UNnB

Universitat Autonoma de Barcelona

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Unidad de Bioquimica de Medicina

Caracterizacion de la MAP kinasa ERKS5 en células neuronales:
papel en laisquemia cerebral e identificacion de proteinas

asociadas mediante tandem affinity purification

Ana Moreno Iglesias

TESIS DOCTORAL

Bellaterra 2009






UNnB

Universitat Autonoma de Barcelona

Departamento de Bioquimicay Biologia Molecular
Unidad de Bioquimica de Medicina

Caracterizacion de la MAP kinasa ERK5 en células neuronales:
papel en laisquemia cerebral e identificacion de proteinas

asociadas mediante tandem affinity purification

Memoria de tesis doctoral presentada por Ana Moreno Iglesias para optar al
grado de Doctor en Bioquimica y Biologia Molecular por la Universidad

Auténoma de Barcelona.

Trabajo realizado en la Unidad de Biogquimica de Medicina del Departamento
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Autbnoma de Barcelona,

bajo la direccién del Doctor José Miguel Lizcano de Vega

Proyecto subvencionado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia BFU2004-00757/BMC. Con
el soporte del Departamento de Universidades, Investigacion y Sociedad de la Informacion de
la Generalitat de Catalunya y del Fondo Social Europeo.

Bellaterra, 12 de Enero de 2009

Doctoranda Director de tesis

Ana Moreno lglesias Dr. José Miguel Lizcano de Vega






A LS padres






Agradecimientos

En primer lugar agradecer a mi director de tesis, José Lizcano, por darme la
oportunidad de realizar este trabajo. Por toda la ayuda y los consejos que me ha
dado durante los ultimos cuatro afios, y en especial por darme la oportunidad de

realizar una estancia en el extranjero.

A mi grupo, empezando por Arantza, que fue la primera con quien comparti
poyata, todo ha sido mucho mas facil desde que llegaste. A Greti, por ser una gran
comparfera. A Walter, Gerard y Tatiana, por ensefiarme las ganas del principio, y

recordarme por qué empece este trabajo.

A Néstor i Josep per tot I'ajut amb la Biologia Molecular (finalment ho hem

aconseguit!) i en general per tots els consells.

Al Dr. José Rodriguez por la ayuda en la colaboracién que hemos mantenido. A la
Dra. Anna Planas por el material de la parte in vivo de la isquemia y por implicarse

tanto en el trabajo.

A la Roser per I'ajut amb el microscopi. A la Mar per la paciencia i els consells amb
les inmunos i el microscopi. A la Susana per treure ferro als problemes i ser tan

eficient solucionant-los. A Cris por los cultivos.

A los Saura’s, que también son mi grupo, porque hemos compartido muchas cosas
en el mismo laboratorio. En especial a Judit, per la visita a Manchester y les birres
amb cotilleos; a Elsa por las charlas animadas de las mafianas y a Jorge por todo
lo que me ha ensefiado, siempre con una sonrisa (si no fuera por ti aun estaria

contando células!!).

To my Mancunian group. To Cathy because she showed me a different way of
working in a lab, it was a great experience. To Katie and Eunju because you two
are great friends: you made my short stay in Manchester one of the best periods in
my life (just because!!!). To Rob because eres la leche!! Y, por supuesto, a Bea

por ser mi familia en Manchester y por todo lo que compartimos alli. THANK



A Nahuai por compartir conmigo la mejor parte de este trabajo: el trabajo en

equipo.

A la gente del departamento por todas esas fiestas, cafés, casas rurales, viajecitos,
cenas de navidad, partidos de volei y de futbol...gracias por hacer mas facil el dia
a dia. Mencié especial a las Unzeta’'s per acollir-me al seu laboratori quan
nosaltres no en teniem. A la Eli, per ensenyar-me tantes coses (amb tu vaig fer el
meu primer WBI!L...no pensava que en faria tants!!). Als Pica’s: David, Albert i Miki,
per les xerrades al despatx dels nens i els consells cientifics dels seminaris! David,
fas que la ciencia sembli més divertida...i per la teva tesi, el musical! Gracies per
haver-te deixat coneixer una mica més a fora del laboratori.

A Gema por arrastrarme al gimnasio y mantenerme en forma estos anos!

A Caterina por todo el apoyo moral en esta Ultima parte de experimentos, escritura
y busqueda de trabajo. Y por los donetes a media tarde!!

A la Montse i el Roger, que van comencar amb mi aquesta etapa, per ser grans
companys i compartir el dia a dia.

A todos, Mireia, Santi, David Moreno, Marta, Nati, Mar, Irene, Mariona, Patricia,
Bruna, Alfredo, Nahuai, Laura, Alex, Sandra, Pauli, Tania, Comella’s, Xevi, Sergi,

Marta badalonina ...Muchisimas gracias!!!

A los de secretaria por facilitarnos tanto las tareas administrativas y estar siempre
disponibles. En especial a Carlos, que ha sido uno mas de nosotros (parece que
también estés haciendo la tesis!!l) y a Santi, por ser tan eficiente y responder

siempre con una sonrisa.

A todos a los que veo poco pero significan mucho: a mis amigos del cole, a Jordi
(quants sopars, eh?), a Rubén (esas comidas de “empresa”), muchas gracias por

seguir ahi!

A I'Alba pels cafés furtius entre incubacions (timer en mal!)

A Silvia y Nico, mis amigos de Monsagro!, por esas visitas fugaces a Barcelona, y

por estar tan cerca aunque estéis a 600 km.

A Alberto, por estar siempre a mi lado, apoyarme tanto, y por enviarme grandes

ofertas de trabajo!!



A les Bionenes (Neus, Nuria, Anna, Roser, Vidi i Ricard) per estar sempre alla, per
les birres d’entre setmana, per les terapies de grup...per tantes coses. | amb el
Marti, Ferran, Mateu, Maria i Anna Boix per les innumerables activitats ludico-
festives: les calcotades, paelles, Barraques (amb autos de choque!!), Seéte,
Salardu, Vilafortuny, Capmany!!! | segur que em deixo coses!! Heu fet aquesta

etapa mil cops millor amb la vostra presencia!

Un mencié molt i molt especial a la Vidi i el Mateu (sortiu per duplicat!). Mateu,
nomeés per haver-te conegut millor ja val la pena haver vingut a I’Autonoma. Moltes
gracies per tot el recolzament, per les xerrades als passadissos, per deixar-te
convencer amb un vaaaa! Gracies per ser un gran amic.

| Vidi, a veure com faig que unes linies facin justicia al que penso...hem compartit
tantes coses en els Ultims anys, no et puc agrair prou tot el que has fet, els post-its,
les xerrades a cultius, els esmorzars dels divendres...milions de coses. Només et
puc dir que per mi ets com una germana, gracies per estar sempre tan a prop.

| recordeu: “lo bo es fa esperar, perd no en sopes” :)

A Moni, ¢qué te puedo decir!'? Muchas gracias por todos los cafés, los majitos, las
charlas, las risas, todas las tardes de domingo por el barrio...Muchas gracias por
estar siempre ahi.

A Juanma. Por tu gran apoyo y tu paciencia en estos Ultimos meses que han sido

los mas duros. Por responder siempre con una sonrisa y por estar tan cerca.

A mi hermano, por apoyarme siempre, aunque sea desde la otra punta del mundo.

Sin ti no habria llegado hasta aqui, lo sabes.

Y finalmente, pero mas importante, agradecer a mis padres, a quienes dedico esta
tesis. No puedo describir en un parrafo todo lo que os tengo que agradecer.
Muchas gracias por apoyarme, por darme siempre vuestro punto de vista, por
haberme ensefiado a trabajar duro para conseguir o que quiero, por estar tan
cerca, por todos los esfuerzos que habéis hecho para que a nosotros no nos
faltase nada...por todo, MUCHAS GRACIAS! Sin vuestro apoyo no estaria
escribiendo esta tesis. Os quiero.






L indice

. ABREVIATURAS ..o 5
I, RESUMEN ...ttt 9
HI. INTRODUGCCION ......ooocvieeoeceeeeeeeee e 13
1. PROTEINAS KINASAS ......ooitiiteeee ettt ettt eteste e e aestesae s e e atesteeaeneanesteaaeneneans 15
2. MAPR KINASAS ..ot e e et e e e e e e e e et e e e e et e e e et e e e aaa s 15
Regulacién de la actividad de las MAPK: Docking sites 25
G T - T USSP 27
Estructura y distribucion tisular 27
Dominios funcionales 29
Activacion de ERK5 31
Sustratos de ERK5 33
4. PAPEL FISIOLOGICO DE ERKS .....cooiuiiiieeete ettt 34
ERKS5 en el desarrollo embrionario 34
ERKS5 en el sistema inmunitario 35
ERKS en proliferacion y ciclo celular 35
Papel de ERKS5 en la regulacion de la supervivencia y el fenotipo neuronal 36
5. ERK5 EN DIVERSAS PATOLOGIAS.......oovieieeteeeeeee ettt 39
ERKS5 en enfermedades cardiovasculares 39
Papel de ERKS5 en carcinogénesis 40
6. TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE COMPLEJOS DE PROTEINAS. ................. 42
7. ISQUEMIA CEREBRAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnenes 46
8. LA CASCADA ISQUEMICA ..ottt ettt te et eteeteeteste e teeteareereeneeneas 49
Respuesta glial a la isquemia cerebral 51
9. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR TRAS LA CASCADA ISQUEMICA .................. 53
Muerte necrotica 53
Muerte apoptética 54
10. PAPEL DE CALPAINA EN LA ISQUEMIA CEREBRAL........cocoeeeeeeieeeeeeeeeee e 56
Caracteristicas de calpaina 56
11. PAPEL DE LAS MAP KINASAS EN ISQUEMIA CEREBRAL.........cccvviiiiieiiiiiiiiieaeen 59

12. PAPEL DE ERK5 EN ISQUEMIA CEREBRAL .......ccoovviiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 60



indice

IV. OBJETIVOS
V. MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

1.1. LINEAS CELULARES ......coctiiitieciceeteeeeee e

1.2.

1.3.

1.4.
2. ISQUEMIA IN VIVO EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY

3. INMUNOCITOQUIMICA

Almacenamiento y subcultivo de las lineas celulares
Tratamiento de las células
Lisis y célculo de la concentracion de proteina

Material de cultivos

CULTIVOS PRIMARIOS ..ottt

Cultivos primarios de neuronas corticales mixtas
Tratamiento de los cultivos primarios

Privacion de oxigeno y glucosa (OGD)

Hipoxia

Hipoglucemia

CALCULO DE LA VIABILIDAD CELULAR.........cccevvrvernnen.

MTT

Alamar Blue

FRACCIONAMIENTO CELULAR......coovviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee

Tincién de Hoechst 33258

Tincién con loduro de Propidio (PI)

Evaluacion de necrosis y apoptosis mediante los marcadores fluorescentes

Pl y Hoechst 33258

4. TECNICAS ELECTROFORETICAS PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS.........ccco.......

5. PURIFICACION DE PROTEINAS

5.1. INMUNOPRECIPITACION (IP)

5.2. ENSAYOS DE PULL-DOWN
5.3. PURIFICACION DE PROTEINAS MARCADAS CON GST o FLAG

Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida
Electrotransferencia de proteinas. Western Blot

Inmunoprecipitacion con FLAG-M2-Agarosa

Purificaciéon de GST-ERK5
Purificacién de ERK5-FLAG y PKM2-FLAG

77

77
78

78
79

79
79

82

82
82
83
83
83
84



L indice

5.4. PURIFICACION DE ERK1/2 ACTIVA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE

INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA MONO-Q HR5/5 ........coveveeeeeeiieceeieeee e, 84
5.5. CROMATOGRAFIA EN GEL FILTRACION ....cccviiiitiietirietesieeeeies e 85
6. TANDEM AFFINITY PURIFICATION (TAP) oottt 86
Vectores utilizados 86
Generacion de las lineas celulares estables 87
Tandem Affinity Purification (TAP) 87
Procesamiento de las bandas 89
Digestion en gel de proteinas para su analisis mediante espectrometria de
masas 89
7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ....coiiieeieeeeeeeeee et 91
Ensayo radiométrico de actividad kinasa utilizando en gel de SDS-PAGE 91
Ensayo de actividad caspasa 8 91
Ensayo de actividad de calpaina 91
Ensayo de actividad piruvato kinasa 92
8. BIOLOGIA MOLECULAR ......coeiiieeeee ettt sttt ene e ene e 94
Amplificacion de los plasmidos de interés 94
Extraccion de RNA de cultivos celulares 95
Transcripcion inversa 95
Amplificacion del DNA por PCR semicuantitativa 96
Mutagénesis dirigida del DNA que codifica para la piruvato kinasa M2
(PKM2) 97
9. INTRODUCCION DE DNA EN CELULAS EN CULTIVO .....coiiicieeeeceeceeeeee e 99
9.1. TRANSFECCIONES EN CELULAS DE MAMIFERO .....ccoeviieeceeeeee e 99
Transfeccidn con polietilenamina (PEI) 100
Transfeccion con lipofectamina 100
Electroporacioén (protocolo optimizado para su uso en células PC12) 101
9.2, INFECCIONES ......ciiiiitiiiee et eitet e e e st e e e e st e e e st e e e aeseaeeeeasseeeeeasseeeeeansseaeeennnes 102
ADENOVIRUS Y ADENOASOCIADOS ...ttt ettt 102
Infeccion con adenovirus y adeno-asociados 102
LENTIVIRUS ...ttt et e e s e e e et e e e e nnteeeeeenssneeeeennsneaeennns 102
Generacion de lentivirus que sobre-expresan ERK5 106
Titulacion de los lentivirus obtenidos 110
Infeccién de cultivos mixtos de neuronas corticales mediante lentivirus 110

10. ANALISIS ESTADISTICO .o et e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e eeiaa e e e, 111



indice |

VI RESULTADOS ..o e e 117
1. TANDEM AFFINITY PURIFICATION ...ouuiiiiii et 119
1.1. PUESTA PUNTO DE LA METODOLOGIA ...ttt 121
La activacion de ERK5 se traduce en un retraso en la migracion
electroforética 121
ERKS5 se activa en células Hela frente a EGF, estrés osmatico y oxidativo 122
ERKS5 se activa en células SH-SY5Y frente a EGF y estrés osmatico 124
Inmunoprecipitacion de ERKS5 de lisados celulares 125
ERKS5 se localiza en el citosol y el nicleo de células SH-SY5Y no activadas
y activadas 126
ERKS5 enddgena existe como complejo de alto peso molecular 127
1.2. TANDEM AFFINITY PURIFICATION ...ttt ettt e e aneeeaa e 129
Generacion de lineas estables de neuroblastoma 129
Purificacion TAP 133
1.3. ANALISIS DE LAS INTERACCIONES OBTENIDAS MEDIANTE LA
PURIFICACION TAP ..ottt ettt et te et ne et e st et et ssstesae s e ateateenenes 140
1.3.1. HSP90 140
Hsp90B enddgena co-inmunoprecipita con ERK5S recombinante 140
Efecto del uso de inhibidores de Hsp90 sobre los nicles de expresion de
ERK5 142
Efecto del inhibidor de proteosoma MG-132 en la disminucién de ERK5
inducida por geldanamicina y racidicol 143
Ubiquitinacion de ERK5 145
1.3.2. PKM2 147
Estudio de la secuencia y estructura de PKM2 147
Estudio del patrén de elucion de PKM2 en cromatografia en gel filtracion 149
Estudio de la interaccion entre PKM2 y ERK5 151
Puesta a punto del ensayo de actividad para PKM2 153
Actividad Piruvato Kinasa M2 de células HelLa en respuesta a EGF y
Sorbitol 154
Ensayos de fosforilacién de PKM2 155
Efecto de mutaciones de la Ser37 en la actividad de PKM2 157
2. PAPEL DE ERK5 EN LA ISQUEMIA CEREBRAL ....ccooiiiiiiiiiiiieeeeiiee e 161
2.1. PAPEL DE ERKS5 EN LA ISQUEMIA CEREBRAL .......cooiiiiiiiiiieiee e 163

La OGD produce una disminucion en los niveles de la proteina ERK5 163



2.2. PAPEL DE ERKS EN LA VIABILIDAD CELULAR TRAS LA OGD

VII.
1. CARACTERIZACION DE ERK5 EN CELULAS NEURONALES

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS DE PROTEINAS MEDIANTE TAP

3. PAPEL DE ERKS5 EN ISQUEMIA CEREBRAL

VIIl. CONCLUSIONES

IX. BIBLIOGRAFIA

DISCUSION

La disminucion de ERK5 es proporcional a la mortalidad celular tras la
OGD

La disminucion de ERKS5 requiere la privacion de oxigeno y glucosa
simultdneas

El antagonista de los receptores de NMDA MK801 revierte la disminucién
de ERKS5 en respuesta a la OGD o al tratamiento con NMDA

Los niveles de mRNA de ERK5 no se ven afectados inmediatamente
después de la OGD

Los inhibidores de caspasas no revierten la disminucién en los niveles de
proteina ERKS en respuesta a la OGD

