células en apoptosis entre las
muestras tratadas y no tratadas para cada condicidn, de hecho en la muestra con el vector vacio
y en la del mutante C379A (ambas sin tratar hay mas porcentaje de muerte que en las tratadas.
Esto puede deberse al efecto pro-supervivencia de TrkA, y que p75"™ wt reduzca el porcentaje

de células apoptdticas, podria deberse a que potencia la actividad de TrkA (Figura 10).
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Figura 9. Representacion de los histogramas poblacionales correspondientes a la sefial medida del FITC
en las muestras celulares incubadas o no con H,O, 0,1 mM 6 h y pasadas por el citémetro (A).

Representacion grafica del porcentaje de células apoptdticas (P2) obtenido por el citometro (B).
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Figura 10. Representacidon de los histogramas poblacionales correspondientes a la sefial medida del FITC
en las muestras celulares incubadas con NGF 0,1 mM y/o con H,0, 0,1 mM 6 h y pasadas por el citdmetro

(A). Representacion gréfica del porcentaje de células apoptéticas (P2) obtenido por el citdbmetro (B).

5. DISCUSION

El estrés oxidativo es un factor que condiciona la supervivencia de las células, puede llevarlas a
la muerte y se ha visto su implicacion en enfermedades neurodegenerativas (Chen, Guo, & Kong,

2012). Estudios previos a este trabajo encontraron que el receptor de neurotrofinas p75"™®
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poseia la capacidad de proteger a las células de este efecto (Wang et al., 2001). De esta manera
en el presente trabajo se pretende profundizar en el mecanismo que subyace a esta capacidad

protectora.

El primer efecto que se vio en este trabajo que ocurria en presencia de un ambiente oxidante,

5N’ 'ho presentes en las muestras control (Figura 6 B).

fue la aparicidon de unos dimeros de p7
Se ha visto que la formacién de estos dimeros aumenta de manera progresiva conforme la
concentracion del agente oxidante aumenta (Figura 7 A) y conforme aumenta el tiempo de
incubacion con él (Figura 7 B), hasta llegar a un punto en que desciende como consecuencia de
la elevada muerte celular. También se comprobd que estos dimeros se localizan en la membrana
(Figura 7 C), a diferencia de otros receptores como la sortilina, cuya dimerizacién implica una

internalizacidn del receptor para su reciclaje o su expulsidon al medio extracelularen vesiculas

(Itoh et al., 2018).

Debido a que se ha descrito que en condiciones oxidantes los grupos sulfhidrilos de las cisteinas
libres pueden formar puentes disulfuro (Cumming et al., 2004), se decidid testar anomalias en
la formacién de dimeros en mutantes de cada una de las 4 cisteinas libres de p75"N™: C257, C279,
C379 y C416. La unica de ellas que mutada supuso una disminucidn significativa en la cantidad
de dimeros fue la cisteina transmembrana C257 (Figura 6 B) que ya habia sido descrita como
fundamental en el proceso de formacion de dimeros transmembrana (Vilar et al., 2009). Luego
por lo que parece, el resto de cisteinas no participan de manera esencial en la formacion de
dimeros. Esto es de alguna manera sorprendente, pues trabajos anteriores apoyaban la idea de
que la cisteina C379 tenia posibles implicaciones en la formacién de dimeros en condiciones
oxidantes. Aun asi, la explicacidon que se le puede dar a este suceso es que si bien no resulta
indispensable en el proceso de formacidn de los dimeros, puede participar en la estabilizacidén
de estos. Se ha comprobado que el rendimiento del corte mediado por la y-secretasa en p75N™®
aumenta al dimerizar el receptor (Sykes et al., 2012) y existen evidencias de que el efecto
protector de p75"™® depende en gran medida del corte y la liberacién al medio intracelular del
ICD (Zhang et al., 2009). Por lo tanto estabilizar el dimero podria incrementar el rendimiento de
todo este proceso. Comparando las versiones wt y mutantes para esta cisteina (C379S) del ICD
de p75"™ que se purificaron y sometieron a estrés oxidativo, se puede observar que la presencia
del agua oxidativa no afecta en la mas minimo al mutante, mientras que el wt ve como su banda
del mondmero aparece a menores pesos en el gel, como resultado de puentes disulfuro
intracatenarios con otra de las 2 cisteinas libres restantes (C279 y C416) del ICD que podrian
darle a la proteina una conformacidon mdas compacta. Este fendmeno no tendria sentido que