Los inhibidores de calpaina revierten la disminucion en los niveles de
proteina ERK5 en respuesta a la OGD o al tratamiento con NMDA

Identificacion fragmentos de ERKS5 tras su degradacion por calpaina
Calpaina degrada a ERKS5 in vitro
Identificacién del sitio primario de corte de ERKS5 por calpaina

La subunidad reguladora de calpaina CSS1 interacciona con ERK5 en
células SH-SY5Y

Uso de adenovirus y adenoasociados
Obtencidn de lentivirus que codifican para ERK5

La infeccién de cultivos mixtos de corticales con lentivirus que codifican
para ERK5 no altera la viabilidad de los cultivos sometidos a OGD

Papel de la infeccidn lentiviral de ERKS5 en el tipo de muerte de los cultivos
sometidos a OGD

ERKS disminuye tras la isquemia in vivo en ratas Sprague-Dawley

Hsp90
PKM2

indice

165

166

167

169

172

173
175
176
178

180
183

183
185

186

187
191

197

199



indice



Abreviaturas

. ABREVIATURAS




Abreviaturas



Por orden alfabético:

= aa: amino acido

= ADP: adenosin bifosfato

ALLN:péptido N-Acetyl-Leu-Leu-

Nle-CHO

BMK1: big MAP kinase 1

BSS: Balanced Salt Solution

cDNA: DNA complementario

Co-IP: Coinmunoprecipitacion

CREB: cAMP response element

binding protein

= CSS1: Calpain small subunit 1

= DIV: dias in vitro

= DMEM: Dulbecco's Modified Eagle
Medium

= DNA: desoxiribonucleid acid

= DTT: ditiotreitol

= EDTA: &cido
etilendiaminotetraacético

= EGF: epidermal growth factor

= EGTA: etilenglico bis (B-aminoetil

éter) N, N'-tetraacetato

ERK: extracellular regulated kinase

FBP: fructosa-1,6-bisfofato

FBS: foetal bovine serum

g: gramo

GAPDH: Glyceraldehyde-3-

Phosphate Dehydrogenase

GFP: green fluorescente protein

GST: glutation S-transferasa

h: horas

IP: inmunoprecipitacion

JNK: c-jun N-terminal Kinase

kb: kilobase

kDa: KiloDaltons

LC-MS/MS: Liquid

Chromatography/Mass

Spectrometry/Mass Spectrometry

= LDH: lactato deshidrogenasa

= M: mol/litro

= MAPK: mitogen activated protein
kinase

= MEF: myocyte enhancer factor

» MEK: MAP kinasa kinasa

= MEK: MKK, MAP kinasa kinasa

= MEKK: MKKK, MAP kinasa kinasa
kinasa

=  min: minutos

= MKK: MAP kinasa kinasa

= MKKK: MAP kinasa kinasa kinasa

Abreviaturas

ml: mililitro

mM: milimol/litro

MRC: Medical Research Council
MSK: mitogen and stress- activated
protein kinase

MTT: Bromuro de 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5,
difeniltetrazolio

NADH: Nicotinamide adenine
dinucleotide

NES: sefial de exporte nuclear
NLS: sefial de localizacion nuclear
nmol: nano mol

NP-40: Nonidet P-40

OGD: Oxigen and Glucose
deprivation

pb: pares de bases

PBS: phosphate buffer saline
PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PEI: polietilenamina

PEP: fosfoenol piruvato

PKCu: proteina kinasa Cu

PKM2: piruvato kinasa tipo M
RNA: ribonucleid acid

rpm: revoluciones por minuto
SDS: dodecilsultato de sodio
seg: segundos

SH3: Src-homology 3

TAP: tandem affinity purification
TBS: tris buffer saline

TBS-T: tris buffer saline + 0,2%
Tween 20

TEMED: tetrametiletilendiamnida
TRIS: Tris (hidroximetil)-
aminometano

V: voltios

VEGF: vascular endotelial growth
factor

WB: Western blot

wt: wild type

X g: gravedades

ACT: delecion de la cola C Terminal
Mg: microgramo

Ml microlitro

MM: micromol/litro



Abreviaturas



Resumen

. RESUMEN




Resumen

10



B Resumen

La via de senalizacion celular MEK5-ERKS juega un papel importante en sistema
nervioso, dado que se activa frente a neurotrofinas, frente al estrés oxidativo
producido por reactive oxygen species (ROS), tras la isquemia cerebral y tiene un
papel en la especificaciéon de fenotipo neuronal. Sin embargo, poco se conoce sobre

los sustratos y proteinas que interaccionan con ERKS5.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido la identificacion de proteinas que
interaccionan con ERKS5, asi como el estudio de su papel en el control de la actividad
de esta kinasa, mediante el método TAP (Tandem-Affinity Purification) en células de
neuroblastoma SH-SY5Y. Se han generado lineas celulares que sobre-expresan de
forma estable las proteinas recombinantes TAP-ERK5wt y ERK5ACT (carece de la
cola C-terminal). La aplicacion de la metodologia TAP en células SH-SY5Y ha
permitido identificar diversas proteinas que interaccionan con ERKS, que incluyen
proteinas de citoesqueleto, chaperonas y proteinas de metabolismo celular. Entre
estas proteinas destacan la proteina chaperona Hsp90p y la piruvato kinasa PKM2.
En este trabajo se establece que HSP90B enddgena co-inmunoprecipita con ERKS
recombinante en dos lineas celulares diferentes. Ademas, los inhibidores de Hsp90
geldanamicina y radicicol producen una disminucion en los niveles de proteina ERKS,
que es revertida mediante la inhibicion de la actividad proteosomal. No se ha podido
establecer la interaccion entre PKM2 y ERKS. Sin embargo, PKM2 celular existe
como complejo de alto peso molecular donde también se encuentra ERKS5, contiene
un D-domain de union a MAP kinasas y su actividad enzimatica aumenta en
respuesta a EGF y Sorbitol. La mutacion de la serina 37 de PKM2 a alanina o
aspartico conlleva un aumento en la actividad catalitica de PKM2, lo que indica que

este residuo podria jugar un papel importante en la actividad piruvato kinasa.

El segundo objetivo de este trabajo ha sido el estudio del papel que juega ERKS5 en la
isquemia cerebral. Para ello, se ha utilizado el modelo de privacion de oxigeno y
glucosa (OGD) en cultivos mixtos de neuronas corticales. Se ha establecido que
ERKS se degrada rapidamente en respuesta a la OGD en cultivos mixtos de neuronas
corticales. ERK5 también se degrada rapidamente (4 horas) in vivo, en cortex de
cerebros de ratas Sprague-Dawley sometidas a isquemia por oclusion de la arteria
cerebral media. Dado que esta degradacion se previene in vitro mediante el uso de

inhibidores de calpaina, que m-calpaina degrada a ERKS5 in vitro, y que ERKS

11



Resumen -

interacciona con la subunidad pequefia reguladora de calpaina CSS1, se concluye

que es la proteasa calpaina la responsable de la degradacion de ERKS observada.

En el presente estudio, se han producido lentivirus que codifican para ERKS5, y se han
utilizado para la infeccion de cultivos mixtos de neuronas corticales. Esta herramienta
ha permitido evaluar el efecto de la sobre-expresiéon de ERKS tras la OGD en la

viabilidad celular total y en el tipo de muerte que se produce (apoptotica o necrética).

En este trabajo se establece que tras la isquemia, la entrada masiva de calcio a
través de los receptores de NMDA y la consiguiente activacion de calpaina conlleva la
degradacion de ERKS, produciéndose asi una disminucién de los niveles totales de

esta kinasa.

12



I1l. INTRODUCCION

13



Introduccién

14



[ Introduccion

1. PROTEINAS KINASAS

Las proteinas kinasas constituyen una superfamilia de enzimas que catalizan la
transferencia reversible de fosfato del ATP al grupo hidroxilo de residuos de tirosina,
treonina o serina de proteinas substrato. A su vez, la familia de las proteinas
fosfatasas se encarga de la defosforilacion reversible de estos substratos. El equilibrio
en la accion de estas dos familias de enzimas es lo que determina en ultima instancia

el grado de fosforilacion de las proteinas celulares.

La fosforilacion de proteinas puede controlar su actividad enzimatica, su interaccion
con otras proteinas y moléculas, su localizacién subcelular o su estabilidad, y ya que
este es el principal mecanismo por el que las células responden a estimulos externos,
se puede considerar que la mayoria de eventos que configuran la vida celular estan
regulados por la fosforilacion reversible de proteinas. La importancia de este
mecanismo de control viene reflejado por el dato de que aproximadamente un tercio
de la proteinas intracelulares de mamifero contienen fosfato unido covalentemente y
que un 5% de los genes humanos codifican proteinas kinasas, fosfatasas y
subunidades reguladoras (Johnson y Lapadat, 2002; Manning et al., 2002).

De lo arriba expuesto, se deduce que la identificacion de los sustratos de las
proteinas kinasas permite la compresion del control molecular de la fisiologia celular.
Ademas, se ha puesto de manifiesto que la fosforilacion andémala de determinadas
proteinas esta directamente asociada a diversos procesos patoldgicos, tales como
diabetes, cancer o procesos inflamatorios, y que un numero importante de
enfermedades hereditarias estan asociadas a mutaciones de genes que codifican
proteinas kinasas. Por todo ello, en los Uultimos afios ha aumentado
espectacularmente el interés de la comunidad cientifica en general, y el de la
Industria Farmacéutica en particular, en el uso de proteinas kinasas como dianas en

el disefio de nuevos farmacos.

2. MAP KINASAS

Las proteinas kinasas activadas por mitdgenos (MAP Kinasas, MAPK) constituyen
una familia de serinal/treonina proteinas kinasas estimuladas por factores de
crecimiento y diferentes tipos de estrés. Estas proteinas juegan un papel clave en la

transduccion intracelular de sefiales, lo que permite a la célula integrar diferentes
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estimulos extracelulares. Asi, las MAP kinasas regulan procesos como mitosis,
expresion génica, movimiento, metabolismo y muerte celular programada, dado que
sus sustratos engloban a otras proteinas kinasas, fosfolipasas, factores de
transcripcion, componentes de la maquinaria apoptética y proteinas del citoesqueleto
(Johnson y Lapadat, 2002; Lee et al., 1995; Manning et al., 2002).

Filogenéticamente, las MAP kinasas pertenecen al grupo CMGC de proteinas kinasas
que también incluye las kinasas dependientes de ciclina (CDKs), glicogeno sintasa
kinasas y kinasas CDK-like (Coulombe y Meloche, 2006). Cada subfamilia de MAPK
esta compuesta por un médulo de sefalizacién de tres kinasas evolutivamente
conservadas que se activan de forma secuencial (figura 1): una MAP kinasa, una
MAP kinasa kinasa (MAPKK o MEK), y una MAP kinasa kinasa kinasa (MAPKKK o
MEKK). Las MAPKKK, que son serina/treonina kinasas, son a menudo activadas por
fosforilacidon o como resultado de la interaccion con small GTP-binding protein de la

familia Ras/Rho en respuesta a estimulos extracelulares (Kolch, 2000;Kolch, 2000).

La activacién de la MAPKKK conlleva la fosforilacion en residuos de serina o treonina
de la MAPKK y su activacién, que a su vez estimula la fosforilacion y activacién de la
MAPK mediante la fosforilacién dual en residuos de treonina y tirosina (motivo Thr-X-

Tyr) localizados en el activation loop del subdominio kinasa VIII (Roux y Blenis, 2004).

Existen diversas MAPKKK upstream para cada MAPKK, de manera que la célula
puede responder a distintos estimulos mediante la activacién de una via especifica de
MAPK (Johnson y Lapadat, 2002). En la célula las MAPK son mas abundantes que

las MAPKKK, lo cual permite la amplificacion de la sefial.

Todas las MAPK pertenecen a la familia de proteinas kinasas dirigidas por prolina, es
decir, fosforilan residuos de serina y treonina que presentan un residuo de prolina en

posicion +1/-1.
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FIGURA 1. Cascadas de sefalizacion de las MAPK. Las flechas representan
estimulacion directa de unas proteinas a otras. GPCR: G protein coupled receptor. Figura

obtenida de http://www.cellsignal.com/reference/pathway/MAPK_Cascade.asp

En organismos multicelulares existen cuatro subfamilias de MAP kinasas clasicas:

ERK1 y ERK2: En 1990, la busqueda de proteinas kinasas activadas frente a factores
de crecimiento llevo a la purificacion de una proteina kinasa estimulada por insulina:
ERK1 (Boulton et al., 1990). Un afio después el mismo grupo cloné y caracterizé una
kinasa con un 88% de identidad a ERK1: ERK2 (Boulton et al., 1991). ERK1/2 son
activadas fuertemente en respuesta a factores de crecimiento, suero y ésteres de
forbol, y en menor medida por ligandos de los receptores acoplados a proteinas G,
citoquinas, estrés osmoético y desorganizacion de microtubulos. ERK1/2 se expresan
en distinta proporcion en todos los tejidos y estan implicadas en regulacion de mitosis,
meiosis y en funciones postmitéticas en células diferenciadas (Bogoyevitch y Court
NW, 2004; Nishimoto y Nishida, 2006).El motivo de activacién del activation loop es
Thr-Glu-Tyr. ERK1/2 tienen una masa molecular de 44 y 42 kDa respectivamente.
Ambas kinasas forman parte del médulo de kinasas que incluye a la MKKK c-Raf1, B-
Raf o A-Raf, que pueden ser activadas por el proto-oncogen Ras. En tumores

humananos son comunes las mutaciones que convierten a Ras en un oncogen activo.
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El oncogen Ras activa persistentemente las vias de sefalizacion de ERK1/2,
contribuyendo asi al aumento de proliferacién tumoral. Por este motivo, los
inhibidores de la via ERK estan siendo utilizados en ensayos clinicos como potentes

agentes antitumorales (Johnson y Lapadat, 2002).

Clasicamente se han utilizado dos inhibidores no competitivos estructuralmente no
relacionados para inhibir ERK1/2: U0126 y PD98059. Estos compuestos suprimen la
actividad de ERK1/2, uniéndose a MKK1 y previniendo asi la activacion por Raf y
otros activadores upstream. Ademas, existe otro inhibidor, PD184352, que actua de la
misma forma pero es mas potente y especifico: no inhibe otras vias de MAP kinasas

a las concentraciones utilizadas para inhibir ERK1/2 (Davies et al., 2000).

ERK1/2 fosforilan numerosos sustratos en todos los compartimentos celulares,
incluyendo varias proteinas de membrana (CD120a, Syk y calnexina), sustratos
nucleares (SRC-1, Pax6, NF-AT. Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, STAT3 y TCF -factor de
transcripcion de células T-), proteinas del citoesqueleto (neurofilamentos y paxilina) y
diversas kinasas como MSK (mitogen y stress- activated protein kinase) y RSK
(Ribosomal S-6 Kinase) (Roux y Blenis, 2004).

MEK1/2 contiene una senal de exporte nuclear (NES) en su regién N-terminal y
localizan fundamentalmente en el citosol. En células quiescentes MEK1/2 y el
citoesqueleto de microtubulos retienen a ERK1/2 en el citoplasma mediante la
interaccion directa. Tras la estimulacion, ERK1/2 son fosforiladas en residuos de
treonina y tirosina y esto produce la disociacion de MEK1/2. ERK1/2 se localizan en el
citosol de células no estimuladas, pero tras su activacion dimerizan y translocan a
nucleo mediante transporte activo del dimero o interaccion directa con el complejo de
poro nuclear. Una vez en el nucleo celular, ERK1/2 activan a los sustratos nucleares

mencionados anteriormente (Khokhlatchev et al., 1998; Nishimoto y Nishida, 2006).

Papel de ERK1/2 en el sistema nervioso: ERK1/2 son criticas en la diferenciacion y

plasticidad neuronal y pueden modular también la supervivencia neuronal. Diversos
trabajos afirman que ERK1/2 se activan en respuesta a neurotrofinas, esta activacién
es necesaria para la actividad neuroprotectora que median diversas neurotrofinas.
Ademas ERK1/2 se activan frente al dafio neuronal. Los mecanismos de transcripcion

que activan pueden inhibir la muerte celular (ver figura 2) (Hetman y Gozdz, 2004).
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Los estudios en modelos cerebrales de isquemia, trauma cerebral y enfermedades
degenerativas implican a la sefializacion de ERK1/2 con el dafio oxidativo neuronal.
En algunas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson,
Alzheimer o la demencia de los cuerpos de Lewy, se ha apreciado una localizacién
citoplasmica en granulos de ERK1/2. Tras la acumulacion citoplasmatica ERK1/2
podrian ser fosforilados pero no podrian translocar y actuar sobre sus sustratos para
promover supervivencia (Chu et al., 2004).

Pro-survival factors Neuronal damage

ERK1/2

p90/Rsk2 Bim Bag1 GSK38 PAl-1 ¢ Caspase-9,

/ L Bim J_ HID homolog

CREB Bad +PA

l

Bek2

FIGURA 2. Mecanismos neuroprotectores regulados por ERK1/2. En cursiva se muestran
los sustratos cuya regulacion por ERK1/2 es dependiente de expresion génica. La inhibicion de
Bim puede producir fosforilacion inhibitoria y disminucion de la expresion al mismo tiempo. La
linea de puntos indica los sustratos relacionados con la supervivencia celular encontrados en

sistemas no neuronales. Obtenido de Hetman y Gozdz, 2004.

2. Las p38 (p38a, p38p, p38y y p38d): También son llamadas SAPK (stress activated
protein kinase) ya que se activan frente a diferentes tipos de estrés. La isoforma a es
la mejor estudiada y la que se expresa en la mayoria de tipos celulares. Las p38 se
activan en células del sistema inmune en respuesta a citoquinas inflamatorias y
juegan un papel importante en la activacion de la respuesta inmune. También se
activan frente a otros estimulos, incluyendo hormonas, ligandos de receptores
acoplados a proteina G y estrés (como estrés osmaético o heat shock). EI motivo de
activacién del activation loop es Thr-Gly-Tyr. Debido al papel de estas MAPKs como
reguladoras de la expresion de citoquinas inflamatorias han sido involucradas en
diferentes enfermedades humanas como asma y enfermedades autoinmunes
(Johnson y Lapadat, 2002).
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En 1997 se describi6 a las p38 como diana de una categoria de compuestos piridinil-
imidazoles experimentales, farmacos anti-inflamatorios que suprimen las citoquinas
(cytokine-suppressive anti-inflammatory drugs, CSAIDs) representados por el
compuesto SB203580 (Yang et al.,, 1997). Los inhibidores de las p38 han sido
extensamente estudiados como farmacos antiinflamatorios ya que p38 controlan la
produccion de TNF y IL-1, que juegan un papel importante en la respuesta

inflamatoria. SB203580 es el compuesto mas utilizado para inhibir a p38a y p38p.

Entre los sustratos de p38 destacan los factores de transcripcion MEF2A, MEF2C,
ATF1, Sap1, NF-«B, Ets-1 y p53. p38 también activa a las proteinas kinasa: MSK1 y
2, y a las proteinas kinasa activadas por MAPK (MAPKAP kinasa) MAPKAP1 y
MAPKAP2. (Roux y Blenis, 2004).

Papel de p38 en el sistema nervioso: Ademas de su papel en la regulacion de la

muerte celular y la supervivencia como kinasas activadas por estrés, las MAP kinasas
p38 han sido implicadas en funciones fisiolégicas como la especificacion del tipo
celular y el control de funciones celulares en varios tipos de células, entre los que se
incluyen las neuronas. Asi, la via de p38 participa en la diferenciacion neuronal de
células PC12 en respuesta a NGF y bone morphogenetic protein (BMP) (Takeda e
Ichijo, 2002).
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FIGURA 3. Diferenciacion y supervivencia dependiente de p38 en cultivos de células
de mamifero. Obtenido de Takeda e Ichijo, 2002.
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3. Las c-Jun N-terminal kinase o JNK (JNK1, JNK2 y JNK3): Las JNK unen y fosforilan
la proteina de unién a DNA c-Jun, de ahi su nombre, lo que incrementa su actividad
transcripcional. c-Jun es un componente del complejo de transcripcion AP-1, un
importante regulador de la expresion génica: contribuye al control de diversos genes
de citoquinas y se activa en respuesta a estrés ambiental, radiacion y factores de
crecimiento (todos los estimulos que activan JNK). Ademas de c-jun, otros factores de
transcripcion son sustratos de JNKs, como ATF-2, NF-ATcl, HSF-1 y STAT3. No se
conocen sustratos citoplaméticos de las JNK (Roux y Blenis, 2004; Johnson y
Lapadat, 2002).

El motivo de activacion del activation loop es Thr-Pro-Tyr. La regulacion de la via
JNK es compleja: 13 MKKKs se encargan de regular las proteinas JNKs. Esta
diversidad de MKKKs permite un amplio rango de estimulos que activan esta via de
MAPK. Las JNKs también juegan un papel importante en el control de la apoptosis:
los inhibidores de JNK aumentan la inhibicion inducida por quimioterapia del
crecimiento de las células tumorales, lo que sugiere que las JNKs podrian ser una
diana molecular para el tratamiento del cancer (Tournier et al., 2000). Ademas, los
inhibidores de JNK han sido utilizados en modelos animales para el tratamiento de la

artritis reumatoide (Han et al., 2001).

Papel de las kinasas JNKs en el sistema nervioso. En 1997 se relaciond a las JNKs

con la muerte neuronal apoptética. Ratones knockout para el gen JNK3 presentan
una reduccion de la apoptosis inducida por excitoxicidad en neuronas hipocampales
(Yang et al., 1997). JNK1 y JNK2 regulan la apoptosis especifica de lugar durante el
desarrollo temprano del cerebro (Kuan et al., 1999). La activacion de la via JNK no
sélo es critica para la muerte neuronal natural durante el desarrollo, sino también para
la muerte patolégica en el cerebro adulto frente a distintos estimulos. En particular,
las proteinas JNKs juegan un papel importante en la excitotoxicidad. Repici et al.
describieron que el uso de inhibidores de JNK prevenia en parte la muerte celular
producida tras la excitotoxicidad in vitro y tras la isquemia cerebral in vivo. (Repici y
Borsello, 2006)
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. ERKS5: activada por mitdgenos y por diferentes tipos de estrés. Es la mas
recientemente descubierta de las MAP kinasas clasicas. El motivo de activacion de su

activation loop es Thr-Glu-Tyr.

Ademas de las MAP kinasas clasicas existe un grupo de MAP kinasas atipicas,
compuesto por ERK3, ERK4, NLK y ERK7. En muchos casos, se desconocen los

mecanismos regulatorios y sus funciones fisiolégicas:

. ERK3/4: ERK3 fue clonada en 1991 por su homologia con ERK1 (Boulton et al.,
1991). En 1992 fue clonada una segunda kinasa con alta homologia a ERKS,
originalmente denomindada p63™#*: ERK4 (Gonzalez et al., 1992). ERK3/4 poseen
un dominio kinasa con un motivo SEG en el activation loop, en el que hay un unico
residuo aceptor de grupos fosfato. Ambas proteinas difieren principalmenre en su

extremo C-terminal.

ERK3 se expresa en tejidos adultos de mamifero, con una expesion elevada en
cerebro, musculo esquelético y tracto gastrointestinal. La expresion de mRNA de
ERK4 se limita a cerebro (donde la expresién es mas elevada), colon , ojo, corazén,

rindn, pulmdn, ovario, pancreas, placenta, préstata y piel.

Poco se conoce sobre la regulacién de la actividad enzimatica de ERK3 y 4. A
diferencia de lo establecido para las MAP kinasas clasicas, la fosforilacion de ERK3
en el activation loop es constitutiva en condiciones de ausencia de factores de
crecimiento o estrés quimico. No se ha descrito el fenotipo de ratones deficientes en
ERK3 o ERK4 y las funciones fisiolégicas de ambas kinasas aun no han sido

definidas.

. NLK: En 1994 se caracterizé el mutante nemo de Drosophila melanogaster, en el que
una mutacion puntual (nmo®") reducia la viabilidad y resultaba en un fenotipo de
rotacidon incompleta de los fotorecetores de las células del ojo (Choi y Benzer, 1994).
En 1998 se describié el homologo en mamifero de nmo, llamado NIk (Brott et al.,
1998). NLK humana es una proteina de 515 aminoacidos con un dominio kinasa
central rodeado por extensiones N- y C-terminales de unos 100 residuos. Su region
N-terminal contine una secuencia uUnica rica en residuos de, alanina, glutamina e
histidina. Sin embargo la regién esta poco conservada entre los ortélogos de NLK y

se desconoce su funcion. El dominio kinasa posee homologia con las MAP kinasas
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(45% de identidad con ERK2) pero también con CDKs (38% indentidad con CDK2). Al
igual que ERK3 y ERK4, NLK carece de tirosina en su activation loop. El motivo TQE

que contiene recuerda a la secuencia THE de CDK2.

En raton, el mMRNA de NLK se expresa en la mayoria de tejidos adultos, presentando
los niveles mas altos en cerebro y organos linfoides. La localizacion subcelular de

NLK no ha sido caracterizada.

NLK es activada en respuesta a varios ligandos extracelulares: Wnt-1, interleuquina-
6, granulocyte colony-stimulating factor, y los miembros de la familia Transforming
growth factor-g (TGF-B). En algunos tipos celulares, el aumento de la concentracion
intracelular de calcio es suficiente para estimular la actividad enzimatica de NLK. Se
ha descrito su interacciéon con HIPK2 (homeodomain-interacting protein kinase), un
miembro del grupo CMGC de proteinas kinasas. Los primeros sustratos de NLK
identificados fueron miembros de la famila T-cell factor/lymphoid enhancer factor, que
son mediadores de la via de sefalizacion Wnt. Por ultimo, los ratones knockout para
NLK viven 4-6 semanas, presentan retardo en el crecimiento y alteraciones

neurologicas.

. ERKY: Fue clonada en 1999 (Abe et al., 1999). Tres afios después el mismo grupo
publicé el clonaje de una kinasa humana muy similar a ERK7 que denominaron
ERKS8. ERK7 humana es una proteina de 544 aminoacidos, con un domino N-terminal
similar a las MAP kinasas clasicas y un domino C-terminal de 204 residuos. Esta
region C-terminal no presenta ninguna similaridad con otras proteinas. Contiene dos
regiones ricas en prolina que podrian representar dominios SH3, ademas de una

secuencia de localizacion nuclear (Coulombe y Meloche, 2006).

El mRNA de ERK7 se expresa ampliamente en tejidos adultos, con expresion
predominante en pulmén y rifiones. Los ultimos 20 aminoacidos de su dominido

kinasa son necesarios y suficientes como sefial para su degradacion.

ERK7 se activa en respuesta a estrés oxidativo y mitdégenos, asi como por la
activacion de Src y RET. En cuanto a sus sustratos, tan sélo se ha observado la
fosforilacidn in vitro de MBP. Sus funciones fisiolégicas son desconocidas, en parte
porque aun no se ha descrito el fenotipo de ratones deficientes en esta kinasa.

Algunos estudios sugieren que ERK7 estd implicada en la regulacién de la
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proliferacion celular (la sobre-expresion de ERK7 inhibe la entrada en fase S en
células CV-1).
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FIGURA 4. Representacion esquematica de la estructura de las MAP kinasas

humanas. Las MAP kinasas se componen de un dominio kinasa (azul) flanqueado por
extensiones N- y C-terminal de diversas longitudes. En cada caso se indica la identidad del
dominio kinasa con ERK1. Se muestra el motivo de fosforilacion del activation loop para
cada kinasa. TAD: transactivation domain; NLS: nuclear localization sequence; C34: region
conservada en ERK3/4; AHQr: dominio rico en alanina (A), histidina (H) y glutamina. Las
MAP kinasas se muestran a escala. Obtenido de Science Direct (Coulombe y Meloche,
2006).
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Reqgulacion de la actividad de las MAPK: Docking sites

Se han propuesto dos mecanismos para asegurar la transmision especifica de la
sefal de la kinasa upstream a la MAPK: (i) proteinas adaptadores que unen a los
diferentes componentes de la cascada, e (ii) interaccion fisica directa entre los

componentes de la cascada (Wang y Tournier, 2006).

Existen mecanismos para prevenir el cruce entre vias de sefializacion, es decir, para
asegurar que las respuestas celulares se corresponden con los estimulos
ambientales. Una forma de mantener la especificidad de las vias de MAPKs es la
union fisica a otras proteinas de las cascada de sefializacion a través de docking sites

especificos (Weston et al., 2002).

Docking groove

CD site

=0 site MAPK Scaffold

Active site proteins
Activating

-i-——-—' Phosphatases

/ enzymes

SUE}ES"&‘EES

FIGURA 5. Representacion de la superficie molecular de la MAPK p38a, mostrando el
docking groove (azul) que une el D domain del sustrato MEF2A y del activador MKK3b. Se
muestran también el CD site (naranja) y el ED site (verde). El dominio de activacion de p38
esta unido al inhibidor SB203580 (rojo). Imagen modificada de Weston et al., 2002.

Las proteinas que interaccionan con los docking sites de las MAP kinasas (sustratos,
fosfatasas, otras kinasas y proteinas scaffoding), por su parte, contienen un D
domain, que consiste en una region conservada de aminoacidos cargados
positivamente rodeados de aminoacidos hidrofébicos: (R/K)2.3-X1.6-Pa-X-Pg (donde &
son amino acidos hidrofébicos como leucina, isoleucina o valina y X es cualquier
aminoacido) (Liu et al., 2006b). Este dominio es reconocido por el CD domain de las
MAPKs (Wang y Tournier, 2006). La interaccion entre D domain y CD domain ocurre

solo en proteinas activadas.
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La especificidad de las MAPK viene determinada por los docking domains de las
kinasas y sustratos. Las interacciones de docking contribuyen a la eficiencia de la
reaccion kinasa (Weston et al., 2002; Biondi y Nebreda, 2003). La base estructural de
la interaccién entre MAPK vy sustrato fue descubierta en 2002 Chang et al. (Chang et
al., 2002) al obtener cristales de p38a unida a uno de sus sustratos. Diferentes
ensayos bioquimicos, junto con los derivados de la cristalografia de proteinas han
llevado al descubrimiento de tres dominios implicados en la union de MAPK a sus

sustratos, a sus activadores y a fosfatasas:

Common docking (CD) domain: esta situado a continuacién del dominio catalitico y
esta implicado en la interaccion con el D domain del sustrato. EI CD domain contiene
residuos acidos e hidrofobicos necesarios para establecer la hidrofobicidad y las
interacciones electrostaticas con los residuos cargados positivamente e hidrofébicos
del D domain. EI motivo CD ha sido implicado en la mediacion de las interacciones
de las MAPK con sus activadores upstream y sus sustratos dowstream, lo que
sugiere que los motivos de interaccidn estan fuertemente controlados durante la

activacion de las cascadas de MAPK.

Glu-Asp (ED) domain: se localiza en la parte opuesta del centro activo de la MAPK,
y esta implicado en la regulacién de la especificidad de unién: el cambio de sélo dos
residuos en el ED domain de ERK2 le confieren la capacidad de ser activada por el
activador de p38 MKK3 (Tanoue et al., 2001). Este dominio recibe su nhombre de los
aminoacidos que lo forman en p38 humana (Glu160, Asp61). En cambio en ERK2

este domino esta compuesto por treoninas: Thr156 y Thr157

Docking groove: la elucidacion de la estructura de p38a unida a dos péptidos
correspondientes al D-domain del sustrato MEF2A y del activador MKK3 ha revelado
la existencia de una tercera regidn que interacciona con dos aminoacidos hidrofébicos
del D-domain del sustrato. En esta regién, denominada docking groove, se han
identificado los residuos lle 116 y GIn 120 como determinantes claves en el
reconocimiento de los péptidos. Dado que estos péptidos inducen cambios
conformacionales en el centro activo, estas interacciones también podrian jugar un
papel importante en la activacion de la kinasa. Esta region también parece estar
implicada en la localizacion subcelular, permitiendo su translocacion al nucleo y
posterior activacion de numerosos factores de transcripcion y enzimas, participando

asi de la regulacion de la expresidon génica (Tanoue et al., 2000).
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3. ERKS

En 1995 dos grupos clonaron simultdneamente ERKS5. Zhou et al. (Zhou et al., 1995)
identificaron primero el activador, MEK5. Basandose en la asuncion de que las MEKs
interaccionan con sus sustratos MAPKSs, utilizaron a MEK5 como cebo en un ensayo
de yeast two hybrid, e identificaron a ERKS como la proteina a la que se unia.
Estudios posteriores confirmaron la union de ERK5 a MEKS5, pero no a MEK1 ni
MEK2, apoyando la naturaleza altamente especifica de la interaccion MEK-MAPK. Al
mismo tiempo, Lee et al. identificaron por PCR una proteina idéntica a ERKS5 a la que
llamaron big MAPK 1 (BMK1).

Estructura y distribucion tisular

La secuencia de ERK5 humana contiene un marco abierto de lectura de 2445 pares
de bases que codifica para 816 amino acidos, con una masa molecular teérica de 98
kDa. Asi pues, ERK5 posee un tamafio mayor que el doble de otras MAPK (de
aproximadamente 40-50 kDa), debido a una cola C-terminal caracteristica de 396
amino acidos. El dominio catalitico MAPK estd muy conservado, se encuentra en el

extremo N-terminal y comparte una homologia del 50% con ERK1/2 (figura 6).