existiera, si tenemos en cuenta los estudios que apoyan su participacidon en la formacion de
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dimero, ya que formando un puente disulfuro intracatenario dejaria de estar libre para ayudar
a la proteina a dimerizar, pero podria deberse a que al ser solo una fraccién de la proteina y
estar libre en disoluciéon y no anclada en la membrana, tiene mas libertad conformacional,
siendo este un resultado artefactual. También se aprecid la formacion de una débil banda que
se corresponde con el peso de un dimero de ICD y que solo aparece con agua oxigenada. Que
sea tan débil podria deberse a que gran parte de la proteina ha formado agregados proteicos
debido al ambiente oxidante y a esta libertad conformacional de la proteina en disolucién de la
que se ha hablado, agregados que podrian no haber entrado en el gel. En el mutante también
se aprecian unas débiles bandas cercanas al peso del dimero, pero éstas aparecen tanto en la
muestra sin tratar como en la tratada con el agente oxidante, luego es mds probable que se trate
de alguin agregado fruto del proceso de congelacidn/ descongelacidn que sufrieron las muestras

para ser almacenadas antes del experimento (Figura 8 B).

Finalmente se llevd a cabo un estudio de la viabilidad celular mediante citometria de flujo.

5NTR solo en la disminucién de la muerte celular en

Primeramente se testd el papel de p7
condiciones estresantes y se compard con el mutante C257, que era el Unico que afectd de
manera significativa a la cantidad de dimero formado (Figura 9). Los resultados mostraron que
p75"™® solo no tiene ningln efecto apreciable en la proteccidn frente a la muerte mediada por
estrés, ya que no hubo diferencias en el porcentaje de células apoptéticas entre las células
transfectadas con el vector vacio, con la proteina wt y con la proteina con la mutacién C257A.

5NTR

Como ya se habia descrito que p7 podria necesitar para realizar su funcidn protectora, la

presencia del receptor TrkA y la neurotrofina NGF (Wang et al., 2001). Por ello se volvié a testar

5NTR sino también con

la viabilidad celular, esta vez con muestras no solo transfectadas con p7
TrkA, y ademads incubadas con NGF (Figura 10). En las muestras se vio una bajada en el
porcentaje de células apoptéticas en la muestra transfectada con la proteina wt. Tanto el
mutante C257A como el mutante C379S presentado unos niveles de muerte similares al control
sin p75"™®, revelando que de alguna manera estas cisteinas participan en la funcidn protectora
de p75"™®, En general la diferencia de muerte en cada condicién en cada muestra cuando se trata
con agua oxigenada y cuando no, es muy pequefia. Unido esto al hecho de que solo se ve una
bajada de muerte en el p75"™ wt, podria indicar que el verdadero efector del efecto pro-
supervivencia es TrkA y la participacion de p75"™® se limita a potenciar este efecto, no en vano
TrkA ya se ha descrito como agente promotor de la supervivencia en presencia de NGF (Ulrich
et al., 1998). Se ha visto que este efecto mediado por TrkA es dependiente de la proteina quinasa

5NTR

AKT (Ulrich et al., 1998). Como también se ha visto que el corte proteolitico de p7 y la
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liberacion del ICD al medio intracelular tiene un efecto promotor en la activacién de AKT

(Forsyth et al., 2014).

5NTR en la

De esta manera, el mecanismo propuesto en este trabajo de actuacién de p7
proteccidn frente al estrés oxidativo seria el siguiente (Figura 11): El mondmero de p75N™® (1),
en presencia de un agente oxidante forma dimeros mediante un enlace disulfuro entre las
cisteinas C275 de los mondmeros (2). Una vez formado el dimero, este se estabiliza mediante
otro puente disulfuro, esta vez entre las cisteinas C379 de los mondmeros (3). Con el dimero
estabilizado, éste resulta cortado secuencialmente por la a y la y-secretasa, aumentandose el
rendimiento del corte de ésta Ultima gracias a la estabilizacién del dimero (4). EI ICD liberado al

medio intracelular interacciona con TrkA (5), potenciando su interacciéon con AKT y, por tanto su

sefial pro-supervivencia (6).
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Figura 11. Esquema del mecanismo propuesto de actuacién de p75"™® de promocidn de la actividad de

TrrkA en condiciones de estrés oxidativo

6. CONCLUSIONES

Tras realizar este trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

- En condiciones oxidantes p75"™® forma dimeros localizados en la membrana, cuya
cantidad aumenta cuanto mayor es la concentracion del agente oxidante o el tiempo el

cual estan expuestos a él.
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- Estos dimeros se formarian mediante puentes disulfuro en la cisteina transmembrana
C257 y se estabilizarian mediante otra cisteina presente en el dominio intracelular, la
C379.

- P75"™ no consigue por si solo disminuir la muerte celular mediada por estrés oxidativo,
pero en presencia de NGF y TrkA si lo consigue, presuntamente potenciando la acciéon

pro-supervivencia de este ultimo.
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