El gen de ERKS5 de raton esta codificado por 6 exones y 5 intrones, de
aproximadamente 5,6 kb. Se han identificado tres variantes de splicing (Yan et al.,
2001), llamadas a, b y ¢, producto del splicing alternativo de los intrones 1 y/o 2. Las
secuencias de las proteinas que se generan de estos cDNAs son idénticas excepto
en su region N-terminal. ERKSb carece de 69 amino acidos y ERK5c de 139,
comparadas con ERK5a. En extracto de embridn de ratén se observo que ERK5a es
la isoforma mas abundante, seguida de ERK5c y que ERKSb. Las variantes de
splicing de ERKS (b y c), que son cataliticamente inactivas, actuan como kinasa

dominante negativa (Wang y Tournier, 2006; Nishimoto y Nishida, 2006).
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FIGURA 6. Alineamiento de las secuencias del dominio kinasa de diversas MAPK

humanas. Los aminoéacidos idénticos se muestran enmarcados en negro, los cambios

conservativos en gris y los no conservativos en blanco.

La introduccion prematura de un codoén stop por un fallo en el splicing del intron 4
genera otra variante de splicing, ERK5-T, que codifica para una proteina truncada a la

que le falta la sefial de localizacién nuclear y la region rica en prolinas. Esta variante

es incapaz de translocar a nucleo tras su activacion (McCaw et al., 2005).

El mensajero de ERK5S humana es abundante en placenta, corazon y riidn, y a penas
detectable en higado (Lee et al., 1995) (otros tejidos no fueron ensayados). Ensayos
de Northern Blot de varios tejidos adultos de ratbn muestran una expresion ubicua del

MRNA de ERKS5 en corazén, pulmoén, testiculos, higado y cerebro (Regan et al.,

2002).
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Dominios funcionales

El dominio N-terminal de ERK5 es importante para la localizacion citoplasmatica (aa
1-77), para la asociacion con la kinasa activadora MEKS5 (aa 78-139) y para la

oligomerizacion (aa 140-406) (Yan et al., 2001) (ver figura 7).

Posible Asnciacion ] ACTIVACION
MNES MEKS OLIGOMERIZACION MLS TRANSCRIPCIONAL
1 7 7B 132 140 406 505 53D BB 749 a4
. DOMINIO KINASA - DOMINIO C-TERMINAL
(54-346) (410-816)
434 446 78 ] a4
PR1 PR2

FIGURA 7. Representaciéon esquematica de los dominios funcionales de ERK5. NES:
sefial de exporte nuclear. NLS: sefal de localizacién nuclear. PR1: region rica en prolinas

1. PR2: regidn rica en prolinas 2.

El dominio C-terminal es esencial para la actividad de ERK5 in vivo, ya que media en
la translocacién a nucleo, que depende de la sefal de localizacion nuclear (NLS)
(Buschbeck y Ullrich, 2005). Esta regién C-terminal contiene ademas dos regiones
ricas en prolina (PR1 y PR2), que podrian servir como lugares de union a proteinas
con dominios Src-homology 3 (SH3). Las regiones PR de humano y ratén difieren
significativamente en sus secuencias. La cola C-terminal también contiene un dominio
de interaccion al factor de transcripcion MEF2 (aa 440-501) y un potente dominio de
activacién transcripcional (aa 664-789). Ambos dominios son necesarios para la
activacion de MEF2D por ERK5 (Kasler et al., 2000). EI dominio de activacién

transcripcional es activado por autofosforilacion de ERKS (Morimoto et al., 2007).

La cola C-terminal también tiene una funcion auto inhibitoria. Diferentes deleciones de
esta region aumentan la actividad de ERK5 (Buschbeck y Ullrich, 2005). Por ello, se
ha propuesto un modelo en el que la cola C-terminal enmascara el putativo CD

domain, impidiendo la interacciéon de ERK5 con sus sustratos.

ERKS localiza en citoplasma, nucleo o pancelularmente, dependiendo del tipo celular
(Buschbeck y Ullrich, 2005). Tras su activacion, ERK5 fosforila su propia cola C-
terminal en dos regiones: T723 y una region que contiene tres serinas (S760, S764 y

S766) (Morimoto et al., 2007), lo que provoca un cambio conformacional que
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expondria el dominio kinasa y el NLS (amino acidos 505-539). Esto explicaria la
dinamica translocacion nuclear de ERKS. Sin embargo, la distribucion celular de
ERKS5 varia en los diferentes tipos de células no estimuladas (Buschbeck y Ullrich,
2005; Kondoh et al., 2006), como ilustra la figura 8.

Subcellular distribution of Erks in different human cell lines

Cell line Subcellular Origin
distribution

MNuclear Cytosolic

BT474 F++ -+ Breast, carcinoma

SKBR3 - -+ Breast, adenocarcinoma

MDA-MB231 ++ -+ Breast, adenocarcinoma

MCE7 ++ -+ Breast, adenocarcinoma

Ad31 Gt =+ Skin, epidermoid carcinoma

KB + -t Mouth, epidermoid carcinoma

NPG + +=+ Pancreas, adenocarcinoma

NPIR + o+ Pancreas, adenocarcinoma

NP29 ++ o+ Pancreas, adenocarcinoma

NP31 + + Pancreas, adenocarcinoma

203 + + Kidney, embryonic epithelial cells

MMI1S + -+ Plasma cells, multiple myeloma

MM 144 + -t Plasma cells, multiple myeloma

MCF10A + -+ Breast epithelial cells, immortalized

Hel.a ++ -+ Uterine cervix, epithelioid carcinoma

HACAT ++ -+ Keratinocyte, spontaneously transformed

SKNBE + o+ Brain, neuroblastoma

Jurkat ++ + Precursor T cell acute lymphoblastic
leukemia

+, weak; ++, moderate; +++, strong.

FIGURA 8. Distribucion subcelular de ERKS5 en diversas lineas celulares humanas en

reposo. Obtenido de Borges et al., 2007.

ERKS transloca de nucleo a citosol, sin embargo, el NES no ha sido identificado aun.
La figura 9 muestra un posible mecanismo de control de la localizacion subcelular de
ERKS5. En células en reposo, la interaccion intramolecular entre los dominios amino-
terminal y el C-terminal de ERK5 produciria una sefal de exporte nuclear o un
dominio reconocido por proteinas de anclaje al citoesqueleto (que si tienen NES), y

retendria a ERK5 en el citoplasma. Tras la estimulacion, la interaccion entre los
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dominios C-terminal y N-terminal se romperia y asi, la actividad NES quedaria

anulada, pudiendo ERKS5 entrar a nucleo (Nishimoto y Nishida, 2006).

Recientemente se ha publicado que la localizacién nuclear de ERKS es independiente
de la fosforilacion dual del dominio TEY, a diferencia de lo que ocurre con ERK1/2.
Ademas, la sefal de localizacién nuclear presente en la cola C-Terminal de ERKS5 es
indispensable para el mantenimiento de ERKS en el nucleo de células de cancer de
mama que sobre-expresan ErbB2 (Borges et al., 2007).

PP
MEKS
PP l LERS
ERKS MNLS ———— ENES
{ MNLS
PP ERKS
, ERKS  mis ——» ENES

g N"deu‘-:"
FIGURA 9. Modelo de mecanismo molecular para el control del
transporte nucleo-citoplasmatico de ERKS5. (Nishimoto y Nishida,
2006).

Activacion de ERK5

La actividad de ERK5 aumenta en respuesta a factores de crecimiento debido a la
fosforilacion dual de su motivo TEY por MEKS (Mody et al., 2003;Kato et al., 1998).
Los mitégenos que activan ERKS incluyen suero, epitelial growth factor (EGF), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), nerve growth factor (NGF), granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF), vascular endotelial growth factor (VEGF), fibroblast growth
factor-2 (FGF-2) y éster de forbol (Hayashi y Lee, 2004; Kohara et al., 2001). Ademas,
ERK5 se activa frente choque hiperosmotico, estrés oxidativo (Abe et al., 1996),
estrés por cizalladura de fluidos (Yan et al., 1999), y radiacién ultravioleta (Suzaki et
al., 2002). Algunas citoquinas como LIF y CT-1 también son capaces de activar ERK5S
(Wang, 2003).

MEKS5, la kinasa activadora de ERKS5, fue identificada mediante PCR utilizando como

cebadores secuencias de otros miembros de la familia de MAP kinasas (Kato et al.,
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1998). Ademas, MEKS jugé un papel importante en la identificacion de ERKS, al ser
utilizados mutantes negativos de MEK5 como cebo en el ensayo de doble hibrido que
permitié identificar ERK5 (Zhou et al., 1995). MEKS parece ser la unica kinasa
activadora de ERKS y es especifica para esta proteina (Mody et al.,, 2001). MEK5
humana presenta dos isoformas derivadas de un diferente procesamiento de un unico
mRNA: la isoforma B, de 40 kDa, presenta una localizacion citosdlica y se encuentra
en la mayoria de tejidos estudiados. Por el contrario la isoforma a, de 50 kDa,
muestra una distribucion tisular mucho mas restringida: la expresion de MEKS5p es
mayor que la de MEKSa en tejidos altamente diferenciados, mientras la expresion de
MEKS5a es mayor en tejidos mitéticamente activos como el higado, aunque también
es mayor en cerebro (Cameron et al., 2004; English et al., 1995). A su vez, MEKS5 es
activada por la fosforilacion de los residuos Ser311 y Thr315, y la generacion de
mutantes constitutivamente activos (mediante la mutaciéon de estos aminoacidos a
residuos acidos, como el mutante MEK5-DD, con los dos residuos mutados a acido
aspartico) o dominantes negativos (mediante la mutacion de estos residuos a alanina)
ha sido ampliamente utilizada a la hora de caracterizar la via de sefalizacion que
configura el médulo MEK5-ERKS.

MEKS presenta una elevada homologia con MEK1, la kinasa responsable de la
fosforilacion directa y activacion de ERK1/2, de tal manera que se ha descrito que los
inhibidores clasicos y tedricamente especificos de la MEK1, U0126, PD98059 y
PD184352, también inhiben a MEKS, a pesar de que son necesarias concentraciones
mayores de inhibidor (Mody et al., 2001). Asi, los resultados obtenidos utilizando
estos inhibidores deben ser reevaluados utilizando agentes bloqueantes mas
especificos para estas dos vias, como dominantes negativos de MEK1 o ERK2 (para
la via ERK1/2) y dominantes negativos de MEK5 o ERK5 (para la via ERKS5). De lo
arriba expuesto resulta evidente la necesidad de disefar inhibidores mas especificos
para cada una de las vias de MAPK. En este sentido, en diciembre de 2008, se han
descrito los primeros inhibidores especificos de la kinasa MEKS5: BIX02188 y
B1X02189 (Tatake et al., 2008). Estos compuestos inhiben la actividad catalitica de
MEKS de forma dosis dependiente, con una ICs de 4,3 y 1,5 nM respectivamente. En
células HelLa estimuladas con sorbitol estos inhibidores previenen la fosforilacion de
ERKS sin afectar la fosforilaciéon de ERK1/2.
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Una prueba de la relevancia en el desarrollo embrionario de MEKS5 es que los ratones
knockout para este gen mueren aproximadamente en el dia embrionario 10,5. Su
fenotipo incluye desarrollo anomalo del corazén, marcada disminucion de la
proliferacion y aumento de la apoptosis en corazon, cabeza y regiones dorsales. Sin
embargo, los ratones heterocigotos presentan un fenotipo normal y son fértiles (Wang
et al., 2005). Los ratones knockout de MEKS o ERKS presentan el mismo fenotipo

embrionario.

Por su parte, MEKK2 y MEKK3, pero no MEKK1, activan a MEKS (English et al.,
1995; Chao et al., 1999; Sun et al., 2001). MEKKS3 es la kinasa que activa la via
MEK5-ERKS durante la estimulacién celular inducida por factores de crecimiento
(Chao et al., 1999). Esta kinasa también activa otras cascadas de sefalizacién como
la via de p38 (Roux y Blenis, 2004). Se ha descrito que tanto MEKK2 como ERKS
interaccionan con el dominio N-terminal de MEK5a. Asi, MEKK2 y MEKS5 formarian un
complejo que se disociaria tras la activacion, de manera que MEK5 quedaria libre

para interaccionar con ERKS (Seyfried et al., 2005).

Sustratos de ERKS

Un paso importante para entender la funcidn de las cascadas de MAPK es la
identificaciéon de sus efectores downstream. Los sustratos mejor caracterizados de
ERKS5 in vivo e in vitro son los factores de transcripcion MEF2A, C y D (Kato et al.,
2000;Yoon et al., 2005; Sturla et al., 2005). Las proteinas MEF2 (myocyte enhancer
factor-2) forman parte de una familia de factores de transcripcidn que regulan la
diferenciacion celular a través del control de la expresidon génica, jugando un papel
fundamental en el desarrollo embrionario. En organismos adultos, las proteinas MEF2
median la respuesta a estrés en determinados tejidos (Potthoff y Olson, 2007). La
fosforilacion de MEF2C por ERK5 aumenta su actividad transcripcional e induce un
aumento en la expresion génica de c-jun (un componente del factor de transcripcion
AP-1). MEF2D es un sustrato especifico de ERK5, mientras que la actividad de
MEF2A y C también son controladas por las MAPK p38 (Yang et al., 1998).

Otros sustratos de ERKS in vitro son los factores de transcripcion Sap1 y c-Myc. El
efecto de la fosforilaciéon de c-Myc por ERKS sigue siendo desconocido, mientras que
la fosforilacion de Sap1 dependiente de ERKS5 activa la transcripcion celular a través

de un elemento de respuesta que debe ser el responsable de la activaciéon de c-Fos
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(Wang y Tournier, 2006; English et al., 1998). La activacion in vitro de la via MEK5-
ERKS5 produce también la fosforilacion y activacion de los factores de transcripcion c-

Fos y Fra-1 (Terasawa et al., 2003).

También han sido identificadas como sustratos in vitro de ERK5 a SGK (serum y
glucocorticoid inducible kinase), Cx43 (connexina 43, una proteina gap junction), y
Bad (un miembro pro-apoptético de la familia Bcl-2) (Hayashi y Lee, 2004). Ademas,
un estudio llevado a cabo con proteinas recombinantes sobre-expresadas en células
Cos7 y Hela revel6 que ERKS se une y activa directamente a p90RSK. EI dominio C-
terminal de ERK5 no es necesario para la union de ambas proteinas (Ranganathan et
al., 2006).

Por ultimo, cabe remarcar que la mayoria de estudios arriba descritos fueron
realizados mediante la sobre-expresion de ERKS o ensayos de fosforilacion in vitro, y
no con la proteina enddgena, por lo cual es necesario realizar estudios mas

detallados con el fin de caracterizar los sustratos de ERK5 in vivo.

4. PAPEL FISIOLOGICO DE ERK5

ERKS5 en el desarrollo embrionario

La proteina kinasa ERKS es esencial para el desarrollo embrionario y necesaria para
un desarrollo normal del sistema vascular y la supervivencia celular (Yan et al., 2003;
Regan et al., 2002). Los ratones deficientes en ERKS5, al igual que ocurre con los
knockout de MEKS5, mueren entre el dia 9,5 y 10,5 de gestacion, debido a problemas
del sistema vascular. Presentan defectos en la formacion de la placenta, el saco
vitelino y el corazén, asi como un aumento de la apoptosis del tejido mesenquimal
cefalico y anomalias en el intestino. Sin embargo, los ratones heterocigotos son
viables y aparentemente normales. El fenotipo de los embriones ERK5 -/- es muy
similar al fenotipo de los knockout de su kinasa upstream MEK5 y MEKK3 y al de su
sustrato MEF2C (Regan et al., 2002; Wang et al., 2005).

La letalidad de los embriones knockout de ERK5 pone de manifiesto la relevancia de
esta via de sefalizacion en el desarrollo embrionario, ademas de demostrar que no

se trata de una via redundante.
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ERKS5 en el sistema inmunitario

ERKS5 juega un papel importante en la supervivencia de los timocitos (linfocitos T)
periféricos (Garaude et al., 2006). Tanto los linfocitos primarios como los leucémicos
expresan ERK5. ERKS se localiza en el citosol y el nucleo de células T quiescentes y
activadas (Garaude et al., 2005).

Recientemente se ha implicado a ERK5 en la regulacién de la apoptosis de las
células T (Sohn et al., 2008). Mediante la expresion de un dominante negativo de
MEKS se observé que MEKS regulaba la apoptosis de los timocitos en desarrollo,
pero que no tenia efectos en la seleccion positiva de éstos. La actividad de ERKS
correlacionaba con los niveles de los miembros de la familia de Nur77, pero no de

Bim (dos vias efectoras de la apoptosis de timocitos).

Sin embargo, muy recientemente (Ananieva et al., 2008) han descrito que ERKS no
seria esencial para la supervivencia de las células T, aunque si para su regulacion.
Utilizando ratones knockout de ERK5 condicionales para células T (dirigidos por CD4-
CRE o Vav-CRE), estos autores muestran que ERKS5 no es necesaria para el
desarrollo normal de estas células, ademas de observar que el numero de células T

era normal en los nédulos linfaticos y el timo.

ERKS en proliferacién y ciclo celular

El descubrimiento de que el suero inducia fuertemente la transcripcion génica de c-
jun via la activacion transcripcional de MEF2C por ERKS fue la primera evidencia de
que la via de sefalizacion de ERKS5 estaba implicada en la regulacion de la
proliferacion celular (Wang y Tournier, 2006). Por otra parte, diversos mitégenos
como EGF o G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) transmiten sus sefales
promotoras de crecimiento a través de la via de ERK5 (Kato et al., 1998; Dong et al.,
2001).

La fosforilacion de SGK por ERKS5 en la serina 78 es necesaria para que SGK medie
su activacion y promueva la entrada de las células en la fase S del ciclo celular en
respuesta a factores de crecimiento (Hayashi et al.,, 2001). Sin embargo, no se
observaron diferencias en fibroblastos erk5-/- o mek5-/- en su progreso en la fase S

respecto a los wild type (Wang y Tournier, 2006). Esto indica que la via de
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senalizacion de ERK5S debe ser importante en promover o regular la proliferacion en

ciertos tipos celular en ciertas condiciones.

ERKS también regula la activacion transcripcional del gen de la ciclina B1, un
checkpoint clave en la proliferacion celular cuya desregulacion esta frecuentemente
asociada con la transformacién neoplasica. La expresion de un mutante kinasa-
muerta de ERKS en diversas lineas celulares de cancer de mama bloquea la sintesis
de proteina cliclina D1 enddgena inducida por suero (Mulloy et al., 2003). También se
ha descrito la implicacion de ERK5-NF«B en regular la progresion del ciclo celular G2-
M (Cude et al., 2007). ERKS se activa de forma dependiente de ciclo celular, con una
activacion maxima en G2-M. La expresion de ERK5 constitutivamente activa en
células HeLa aumenta significativamente el indice mitético. Por el contrario, la sobre-
expresion de un dominante negativo de ERKS reducia el numero de mitosis (Cude et
al., 2007).

Papel de ERK5 en la requlacion de la supervivencia y el fenotipo neuronal

Aunque el cerebro expresa niveles elevados de ERKS, su funcién en el cerebro no ha
sido definida (Shalizi et al., 2003), ni se ha investigado su papel en enfermedades
neurodegenerativas. La figura 10 muestra la distribucion del mRNA de ERKS5 en ratdon
de 56 dias, la mayor expresion de ERKS se encuentra en el hipocampo y cerebelo,

aunque el cértex también expresa ERKS.
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FIGURA 10. Distribucion del mRNA de ERK5 en cerebro de raton de 56 dias. Cortes
sagitales de cerebro de raton macho de la cepa C57BL/6J. A. Ampliacion de la zona
hipocampal. B. Detalle del cortex. Obtenido de http://www.brain-map.org/ (Allen Brain
Atlas)

La privacidon de suero induce apoptosis en neuronas corticales embrionarias vy
postnatales (Liu et al., 2003). En cerebro de rata, la expresion de ERKS5 es elevada
durante el desarrollo embrionario, pero decrece hasta niveles indetectables tras el dia
postnatal 49 (Cavanaugh, 2004; Liu et al., 2006a). A pesar de que los embriones
knockout de ERKS5 y MEK5 muestran severos retardos de crecimiento de la cabeza,
los ratones en los que el gen de ERK5 ha sido especificamente delecionado del

cerebro muestran un desarrollo normal (Wang y Tournier, 2006).

Liu et al. relacionaron ERKS con la especificacion de fenotipo neuronal en células
corticales de embriones de rata de 13 dias (Liu et al., 2006a). ERKS se expresa y es
activa en células progenitoras corticales proliferantes y la activacion constitutiva de la
proteina aumenta la produccién de neuronas. En este estudio se demuestra que
ERKS5 es necesaria y suficiente para estimular la generacion de neuronas a partir de
células progenitoras corticales. Estudios posteriores también relacionan a ERKS con

la especificacion de fenotipo neuronal (Miloso et al., 2008).
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Dada la activacion de ERKS5 por factores neurotréficos en células neuronales
primarias se ha propuesto un papel importante de esta kinasa en la supervivencia
neuronal mediada por neurotrofinas (Cavanaugh, 2004). Las neurotrofinas
constituyen una familia de factores de crecimiento neuronales que promueven la
supervivencia de distintas poblaciones neuronales durante el desarrollo del sistema
nervioso de mamiferos (Kohara et al., 2001). Recientemente se ha observado que en
respuesta a la neurotrofina BDNF (brain-derived neurotrophic factor), la activacion de
ERKS5 a través del factor de transcripcion MEF2 promueve la expresién de genes que
estan directamente implicados en la supervivencia celular de neuronas corticales

durante el desarrollo del sistema nervioso (Watson et al., 2001; Liu et al., 2003).

Por su parte, las neurotrofinas liberadas por las neuronas diana inducen una senal
que viaja retrogradamente y promueve la supervivencia de las neuronas inervantes
(Suzaki et al., 2002). En este sentido, se ha descrito que durante esta sefalizacion
retrograda, la internalizacion de los receptores de neurotrofinas (Trks) activa
especificamente la via de ERKS, pero no a ERK1/2, lo que conlleva la translocacion
de esta kinasa al nucleo, donde fosforilaria el factor de transcripcion CREB vy
promoveria la supervivencia de la célula (Ginty y Segal, 2002; Heerssen y Segal,
2002). Sin embargo, estos resultados no han podido ser corroborados por otros

autores.

ERK5 también esta implicada en la respuesta celular frente al estrés oxidativo
producido por las reactive oxygen species (ROS) en células VSMC (rat vascular
smooth muscle cells). Las ROS son moléculas que juegan un papel importante en la
mediacion del dafio neuronal producido durante la isquemia cerebral, asi como en
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o el Alzheimer (Touyz et al.,
2003).

Por otro lado, el estudio de cerebros post-mortem de 28 individuos suicidas y 21
control revelé una disminucién de la actividad MEKS basal en el hipocampo de los
sujetos suicidas, que se traducia en una disminucién de la fosforilacion de ERKS. Los
niveles de mRNA de ERKS disminuian en el hipocampo de estos sujetos, pero no en

el cortex prefrontal (Dwivedi et al., 2007).

De lo arriba expuesto se deduce que ERKS puede jugar un papel importante en la

nueroproteccion frente a agentes oxidantes, pero son necesarios mas estudios para
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elucidarlo. La identificacion de sustratos y proteinas que interaccionan
especificamente con ERK5 puede esclarecer algunas de las funciones de esta kinasa

en el sistema nervioso.

5. ERK5 EN DIVERSAS PATOLOGIAS

ERK5 no sélo estd implicada en funciones fisiolégicas como supervivencia celular,
proliferacion y diferenciacién celular, sino también en procesos patolégicos como

carcinogenesis, hipertrofia cardiaca y arterosclerosis.

ERKS5 en enfermedades cardiovasculares

Las deleciones de los genes de ERKS y MEKS en raton han proporcionado evidencias
genéticas del papel esencial de la via de ERKS durante el desarrollo del corazén. El
desarrollo anémalo del corazéon en embriones knockout para ERK5 se debe a una
vasculogénesis y angiogénesis deficientes. Los ratones knockout de ERKS5S
especificos de cardiomiocitos presentan un desarrollo normal (Hayashi y Lee, 2004),

lo que sugiere un papel importante de ERKS5 en las células endoteliales.

La angiogénesis anomala podria deberse a un incremento en la expresion de VEGF
(vascular endotelial growth factor) debido a la desregulacién del factor inducible por
hipoxia 1a (HIF1a)(Sohn et al., 2002). ERK5 promueve la degradacion de HIF1q, y
esta degradacion ocurre via un mecanismo dependiente de ubiquitina (Pi et al., 2005).

ERKS inhibe la apoptosis inducida por privacion de factores de crecimiento en células
endoteliales (Pi et al.,, 2004). En estas células, el analisis del mecanismo
antiapoptotico muestra que tanto MEK5 constitutivamente activa como el estrés de
cizalladura de fluidos estimulan la activacion de ERKS5 vy la consiguiente fosforilacion
de la proteina pro-apoptotica Bad (miembro de la familia Bcl-2) de forma
independiente de Akt, PKA y p90rsk.

Algunos factores estimuladores de hipertrofia como el leukocyte inhibitory factor (LIF),
ademas del estrés osmotico y oxidativo, activan a ERK5 en cardiomiocitos. Asi, la
sobre-expresion de MEK5 en cardiomiocitos induce hipertrofia (Wang y Tournier,
2006). Por ultimo, la via de sefializacion de ERK5 ha sido también implicada en

desodrdenes vasculares como arterosclerosis (Hayashi y Lee, 2004).
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Papel de ERK5 en carcinogénesis

La via de senalizacion de ERKS juega un papel importante en la regulacion de la
proliferacion de ciertos tipos celulares frente a determinados estimulos, aunque los
mecanismos por los cuales media estos efectos no estan claros. Entre otros, la ciclina
D1 (un regulador de la progresion del ciclo celular) es una diana de la via de
sefalizacion de ERKS (Mulloy et al., 2003), lo cual puede tener importantes

implicaciones en los canceres en que esta ciclina se desregula.

La carcinogénesis es un proceso por el cual los mecanismos de control genético de
las células son modificados dando lugar a una poblacién de células proliferativamente
incontroladas. En ese sentido, la desregulacién de la via de ERKS ha sido asociada a
varias propiedades malignas de canceres humanos, entre las cuales se encuentran el
aumento de potencial metastatico de las células de cancer de préstata; el crecimiento
anémalo de los carcinomas mamarios que sobre-expresan ErbB2; y la
quimioresistencia de las células de cancer de mama (Hayashi y Lee, 2004;
McCracken et al., 2008; McCracken et al., 2008; Kumamoto y Ooya, 2007; Ostrander
et al., 2007; Li et al., 2006). ERK5 participa en la transduccién de sefal de
neuregulinas (familia de factores de crecimiento con funciones criticas en el desarrollo
del sistema nervioso, en diferenciacion y transformacién celular) y posee actividad
constitutiva en células de cancer de mama que sobre-expresan ErbB2 (Esparis-
Ogando et al., 2002).

También se ha descrito que la activacién de la via MEK/ERK5 se asocia a un
aumento de la proliferaciéon celular en cancer de prostata (Dudderidge et al., 2007).
Ademas se ha correlacionada una expresiéon intensa de MEK5 con la presencia de
metastasis 6sea y menor grado de supervivencia. Se ha propuesto utilizar la sobre-
expresion de MEKS como un valor adicional de prondstico en la supervivencia, ya que
ensayos de transfecciéon de MEK5 confirman su habilidad para inducir proliferacion,
motilidad e invasidén en células de cancer de prostata. (Mehta et al., 2003). Por otra
parte, la activacion de ERK5 (pero no de ERK1) ha sido relacionada con metastasis

del nodo linfatico el carcinoma de células escamosas orales (Sticht et al., 2008).

Por ultimo, English et al. observaron en células HEK293 que V12 H-Ras, una forma
constitutivamente activa de H-Ras, activaba el dominio catalitico de ERKS5 de forma

independiente de Raf1 constitutivamente activo, lo que sugiere que ERK5 podria
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participar en la sefializacion mediada por Ras e independiente de Raf1 (English et al.,
1998; English et al., 1999). Ademas de Ras, otros oncogenes son capaces de activar
a ERKS. Es el caso de Cot, que estimula la actividad de c-jun via JNK, p38 y ERK5
para inducir transformacion neoplasica en células NIH3T3. Ademas, el oncogen Src
esta involucrado en la formacioén del complejo funcional Lad/MEKK2/MEKS que regula
la actividad de MEF2 (Wang y Tournier, 2006). ERKS es activada por Src oncogénica
y esta activacion contribuye a la disrupcidn del citoesqueleto de actina frecuente en la

transformacion oncogénica (Barros y Marshall, 2005).
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6. TECNICAS PARA LA IDENTIFICACION DE COMPLEJOS DE PROTEINAS

Las proteinas llevan a cabo la mayoria de los procesos biolégicos que se dan en la
célula, y muy a menudo lo hacen formando complejos proteina-proteina. El
conocimiento del genoma de los organismos eucariotas superiores sugiere que la
complejidad de éstos no se debe a un dramatico aumento en el numero de genes,
sino que mas bien se debe a una mayor complejidad en interacciones proteina-
proteina (Rubin, 2001). El establecimiento de las interacciones moleculares que
forman estos complejos es una de las tareas mas relevantes de la era post-genoémica,

en un proceso que se beneficia de las nuevas técnicas de espectrometria de masas.

Originalmente, la purificacion de complejos de proteinas utilizaba los métodos
bioquimicos clasicos de técnicas cromatograficas, en un proceso largo y laborioso,
que requiere una gran cantidad de material de partida y que debe ser disefiado
especificamente para cada caso. Posteriormente, la introduccion de técnicas de
purificacion por afinidad utilizando tags redujo el coste y tiempo de este proceso. La
proteina utilizada como cebo (a la que se le adiciona un péptido — tag — que es
reconocido por una resina de afinidad), se sobre-expresa en células y las proteinas
asociadas se purifican mediante una resina de afinidad que reconoce dicho péptido
(FLAG, myc, HA o poli-histidinas) (Dziembowski y Seraphin, 2004). Sin embargo, el
grado de afinidad de estas resinas es pobre, por lo que con mucha frecuencia el
grado de recuperaciéon de proteinas poco abundantes es muy bajo, ademas de
aparecer artefactos; las proteinas contaminantes tipicas son de citoesqueleto y

chaperonas.

En 1991 se describio un nuevo método para la identificacion de complejos de
proteinas que interaccionan con una proteina conocida, el yeast two hybrid (Chien et
al., 1991). Este método se basa en el disefio de dos plasmidos que codifican para dos
proteinas hibridas. Un hibrido consiste en un dominio de unién a DNA de la proteina
de activacion transcripcional de levadura GAL4 fusionada a una proteina conocida; el
otro hibrido consiste en el dominio de activacion de GAL4 unido a una secuencia de
proteina codificada en una libreria de fragmentos de DNA gendmico de levadura. La
interaccion entre la proteina conocida y la codificada por los plasmidos de la libreria
llevan a la transcripcion del gen “reporter”, que es detectado (figura 11). Este método
presenta dos problemas principales: un elevado numero de falsos positivos y de

falsos negativos (Edwards et al., 2002).
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FIGURA 11. Bases del sistema yeast two hybrid. La interaccion de la proteina cebo X
con la proteina Y de una libreria acercan los dos dominios del factor de transcripciéon (AD,
activation domain y BD, binding domain) necesarios del para que se exprese el gen

reportero. Obtenido de www.nature.com

En 1999 se describi6 una nueva técnica para la purificacion de complejos de
proteinas en condiciones nativas, basada en una purificacion de afinidad en tandem
(TAP, tandem affinity purification) (Rigaut et al., 1999). En este trabajo se utilizara

esta técnica para identificar proteinas que interaccionan con la proteina kinasa ERK5.

El procedimiento TAP tiene aplicaciones similares al yeast two-hybrid (Fromont-
Racine et al., 1997). Sin embargo, el método TAP presenta la ventaja de que en unas
condiciones establecidas, todas las interacciones directas e indirectas son
identificadas en un unico ensayo. Ademas, el método TAP aporta una informacion
aproximada sobre la estequiometria de las proteinas presentes en el complejo, y
permite un analisis bioquimico de las proteinas purificadas. Esta metodologia no esta
limitada a la deteccion de interacciones proteina-proteina, ya que los ligandos que

copurifican también pueden ser caracterizados (Rigaut et al., 1999).

El método TAP fue originalmente puesto a punto para la purificacion de complejos de
proteinas en levadura (Rigaut et al., 1999; Puig et al., 2001; Shevchenko et al., 2002),
pero esta siendo utilizado con éxito en células de mamifero (Drakas et al., 2005).
Desde su descubrimento en 1999, se ha producido un gran aumento en el numero de

publicaciones en las que se utiliza la metodologia TAP (ver figura 12).
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FIGURA 12. Numero de publicaciones que utilizan la metodologia TAP desde su

descubrimiento hasta finales de 2008. Fuente http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Este método se basa en el uso de dos cromatografias secuenciales. En primer lugar
se disena un vector que codifique la proteina objeto de estudio a la que se le
adicionan dos dominios de unién a IgG y un péptido de unién a calmodulina, ambos
separados por una secuencia que es especificamente reconocida por la proteasa
TEV (ver la representacion esquematica de la figura 13). Este vector debe ser sobre-
expresado establemente en una linea celular. La purificaciéon de los complejos se
realiza mediante dos cromatografias secuenciales. La combinacién de dos resinas
diferentes logra un gran rendimiento, y la rapidez de la purificacion y el uso de
tampones que simulan las condiciones intracelulares incrementa el éxito de obtener
complejos de proteinas, que son identificadas mediante espectrometria de masas
(Dziembowski y Seraphin, 2004).
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FIGURA 13. Método TAP. Representacion esquematica del procedimiento de purificacion

de complejos de proteinas TAP. Figura modificada de www.nature.com.
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7. ISQUEMIA CEREBRAL

El accidente cerebrovascular o ictus (del latin golpe, stroke en inglés) consiste en la
interrupcién repentina del suministro de sangre a una parte del cerebro. En el ictus
isquémico la presencia de un coagulo es la que interrumpe el flujo sanguineo,
mientras que el ictus hemorragico es consecuencia de la rotura de un vaso sanguineo
en el cerebro, de manera que la sangre se derrama en los espacios que rodean a las
células cerebrales. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el ictus es, tras
las enfermedades cardiacas y el cancer, la tercera causa de muerte en los paises

industrializados y constituye la principal causa de discapacidad en el adulto.

Etimoldgicamente la palabra isquemia procede del griego ioxelv (detener) y aipa
(sangre). Asi, la isquemia se define como una disminucion transitoria o permanente
del riego sanguineo de una parte del cuerpo, producida por una alteracién normal o

patologica de la arteria o arterias aferentes a ella (www.rae.es/rae.html).

La isquemia cerebral es el resultado de la disminucién, por debajo de un nivel critico,
del flujo sanguineo cerebral global o del de un determinado territorio arterial cerebral,
cuya consecuencia primaria es la falta de oxigeno y glucosa necesarios para el
metabolismo cerebral. El tejido cerebral es dependiente del aporte adecuado de
oxigeno y glucosa para su funcionamiento normal, por lo que la interrupcién del flujo
sanguineo al cerebro resulta en una alteracion rapida del metabolismo y las diversas
funciones cerebrales, que conducira finalmente a la muerte cerebral (de Lecifiana A,
2008; http://escuela.med.puc.cl/publ/Cuadernos/2000/pub_01_2000.html). Si se
obturan los vasos que irrigan todo el cerebro, la lesion recibe el nombre de isquemia
global. En cambio, si sélo se produce la oclusion de vasos que irrigan una zona

determinada, la lesion se denomina isquemia focal (Garcia, 1975).

En la isquemia focal, la obstruccion de un vaso sanguineo produce un gradiente de la
lesibn que se caracteriza por una isquemia intensa en la zona que depende
estrictamente de la arteria afectada (core) y una zona isquémica menos severa en su
periferia (penumbra), como ilustra la figura 14. En el core, debido a la carencia de
oxigeno y glucosa y a la consiguiente deplecion energética, se produce la pérdida de
funcién de membrana y de homeostasis idnica que conduce a la muerte celular, con
un area necrotica evidente. Se producira la muerte de todos los tipos celulares de

manera practicamente inmediata

46



[ Introduccion

Alrededor de esta zona de infarto puede existir flujo sanguineo residual suficiente
para mantener la viabilidad celular durante un tiempo determinado, que dependera de
la magnitud de dicha perfusion residual (Siesjo, 1992a; Siesjo, 1992b). Esta zona
transitoriamente viable es susceptible de recuperacion si la hipoperfusion se corrige.
Por eso, el area de penumbra es la diana de las medidas terapéuticas dirigidas a
reducir la lesion y las secuelas tras la isquemia cerebral focal. De continuar la
situaciéon de hipoperfusion, las alteraciones bioquimicas que resultan del trastorno de
la funcion celular, denominadas cascada isquémica, terminaran provocando la
pérdida irreversible de la viabilidad celular y causando su muerte (de Lecifiana A,
2008).

Penumbra isquémica

Core isquémico

Arteria cerebral media

Lugar de la oclusion

FIGURA 14. Daio producido tras una isquemia focal. La isquemia focal resulta en una
muerte rapida en la regiéon del core, que comprende el territorio inmediato a la arteria
ocluida. Esto se acompafna de un infarto mas retardado (regiéon de penumbra), en el que
las neuronas pueden morir horas después del inicio de la lesion. Obtenido de

www.nature.com.

Dada la elevada incidencia de la isquemia cerebral, esta enfermedad es objeto de
numerosos estudios que intentan describir los mecanismos que producen el dafo y
disminuir las consecuencias de la lesién. Existen diversas aproximaciones
experimentales para simular el dafio isquémico. La tabla 1 resume los modelos mas

utilizados.
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Sintetizado de Badiola, 2008.
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MODELO CARACTERISTICAS
modelos de isquemia Oclusion de las arterias
global vertebrales y las 2 cardtidas
‘2 comunes. Se interrumpe
oclusioén de las grandes Oclusién de 4 vasos .
completamente el flujo
arterias que irrigan el i i
sanguineo del encéfalo
encéfalo
. Oclusion de ambas cardtidas
Oclusion de 2 vasos
comunes
in vivo _ ~
. . Permite efectuar una oclusién
modelos de isquemia | Oclusién
. . proximal de la ACM de forma
focal intraluminal de Ia ) i .
reversible y sin craneotomia.
N ACM
oclusion permanente o
transitoria de una . . Generaciéon de un coagulo rico
Oclusiéon embélica o
arteria cerebral en plaquetas o en fibrina.
especifica Isquemia-hipoxia Modelo de hipoxia perinatal
neonatal
modelo de Uso de agonistas de los receptores de NMDA, como
excitoxicidad NMDA o glutamato.
Simulacién de wuna hipoxia mediante el uso de
in vitro isquemia quimica sustancias como la cianidina (inhibe a la citocromo C
oxidasa) o la oligomicina (inhibe la ATP sintasa).
Privacion de oxigeno y glucosa. Se retira la glucosa del
OGD tampon y se introduce el cultivo en una camara
anaerobia a 37°C. Es el modelo in vitro mas utilizado.
TABLA 1. Modelos de estudio de la isquemia cerebral. ACM: arteria cerebral media.
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8. LA CASCADA ISQUEMICA

Entre la aparicién de la isquemia y la muerte neuronal se desarrolla una cascada
reacciones quimicas en las células nerviosas (cascada isquémica) que parece ser las
responsable de la muerte neuronal. El conocimiento de estas alteraciones del
metabolismo celular es de sumo interés para el desarrollo de farmacos que bloqueen
esta cadena de reacciones y lleven a una mejor recuperacion funcional de los

sindromes isquémicos cerebrales (http://www.infodoctor.org/neuro/cap5_3.htm).

Entre las alteraciones metabdlicas producidas en la cascada isquémica destacan las

siguientes:

Fallo en la produccion energética: La célula acaba con las reservas energéticas de

las que dispone y le resulta imposible mantener el potencial de reposo de la
membrana plasmatica. En ese momento se produce el fallo de la ATPasa Na'/K" y
la despolarizacion de la membrana. Esta despolarizacién se transmite en el area
de penumbra de tal manera que parte de la energia residual va siendo consumida
en la repolarizacion, lo cual agrava el déficit energético ( http://escuela.med.puc.cl/
publ/Cuadernos/2000/pub_01_2000.html ).

Excitotoxicidad: la despolarizacion de la membrana produce la liberacion, desde

las neuronas del terminal presinaptico, de neurotransmisores excitatorios como el
glutamato. La liberacion de glutamato provoca la sobre-activacion toxica de sus
receptores postsinapticos (NMDA y AMPA-kainato). Estos receptores estan
acoplados a canales ionicos que permiten el ingreso de sodio y calcio a la célula.
El efecto toxico del glutamato y otros neurotransmisores sobre las neuronas se
denomina excitotoxicidad (Martin et al., 1998; Hardingham y Bading, 2003). Los
mecanismos de excitotoxicidad producen necrosis pero también pueden iniciar

algunos procesos moleculares que conducen a la apoptosis (Dirnagl et al., 1999).

Aumento del calcio citosdlico: La despolarizacion ocasiona la entrada masiva de

calcio al interior del citoplasma a través de canales dependientes de voltaje
(NMDA y AMPA) y por el funcionamiento reverso del intercambiador NA?*-Ca?*. El
calcio provoca una activacion enzimatica masiva, ya que numerosas enzimas son
dependientes de calcio. De esta forma, se activan enzimas liticas (proteasas,

lipasas, endonucleasas) que destruyen componentes celulares (Choi, 1988).
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Por otra parte, dependiendo de la concentracién intracelular de calcio se activan o
inhiben diversos factores de transcripcidn que favorecen la activacion de la
cascada de apoptosis Asi, concentraciones fisiologicas de calcio favorecerian la
expresion de genes de supervivencia, concentraciones moderadas la expresion de
genes de muerte inductores de apoptosis y concentraciones masivas inducirian

necrosis (Hardingham y Bading, 2003).

Estrés oxidativo: La autodigestion de componentes celulares facilita la sintesis de

oxido nitrico y la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), entre las que
destacan el anion superdxido (O2°), el radical hidroxilo ((OH), el éxido nitrico (NO)
y el peroxinitrito (ONOOQO’). Esto desacopla la fosforilacion oxidativa
comprometiendo aun mas la disponibilidad energética. Los ROS generados sirven
como moléculas de sefializacidn que provocan inflamacion y apoptosis (Gursoy-
Ozdemir et al., 2000).

Inflamacion: La isquemia induce también una respuesta inflamatoria que depende
de la activacion de factores de transcripcidon como el factor nuclear kappa-beta
(NFB) que da lugar a la expresion de citoquinas proinflamatorias (Factor de
Necrosis Tumoral, Interleulina-1) que, junto a la accidén quimiotactica de los
leucotrienos producidos por la actividad de fosfolipasas activadas por calcio
inducen la infiltracion leucocitaria. Los propios leucocitos, que llegan al area
dafiada y se adhieren a la microvasculatura, segregan posteriormente mas
citoquinas y moléculas de adhesion para perpetuar el proceso y contribuyen al
dafio del tejido. La respuesta inflamatoria juega un papel importante en la
alteracion del flujo, en la microcirculacion y en la destruccion tisular ( http://escuela.
med.puc.cl/ publ/Cuadernos/2000/pub_01_2000.html ).

Los procesos que ocurren en la cascada isquémica, pueden desembocar en muerte
celular. En un principio se suponia que la muerte producida tras la isquemia era de
tipo necroético, pero numerosas evidencias pusieron de relieve que también se da un

proceso apoptotico (Majno y Joris, 1995; Graham y Chen, 2001).
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Respuesta glial a la isquemia cerebral

Las células gliales también son sensibles a la isquemia, aunque en menor grado que
las neuronas. Los astrocitos desempefian un papel fundamental en el ictus, tanto en

el establecimiento de la lesién definitiva, como en la reparacién tisular (Castillo, 2001).

La glia no contiene sinapsis, por lo que no es especialmente sensible al dafio por
mecanismos de excitotoxicidad. Sin embargo, la entrada de Ca®* es una via comun a

todas las células del parénquima cerebral afectadas por la isquemia.

La microglia, en colaboracién con los astrocitos, contribuye al dafio tisular isquémico
a través de varios mecanismos, como la produccién de citocinas, NO y otros radicales
libres (Lees, 1993).

En la oligodendroglia, la disminucion energética origina una pérdida de los gradientes
idnicos que revierten el funcionamiento de algunas bombas intercambiadoras de Na*

y Ca®*, con la consiguiente acumulacion de ambos iones en el interior de la célula.

Las células gliales que sobreviven al episodio isquémico sufren un proceso conocido
con el nombre de gliosis reactiva, caracterizado por la hipertrofia (principalmente de
los astrocitos) y proliferacion (la microglia, que ademas migra a la regién afectada)
(Sonia Solé, 2005). Este proceso de gliosis reactiva se ha relacionado con
mecanismos de neuroproteccidon y reparacion de la lesion isquémica. Los astrocitos
constituyen una de las fuentes mas importantes de factores de crecimiento,
principalmente del factor de crecimiento neuronal (NGF), del factor de crecimiento
derivado del cerebro (BDNF) y del factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF).
Este ultimo factor es capaz de aumentar la permeabilidad vascular, y todos ellos

pueden desempenfiar un papel importante en la tolerancia isquémica (Castillo, 2001).
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FIGURA 15. Representacion esquematica de la cascada isquémica. La cascada

isquémica se desencadena en respuesta a la depleccidon energética y, habitualmente,

termina en la destruccion celular inmediata (en el core) o retardada (en la penumbra). En

algunas circunstancias también se pueden poner en marcha mecanismos de reparacion

celular. FSC: Flujo sanguineo cerebral. Obtenido de Castillo, 2001
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9. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR TRAS LA CASCADA ISQUEMICA

Existen dos mecanismos fundamentales de muerte celular tras la isquemia cerebral:
necrosis y apoptosis. Los dos tipos de muerte se distinguen por marcadores
morfologicos y bioquimicos, ya que los mecanismos que las producen son diferentes
(figura 16).
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FIGURA 16. Caracteristicas de la muerte celular apoptética y necroética. La apoptosis
se caracteriza por la reducciéon del volumen celular, la condensacion de la cromatina, la
formacion de cuerpos apoptoticos y la ausencia de inflamacion. En la muerte necrética la
célula se hincha, presenta aberturas en la membrana y acaba liberando su contenido al

exterior, produciendo asi inflamacién (Modificado de Van Cruchten, 2002).

Muerte necroética

La necrosis es un fendomeno pasivo que depende de las alteraciones bioquimicas
producidas por el déficit energético y por la activacion de enzimas liticas que

destruyen componentes celulares (Siesjo, 1992a; Siesjo, 1992b). En el proceso
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isquémico, la necrosis suele afectar a un gran numero de células, especialmente en el

nucleo del infarto.

En la isquemia, la disminucién de energia produce el fracaso de la funcion de
membrana con pérdida del gradiente idnico, lo que desencadena el paso de agua al
interior del citoplasma y de las organelas con el consiguiente edema celular.
Finalmente tiene lugar la lisis de las membranas y la liberacion del contenido
citoplasmico que ocasionan una respuesta inflamatoria. EI ADN de las células
necroticas se destruye en fragmentos que no siguen ningun patrén definido por la

accion de endonucleasas.

Muerte apoptoética

La muerte apoptética, también llamada muerte celular programada, es un proceso
activo en el que sefales especificas desencadenan una cascada de eventos que
desembocan en la expresion selectiva de determinados genes (Hardingham y Bading,
2003).

Durante la isquemia, la apoptosis se desencadena como respuesta a diferentes
estimulos como el aumento de calcio, el glutamato, la presencia de radicales libres o
de citoquinas. Esto produce una serie de cambios morfolégicos en la célula
(diferentes de la necrosis) que se caracterizan por la reduccion del citoplasma, la
preservacion de las membranas, la fragmentacion del DNA y la condensacion
periférica de la cromatina nuclear. No se produce la lisis de membranas, pero la
membrana plasmatica se divide dando lugar a la fragmentacion de la célula en
numerosas vesiculas caracteristicas, denominadas cuerpos apoptaticos. Puesto que
no se produce lisis de membrana ni liberacién del contenido celular, no hay reaccion
inflamatoria. Los cuerpos apoptéticos son fagocitados por macréfagos u otras células
(Graham y Chen, 2001).

La muerte apoptotica es un fendmeno mas propio de la penumbra isquémica, ya que
se necesita cierta reserva energética disponible para la expresién génica y la sintesis

de proteinas de novo.

La aparicion de muchas de estas caracteristicas morfoldgicas es debida a la accion
de una familia de cisteina-proteasas, las caspasas. Se han descrito al menos 14

caspasas diferentes, algunas de las cuales se denominan iniciadoras, y tienen
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funciones de activacion de la cadena, originando la fragmentacion de la forma

proenzimatica inactiva de otras caspasas para su conversiéon en forma activa.

Las caspasas efectoras, principalmente la caspasa 3, destruyen proteinas
citoplasmicas o nucleares necesarias para la supervivencia celular. Asimismo, activan
otras enzimas que destruyen componentes celulares o que contribuyen a activar la
cascada de procesos promotores de apoptosis. La activacion de las caspasas
depende del equilibrio estrecho entre la expresion de sefiales de muerte (genes y
proteinas proapoptéticas como Bax, Bad, Bid y Bcl-xs) y las sefiales de supervivencia
(genes y proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 y Bcl-xl) y puede iniciarse por
estimulos nocivos externos o bien por estimulos intracelulares como el dafo del DNA)
(de Lecinana A, 2008).

Las caspasas activan la cascada de la apoptosis a través de dos vias fundamentales:
la via extrinseca (o dependiente de receptores como FAS) y la via intrinseca (o
mitocondrial, independiente de receptor). En 1994 se describié una via alternativa
para la activacion de caspasas que dependeria de la accién de calpaina, una enzima
proteolitica activada por calcio y responsable de protedlisis en la muerte por necrosis.
En su estudio, Krajewska et al. demostraron que caspasa-14 era degradada por
calpaina | in vitro, lo que supone un mecanismo de interrelacion entre mediadores de

necrosis y apoptosis (Krajewska et al., 2004).

Existe ademas una via de activacion de apoptosis independiente de caspasas que
implica la liberacion mitocondrial de factor inductor de apoptosis (AlIF) (Wang, 2001).
El dafno del DNA de cualquier etiologia induce la activaciéon de la enzima reparadora
poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARPP-1). La activacion masiva de PARPP-1
consume los depodsitos de NAD mitocondrial y ello induce la liberacion de AIF que
produce la fragmentacion del DNA. Esta es otra posible via de relacion entre los
mecanismos responsables de la muerte celular por necrosis y por apoptosis, si se
tiene en cuenta que el DNA se lesiona tras la activacion de la cascada isquémica
necrotica por efecto de los radicales libres o de endonucleasas activadas por calcio.
Asi, a pesar de que clasicamente se ha presentado necrosis y apoptosis como dos
procesos con claras diferencias morfolégicas y bioquimicas, en los ultimos afios han
aparecido evidencias de que ciertas células presentan morfologias intermedias tras la
isquemia. En algunos casos, se aprecia que las caspasas también pueden

desencadenar muerte necrética tras la isquemia. (Schwab et al., 2002), en otros se
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afirma que las neuronas isquémicas contienen marcadores bioquimicos apoptoticos
pero morfologia necrotica (Hou y MacManus, 2002; Hirsch et al., 1997; Fujikawa et
al., 2002). En 2003, Jaeschke y Lemasters introdujeron el término necrapoptosis para
definir el fenotipo intermedio que encontraron en células hepaticas tras la isquemia.
En su trabajo afirmaron que necrosis y apoptosis podian compartir mecanismos
(Jaeschke y Lemasters, 2003). Asi, la distincion entre muerte apoptotica y necroética

no siempre resulta sencillo tras la isquemia cerebral.

10. PAPEL DE CALPAINA EN LA ISQUEMICA CEREBRAL

El aumento de la concentracion de calcio intracelular es un factor clave en los
procesos que conducen al dafo neuronal irreversible. Tras la entrada de calcio
producida por la isquemia se activan diversas enzimas calcio-dependientes, entre las
que se encuentran la familia de cisteina-proteasa calpaina. Calpaina ha sido
implicada como mediador del dafo isquémico, en parte por la protedlisis de proteinas
estructurales (Chen et al., 2001). Por otra parte, se ha descrito que calpaina corta a
Bax en un fragmento de 18 kDa que media la salida del citocromo c. Calpaina
también proteoliza a Bcl-x. para convertirla en una forma pro-apoptética. Tras la
isquemia, la a-espectrina es degradada de forma especifica por calpaina, de tal
manera que se puede evaluar la expansion del area de lesion mediante la
degradacion de espectrina (Goll et al.,, 2003). Asi, el dafo en los tejidos del area
isquémica se produce por necrosis y apoptosis, y calpaina interviene en ambos

procesos (Blomgren et al., 2001).

Caracteristicas de calpaina

Las calpainas pertenecen a una familia de cisteina proteasas dependientes de calcio,
e incluye un polipéptido (calpastatina) cuya unica funcion conocida es la inhibicion de
las dos calpainas (Goll et al., 2003). Las calpainas se dividen en dos clases: tipicas
(aquellas que poseen un dominio similar a calmodulina en su cola C-terminal) y
atipicas (las que no poseen el dominio IV similar a calmodulina). Las dos isoformas
clasicas mayoritarias de calpaina en mamifero son p-calpaina y m-calpaina. Ambas
son heterodimeros que contienen una subunidad reguladora de 28 kDa (CSS1,
calpain small subunit 1) y una subunidad catalitica grande de 80 kDa que comparte

un 55-65% de homologia de secuencia entre ambas proteasas (Schad et al., 2002).
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La nomenclatura utilizada para describir a la subunidad catalitica y- o m- hace
referencia a la concentracion de calcio ymolar o milimolar necesarias para la
activacién de estas proteasas in vitro (Goll et al., 2003). Durante su activacion, las
subunidad de 28 kDa es cortada para pasar a una forma de 17 kDa, mientras que la
subunidad de 80 kDa se convierte en una forma de 76 kDa enzimaticamente activa
(Yamashima, 2004). La cristalizacion de la estructura de m-calpaina revela 6

dominios en la subunidad grande:

- Dominio I: consta de una secuencia de 19 aminoacidos N-terminal que es cortada
durante la activacion inicial de calpaina l y Il.

- Dominio Il: contiene 2 centros activos: lla y Ilb.

- Dominio lll: no es homdlogo a ninguna otra proteina conocida.

- dominio V: requerido para la interaccion de fosfolipidos de membrana.

- Dominios IV y VI. cada uno contiene 5 regiones de estructuras de unién a calcio

EF-hand, que consisten en dos hélices-a conectadas por un loop que une calcio.

Como se ha mencionado, las calpainas contienen subunidades cataliticas distintas,
pero comparten la subunidad reguladora CSS1. La funcién de esta subunidad no es
del todo conocida, pero es necesaria para la actividad y funcion in vivo de calpaina.
Ratones knockout para el gen capnsl, que codifica para la subunidad pequeina de

calpaina, resultan letales en el desarrollo fetal (Arthur et al., 2000).

Entre las funciones atribuidas a CSS1 destacan su papel en el correcto plegamiento
de la subunidad grande para ser cataliticamente competente y un papel autolitico que
contribuye a la activacion y sensibilidad al calcio de estas proteasas. En un principio
se pensO que solo existia una subunidad reguladora, pero en 2002 Schad et al.
clonaron una segunda subunidad reguladora humana, a la que llamaron CSS2 cuyo
papel no esta definido, pero que podria tratarse de una variante especifica de tejido
(Schad et al., 2002).

Un gran numero de proteinas (mas de 100) son degradadas por calpaina in vitro. En
general, se puede clasificar a sus sustratos en cuatro categorias: proteinas del
citoesqueleto; kinasas y fosfatasas; proteinas asociadas a membrana, incluyendo a

algunos receptores y canales i6nicos; factores de transcripcion.

Para el estudio de la accion de calpaina se utilizan diversos inhibidores, aunque

algunos de ellos no son especificos de calpaina: calpastatina es el inhibidor natural
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de calpaina; inhibidor I o ALLN (N-Acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO) también inhibe el
proteosoma; inhibidor Il o ALLM (N-acetyl-L-L-methional); inhibidor 11l o MDL 28170
(carbobenzoxy-valyl-phenylalanal) inhibe calpaina | y Il pero también y-secretasa;
inhibidor IV (Morphlinoreidil-Val-homofenilalanina-FMK); calpeptina; PD150606
(parece ser muy especifico de calpaina respecto a otras cisteina proteasas);
SJA6017. Algunos autores han observado propiedades neuroprotectoras frente al
dafio neuronal en el uso de inhibidores de calpaina como MDL28170, PD150606 y
SJA6017 (Huang y Wang, 2001; Markgraf et al., 1998; Kupina et al., 2001).

No existe una uUnica secuencia consenso reconocida por calpaina en sus sustratos.
Se ha postulado que estructura terciaria puede tener mas importancia que la
secuencia primaria a la hora de dirigir el corte de la proteasa, y que secuencias entre
dominios relativamente desestructuradas, sin hélices-a ni laminas-f podrian ser
buenas dianas (Yamashima, 2004). Algunos estudios proponen la regla P2-P1, que
afirma que los residuos preferidos para el corte por u- y m-calpaina son aminoacidos
hidrofébicos pequefios (leucina, valina e isoleucina) en posicién P2, y Arg y Lys (a
veces Tyr) en posicion P1 (Cuerrier et al., 2005). Por otro lado, los sustratos de
calpaina a menudo presentan un motivo de union a calmodulina, y el corte por la
proteasa suele ocurrir en una region PEST adyacente: se trata de regiones ricas en
prolina (P), acido glutamico (E), acido aspartico (D) y serina (S) o treonina (T),
flanqueadas por residuos de arginina o lisina (Tompa et al., 2004). En algunos casos

la mutacién de las secuencias PEST evitaba el corte de calpaina.

Las calpainas no actuan como proteasas destructoras, sino que cortan fragmentos
especificos de proteinas que frecuentemente son componentes de cascadas de
sefalizacion, modificando su funcién irreversiblemente. Por ejemplo, la degradacion
de p53 por calpaina le priva de su habilidad de regular la expresion génica. La
degradacion por calpaina de la kinasa dependiente de Calcio/calmodulina (52kDa)
genera un fragmento de 35 kDa que contiene el dominio catalitico y sigue siendo

activo en ausencia de calmodulina (Hajimohammadreza et al., 1997).
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11. PAPEL DE LAS MAP KINASAS EN ISQUEMIA CEREBRAL

Las MAPK han sido relacionadas con el dafio producido tras la isquemia cerebral.
Diversos estudios han intentado elucidar el papel de la fosforilacién de ERK1/2, JNK'y
p38 tras isquemia y reperfusién (Herdegen et al., 1998; Ozawa et al., 1999; Wang et
al., 2004; Lennmyr et al., 2002).

Se ha afirmado que la activacion de ERK1/2 protege a las células neuronales del
dafio isquémico, mientras que la activaciéon de JNK y p38 ayudan a la apoptosis (Xia
et al., 1995). En esta linea, se ha asociado la muerte en el core isquémico con la
disminucién temprana en los niveles de P-CREB (relacionado con supervivencia) y el

aumento de SAPK y JNK fosforiladas en el nucleo (Ferrer et al., 2003).

En un estudio comparativo de la activacion de MAP kinasas clasicas mediante
oclusion de la arteria cerebral media en ratas Sprague-Dawley se aprecié activacion
de ERK en vasos sanguineos, neuronas y glia del hemisferio ipsilateral, pero también
en los vasos del hemisferio contralateral. No se observé activacion de JNK en
neuronas pero Si en vasos sanguineos arteriales y glia del hemisferio lesionado. La
presencia de ERK y JNK activas en los vasos sanguineos las implica en la respuesta
angiogénica a la isquemia cerebral. En cuanto a p38, es activa en macréfagos, lo que

la relacionaria con la reaccién inflamatoria (Lennmyr et al., 2002).

Una buena aproximacion para conocer el papel de las MAP kinasas en la isquemia es
el uso de inhibidores de MEK, p38 y JNK, que han mostrado conferir neuroproteccion
en diversos modelos de isquemia (lrving y Bamford, 2002). Por ejemplo, el
tratamiento con el inhibidor de MEK1 PD98059 30 minutos antes de la isquemia en
raton reduce el volumen de infarto focal tras 22 horas en un 55% (utilizando un
modelo de oclusion de la arteria media). La neuroproteccién observada con el
inhibidor de MEK1/2 es dosis dependiente (Alessandrini et al., 1999).

Por otro lado, Namura et al. observaron que tras la reperfusién de una isquemia
cerebral global aumentaba drasticamente la fosforilacion de ERK2 del hipocampo de
ratén. El tratamiento intravenoso con el inhibidor de MEK1/2 U0126 después de la
isquemia reducia el volumen infartado tras una isquemia focal de 3h en ratén,
acompanado de una disminucién en la fosforilacion de ERK2. Ademas, el compuesto

U0126 protegia cultivos primarios de neuronas corticales del dafio producido por la
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privacion de oxigeno y glucosa de 9 horas asi como de la toxicidad inducida por 6xido

nitrico (Namura et al., 2001).

Otros estudios ponen de manifiesto la inespecificidad de los inhibidores de MAP
kinasas. Pereira et al. observaron que PD098059 inhibia la liberaciéon de glutamato y
la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a KCI en sinaptosomas de hipocampo. Sin
embargo, el inhibidor de MEK1/2 U0126 no afectaba a la concentracion de glutamato
a pesar de inhibir de forma mas potente la fosforilacion de ERK1/2. Los autores
concluyeron que PD98059 inhibia de forma inespecifica la despolarizacion inducida
por el influjo de calcio en terminales nerviosas hipocampales, ya que su accién era
independiente de la fosforilacion de ERK1/2 (Pereira et al., 2002).

12. PAPEL DE ERKS EN ISQUEMIA CEREBRAL

Hasta la fecha tan sélo dos publicaciones de un mismo grupo relacionan ERK5 con la
isquemia cerebral (Wang et al., 2004) (Wang et al., 2006). Este grupo estudio el
hipocampo de ratas Sprague-Dawley tras 15 minutos de isquemia mediante oclusion
trasiente de cuatro vasos. El hipocampo es uno de los tejidos mas sensibles y mas
perjudicados tras una isquemia cerebral global, aunque neocértex y estriado también

se pueden ver afectados (Roda et al., 1998).

En primer lugar estudiaron la activacion de ERKS tras la reperfusién, y observaron un
aumento en la sefal de P-ERK5 mediante inmunoblot, con un pico de activacion a los
30 minutos de reperfusion (Wang et al., 2004). Sin embargo, no observan diferencias
en los niveles de proteina ERKS5. Utilizando inhibidores de la tirosina kinasa Src
observaron una disminucién en la activacion de ERKS5 tras la reperfusion, por lo que
sugirieron que la kinasa Src participaba de la activacion de ERKS en este modelo. El
uso del antioxidante N-acetilcisteina también inhibia la activacion de ERK5 de forma

dosis-dependiente.

El segundo estudio relacionaba la activacién de ERKS5 con el precondicionamiento
isquémico (Wang et al., 2006). La tolerancia isquémica es un fendmeno que consiste
en un corto precondicionamiento que desencadena en proteccion sustancial frente a
una isquemia mayor (Sharp et al., 2004). Asi, en este estudio se realizd un
precondicionamiento que consistid en 3 minutos de isquemia. Tres dias después se

realizaron 6 minutos de isquemia y se estudiaron los niveles de ERKS. El
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precondicionamiento producia un aumento de la fosforilacion de ERK5 en la region
hipocampal CA1 respecto a los animales control en los que no se realizaba el
precondicionamiento. El aumento en los niveles de P-ERKS y el efecto neuroprotector
del precondicionamiento revertia al pretratar a los animales con MK 801 (antagonista
de los receptores de NMDA) o EGTA (quelante de calcio), de lo que deducian que la
activaciéon de ERKS por el precondicionamiento dependia, en parte, del aumento de

calcio que conlleva la estimulacion de receptores NMDA.
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En 1995 fue descubierta una nueva via de sefializacion de MAPK, la via MEK5-ERKS5.
Esta via estd implicada en enfermedades cardiovasculares, carcinogénesis y
supervivencia neuronal. ERK5 juega un papel importante en sistema nervioso, dado
que se activa frente a neurotrofinas, frente al estrés oxidativo producido por reactive
oxygen species (ROS), tras la isquemia cerebral y tiene un papel en la especificacion
de fenotipo neuronal. Sin embargo, poco se conoce sobre los sustratos y proteinas
qgue interaccionan con ERKS5, lo que aportaria informaciéon sobre la funcién que
realiza. Asi, con el fin de caracterizar el papel de ERK5 en células neuronales se

plantean los siguientes objetivos:

1. Identificacién de proteinas que interaccionan con MEK5 y ERK5 mediante el
método TAP (Tandem Affinity Purification) en células de neuroblastoma SH-
SY5Y, que permite la purificacion de complejos de proteinas en condiciones
nativas. Verificar la interaccion de ERK5 con las proteinas obtenidas y estudio

del papel de estas proteinas en el control de la actividad y funcion de ERK5.

2. Estudio del papel de ERK5 en la isquemia cerebral mediante la utilizacion de un

modelo in vitro de isquemia (OGD) en cultivos mixtos de neuronas corticales.
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1. CULTIVOS CELULARES
1.1. LINEAS CELULARES

Almacenamiento vy subcultivo de las lineas celulares

Las lineas fueron adquiridas del ECACC (European Collection of Cell Cultures). En
primer lugar se realizé una expansidon y congelacién del vial original. Posteriormente
se procedid a descongelar uno de los viales expandidos para detectar posibles
contaminaciones fungicas, bacterianas o por micoplasma. Una vez descartadas las
contaminaciones del banco principal, se descongelé otro vial y se establecié un banco
de trabajo, las células del cual se utilizaron para los experimentos, siempre dentro de

un rango de pases para mantener las caracteristicas de la linea celular.

La preservacion de las células se realizé congelando en presencia de un agente
crioprotector (DMSO). Este protege las células del dafio fisico por la formacién de
cristales de hielo y de la alteracion osmotica provocada por el incremento de la
concentracion de sales en el medio extracelular. Tras la tripsinizacidn, se introdujeron
las células con el medio de congelacion en un criotubo, y éste en un contenedor Cryo
Freezing (Nalgene) embebido en alcohol isopropilico. Este sistema permite congelar
las células con un descenso de temperatura de 1-3°C/min. Después de 24h a -80°C,
los criotubos se sacan del contenedo Cryo Freezing y se guardan en un tanque de

nitrégeno liquido.

Las células se mantuvieron en crecimiento en medio completo en un incubador en
atmésfera humeda, 5% de CO, a 37°C. Se subcultivaron aspirando el medio
completo, haciendo dos lavados con PBS (phosphate buffered saline) y tripsinizando
cuando el flask o la placa alcanzaron un 90% de confluencia. Tras la tripsinizacion,
las células se resuspendieron en medio completo previamente atemperado en un
bano a 37°C y se sembraron a la densidad deseada mediante el recuento en una

Camara de Neubauer.

Tratamiento de las células

Para cada experimento se sembraron las células en placas de tamafio adecuado y se
dejaron asentar durante 24 horas en medio completo. En algunos casos, las células
fueron privadas de suero 12 horas antes del tratamiento (0% de FBS para las células
HelLay 1% para las SH-SY5Y).
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Las casas comerciales de los principales reactivos utilizados en el tratamiento de las
lineas celulares son las siguientes: R&D (EGF); Sigma (H2O», Sorbitol y Radicicol),
Serva (Geldanamicina) y Calbiochem (MG132).

Lisis y calculo de la concentracion de proteina

Para recoger los extractos celulares se sembraron placas de 10 cm y se dejaron
crecer hasta alcanzar un 70-80%. Se realizaron 2 lavados con 10ml de PBS frio y se
afiadieron 300 pl de tampdn de lisis. Se recogieron los extractos celulares con un
scrapper (Sarstedt). El lisado se centrifugdé a 18.000 g 12 minutos a 4°C, recogiendo
el sobrenadante (fraccion soluble) y descartando el pellet (membranas, nucleos y
restos celulares).

La concentracion de proteina de los extractos se cuantifico por el método de Bradford
(Bradford MM., 1976), mediante el kit Bio-Rad Protein Assay.

Tampon Composicion

Tampon de lisis 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 0,27 M Sacarosa; 1 mM
ortovanadato sédico a pH 10; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA,;
10 mM (glicerofosfato sddico; 50 mM NaF; 5 mM
pirofosfato sodico; 1% Triton X-100; justo antes de usar
anadir: 0,1% pB-mercaptoetanol; Cocktail inhibidor de
proteasas (SIGMA)

TABLA 2. Composicion del tampén de lisis celular.

Material de cultivos

» Lineas celulares:
- SH-SY5Y: neuroblastoma procedente de médula ésea humana,
Caucasiana
- Hela: procedente de carcinoma epitelial de cérvix humano.
- HEK 293: procedentes de rifion embrionario humano.
- PC12: feocromocitoma de glandula adrenal de rata.
» Medios de cultivo:
- Medio completo segun la linea celular
» SH-SY5Y: DMEM:F-12 (Sigma); 1% Aminoacidos no esenciales
(Sigma); 15% FBS (Gibco); 8 ml Penicilina/Estreptomicina (Sigma)
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» HeLa y HEK 293T: DMEM (Sigma, D-5796), 10% FBS (Gibco),
Penicilina/Estreptomicina (Gibco); 2 ml Penicilina/Estreptomicina
(Sigma)
» PC12: RPMI (Sigma, R-0883), 5% FCS, 10%FHS, 1,25 ¢
glucosa, 146 mg glutamina, 1,19 mg HEPES, 55 mg piruvato, 2 ml
Penicilina/Estreptomicina (Sigma)
- Medio de congelacion: 50% DMEM sin antibiotico, 40% FBS, 10%
DMSO.
» Tripsina-EDTA (Gibco): 0,05% tripsina; 0,53 mM EDTA.
= Polilisina (Sigma): utilizada unicamente para el cultivo de las células PC12.
Antes de sembrar las células se incubaron las placas a 37°C con 10 pg/mi

de polilisina durante 30-45 minutos.

1.2. CULTIVOS PRIMARIOS

Cultivos primarios de neuronas corticales mixtas

Los cultivos primarios de corteza cerebral de rata que contenian tanto neuronas como
glia fueron preparados de embriones de rata Wistar de 17 dias de gestacion. Las
células fueron sembradas a una densidad de 3 x 10° células por centimetro cuadrado
en medio completo (Basal Medium Eagle-BME-, 5% suero bovino fetal, 5% suero de
caballo, 20 U/ml penicilina, 50 pg/ml estreptomicina, 2 mM glutamina y 10 mM de
glucosa) en pocillos pre-incubados en poli-L-lisina. Las células fueron mantenidas a
37°C, 100% de humedad y 5% CO, durante 7 dias, tras los cuales el medio fue
sustituido por medio completo suplementado con 10% de suero de caballoy 10 uM
de citosina arabindsida. Los experimentos fueron realizados a 11-13 dias in viro
(DIV).

Los animales fueron proporcionados por el Servicio de Estabulario de la Universitat
Autonoma de Barcelona. El procedimiento experimental fue aprobado por el Comité
ético de la Universidad Autonoma de Barcelona, en conformidad con las lineas
directrices de las instituciones nacionales (Generalitat de Catalunya, Decreto
214/1997, DOG 2450) y realizado por el servicio de cultivos del Instituto de
Neurociencias o por el Dr. Nahuai Badiola (Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular, UAB).
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Tratamiento de los cultivos primarios

El tratamiento de los cultivos primarios se realizé entre los dias 12-14 de cultivo in
vitro (DIV), siempre en medio condicionado. Los tratamientos utilizados se describen
a continuacién: cicloheximida 20 pg/ml (Applichem), MDL28170 10 uM (Sigma), ALLN
1 uMy MK 801 10 uM (Calbiochem), TNFa 1 ug/ml (R&D Systems).

Privacion de oxigeno y glucosa (OGD)

Cultivos mixtos de corteza cerebral de entre 12-14 DIV fueron sometidos a privacion
de oxigeno y glucosa (OGD), segun los protocolos descritos por Goldberg y Choi
(Goldberg y Choi, 1993), con minimas modificaciones. Las células se lavaron dos
veces con el tampén BSS (del inglés, Balanced Salt Solution) con la siguiente
composicion: NaCl 116 mM, KCI 5.4 mM , MgSO4 7H,O 0.8 mM, NaH,PO4-2H,0
1 mM, NaHCO3; 26.2 mM, Glicina 0.01 mM, CaCl,-2H,0 1.8 mM, pH 7.4, previamente
equilibrado en una atmoésfera de 0.5% O, /94.5% N, /5% CO, a 37°C. Con estos

lavados se consigue diluir la glucosa residual del medio unas 2000 veces.

Posteriormente, las placas se introdujeron en una camara de hipoxia (Invivo2 400,
Ruskinn Technologies) con una atmadsfera de 0.5% O/ 94.5% Na/ 5% CO, y a 37°C,
donde se afadi6 BSS previamente equilibrado en esta atmosfera, y se dejaron
durante 75 minutos. La OGD se finalizé aspirando el BSS y devolviendo a los pocillos

el medio de cultivo guardado inicialmente (medio condicionado).

Este proceso se realiz6 también en paralelo con una placa control, expuesta a
condiciones de normoxia, donde las células fueron lavadas con el tampon BSS con
5mM de glucosa y después se colocd en un incubador con una atmdsfera humeda,
con un 5% de CO, y a 37°C, el mismo tiempo que la placa de OGD. La manipulacion
mecanica que supone los lavados no reduce la viabilidad celular de manera

significativa.

Hipoxia

El medio de cultivo fue sustituido por BSS, suplementado con 5,5 mM de glucosa,
equilibrado en una atmésfera con 0.8%02/ 94.2%N,/ 5%CO, a 37°C durante 75
minutos para eliminar el oxigeno del tampdn. Las células se introdujeron entonces en
la cdmara hipdxica con una atmoésfera de 0.5% O/ 94.5% Na/ 5% CO, y a 37°C. A
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continuacién, el medio condicionado del cultivo fue devuelto a las células. En paralelo,
placas control con células procedentes del mismo cultivo fueron tratadas con BSS
oxigenado y suplementado con glucosa e incubadas en presencia de oxigeno durante

el mismo tiempo que el cultivo hipdxico.

Hipoglucemia

El medio de cultivo fue sustituido por BSS no desoxigenado, y las células fueron
incubadas a 37°C, en una atmoésfera al 100% de humedad y 5% CO;, durante 75
minutos. A continuacién, el medio condicionado del cultivo fue devuelto a las células.
En paralelo, placas control con células procedentes del mismo cultivo fueron tratadas
con BSS oxigenado y suplementado con glucosa e incubadas en presencia de

oxigeno durante el mismo tiempo que el cultivo hipoglucémico.

1.3. CALCULO DE LA VIABILIDAD CELULAR
MTT

El MTT o Bromuro de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5,difeniltetrazolio, es una sal de
tetrazolio hidrosoluble. Las deshidrogenasas mitocondriales de las células viables
reducen el MTT a formazan, un compuesto violeta insoluble en medio acuoso pero
que puede ser solubilizado con DMSO. Este derivado puede ser determinado
espectrofotométricamente (570 nm), correlacionando la absorbancia obtenida con la
viabilidad celular (Mosmann, 1983). Esta técnica se utiliza comunmente para
determinar el porcentaje de células viables que hay en el cultivo, aunque no permite

discriminar si la muerte es necrotica o apoptética.

A partir de una solucién stock de MTT de 2 mg/mL en agua destilada, se afiadi6 a las
placas de cultivo el volumen necesario para conseguir una concentracion de MTT
final de 0,2 mg/mL. Las células se incubaron en una atmosfera humeda, con un 5%
de CO; y a 37°C, durante 30-45 minutos; se aspir6 el medio de cultivo y se anadio la
mitad del volumen del pocillo de DMSO para disolver el formazan formado. La medida

espectrofotométrica se realizo en el lector de placas Sinergy® (BioTek).
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FIGURA 17. Esquema de la reduccién del MTT. Obtenido de www.brightminds.uqg.edu.au.

Alamar Blue

El compuesto activo de Alamar Blue (Invitrogen) es la resazurina, un compuesto de
color azul, no fluorescente, no téxico, soluble en agua, estable en cultivo y, lo que es
mas importante, permeable a las células. Una vez que entra en las células, la
resazurina se reduce a resorufina y ésta produce una fluorescencia roja intensa. Las
células viables convierten resazurina en resorufina continuamente, generando una

medida cuantitativa de la viabilidad celular.

Para medir la viabilidad de los cultivos, el reactivo Alamar Blue fue disuelto en el
medio de cultivo de las células, realizando una dilucion 1:10 del stock original. Las
células fueron incubadas durante 40 minutos en una atmodsfera humeda, con un 5%
de CO; y a 37°C. A continuacion el medio celular fue recogido en una placa nueva
para realizar la lectura de la fluorescencia en el lector de placas Sinergy® (BioTek),

utilizando una longitud de onda de excitacién/emision de 560/590 nm.

En paralelo a la lectura de la fluorescencia, se realizaron 2 lavados en PBS frio de los
pocillos tratados con Alamar Blue. A continuacion las células fueron lisadas siguiendo
el protocolo habitual. Esta es la principal ventaja que presenta el reactivo Alamar Blue
respecto al MTT: tras determinar la viabilidad celular se pueden obtener extractos

celulares del mismo ensayo.

RESAZURINA RESORUFINA
K/I'\,.;I\ﬂ " *t-_:I o
L

FIGURA 18. Esquema de la reduccion de la reazurina a resorufina. Células
metabdlicamente activas reducen a la resazurina, no fluorescente, a resorufina, un
compuesto que emite fluorescencia roja. La cantidad de fluorescencia producida es

proporcional al nimero de células viables. Obtenido de www.invitrogen.com
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1.4. FRACCIONAMIENTO CELULAR

Las células se cultivaron en placas de 10 cm de diametro hasta que alcanzaron un
80-90% de confluencia. Cada placa se lavo dos veces con PBS frio, se lis6 en PBS y
se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y el pellet
se resuspendidé en 500 ul de tampon de homogenizacion, se homogenizé mediante

30 strokes en potter con piston de teflon y se mantuvo en hielo durante 30 minutos.

A continuacion se centrifugé a 12000 rpm (15000 g) durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante (o fraccién citosélica) se guardé a -20°C. Por su parte, el pellet se
resuspendié en 100 ul de tampdn RIPA, se homogenizd 4 veces con la ayuda de una
jeringa (25 Gauge) y se centrifugd a 14000 rpm (20000 g) 10 min a 4°C. EIl

sobrenadante final (fraccion nuclear) se guardd a -20°C.

Tampon Composicion
Tampoén de 25 mM Tris; 1mM EGTA; 10 mM NaCl. Anadir antes de usar 5 mM de
homogenizacién MgCly; 1 mM de DTT; 0,1 mM de ortovanadato; cocktail inhibidor de

proteasas SIGMA

Tampon RIPA 25 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1% SDS; 1% NP-40; 0,5%

deoxicolato sédico; 1 mM EGTA; 5 mM pirofosfato sédico

TABLA 3. Composicion de los tampones utilizados en el fraccionamiento celular.
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2. ISQUEMIA IN VIVO EN RATAS SPRAGUE-DAWLEY

(Ensayos llevados a cabo por el equipo de la Dra. Anna Planas, Institut

d’Investigacions Biomédiques de Barcelona, [IBB-CSIC)

Se utiliz6 un modelo de isquemia cerebral focal descrito por Karibe et al., 1995, y
modificado posteriormente (Soriano et al.,, 1997). Este método se basa en la
obstruccion mecanica intraluminal de la arteria cerebral media mediante un filamento

de nylon con el extremo redondeado.

Los ensayos se realizaron en ratas macho, adultas, de la cepa Sprague-Dawley, de
entre 275 y 325 g de peso. En primer lugar el animal es anestesiado y se le introduce
una sonda rectal para controlar la temperatura. Posteriormente es intubado para
mantener la respiracion asistida y se introduce una canula en la arteria femoral para
medir la presidn arterial sistémica durante la operacion. A continuacion se procede a
ocluir la arteria cerebral media durante 50 minutos, tras los cuales se inicia la

reperfusion (Sonia Solé, 2005).

Nos referiremos al hemisferio sometido a la isquemia como ipsilateral y al hemisferio

control no isquémico como contralateral.
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3. INMUNOCITOQUIMICA

Para los estudios de inmunocitoquimica, los cultivos mixtos de neuronas corticales
fueron sembrados en placas de 24 pocillos. A los 12 DIV las células se lavaron con
PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato 0.1 M pH 7.2, durante
1 hora a 4°C. Se lavaron las placas dos veces con TBS-Tween 0.2% (TBS-T; Tris
20mM, NaCl 137mM, HCI 1M, pH 7,6, 0,2% Tween) a temperatura ambiente y se
bloqued con tampdn de bloqueo (TBS-T, 5% FCS, 3% BSA) durante 45-60 minutos
también a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron las células 24h a 4°C
con el anticuerpo primario diluido 1:200 en TBS-T 5% de BSA. A continuacién se
hicieron dos lavados con TBS-T y se incubd con el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado a fluorescencia (Alexa Fluor-rabbit 488 o mouse-594, Molecular
Probes) diluido 1:500 en TBS-T 5% BSA, durante 1h. Tras dos lavados con TBS-T, se
hizo un ultimo lavado con TBS y se montaron las preparaciones con medio de
montaje Fluorosave™ (Calbiochem). Las preparaciones se observaron bajo un
microscopio de fluorescencia (LEICA) a una longitud de onda de excitacidn/emision

de: 492/519 0 584/617 nm, en funcién del secundario utilizado.

Anticuerpos Concentracién Casa comercial
primarios
Rabbit anti-GFAP 1:200 Chemicon
Mouse anti-MAP2 1:200 Chemicon

TABLA 4. Anticuerpos primarios utilizados en ensayos de inmunocitoquimica

Tincion de Hoechst 33258

El reactivo Hoechst es un compuesto fluorescente que se une al DNA, por lo que se
utiliza habitualmente para el marcaje de los nucleos celulares. Ademas puede
utilizarse para evaluar el estado de la cromatina. Si las células tefidas han sufrido
una muerte apoptotica la cromatina estara condensada o fragmentada, y el
compuesto se concentrara en mayor proporcion, emitiendo una fluorescencia mas

intensa que en nucleos no condensados.
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Tras la incubacion de la muestra con anticuerpo secundario, se realizé un lavado de 5
minutos con TBS y se incubd con el reactivo Hoechst 33258 (1ug/mL) durante 5
minutos. A continuacion, se realizaron dos lavados mas con TBS. Se procedié al
montaje de la muestra utilizando unas gotas de medio de montaje FluorSaveTM
Reagent (Calbiochem). Seguidamente se observaron las muestras en microscopio de
fluorescencia (LEICA) a wuna longitud de onda de excitacion/emision de
350nm/460nm.

Tincion con loduro de Propidio (PI)

El ioduro de propidio es un agente intercalante y un compuesto fluorescente que
puede ser utilizado para teiir DNA. Es muy polar, por o que no es permeable a las
células que mantienen la integridad de sus membranas. Permite visualizar aquellas
células que presentan la membrana celular rota, una caracteristica propia de la

muerte celular por necrosis o apoptosis tardia.

Tras la OGD, las células fueron incubadas durante 1 hora con Pl 10 uM, se lavaron
con TBS atemperado a 37°C y, a continuacioén fueron fijadas con paraformaldehido al
4%. Tras la fijacion y el montaje, las muestras se observaron en microscopio de

fluorescencia (LEICA) a una longitud de onda de excitacion/emisién de 488/538 nm.

Evaluacién de necrosis y apoptosis mediante los marcadores fluorescentes Pl y
Hoechst 33258

Con el fin de obtener el porcentaje de células apoptéticas y necréticas tras realizar la
OGD, las células fueron tefiidas con Pl y Hoechst, fijadas con paraformaldehido 4% y

observadas al microscopio de fluorescencia.

Siguiendo el criterio resumido en la tabla 5 se contaron todas las células de un
minimo de cuatro campos por pocillo, de los cuatro pocillos de cada condicion, es

decir, 16 campos por condicion (unas 1000 células por tratamiento).

Para evitar subjetividad en el contaje, una tercera persona realiz6 un
enmascaramiento de los resultados. Asi, la persona que realizé el contaje de nucleos

apoptéticos y necroticos desconocia los tratamientos realizados.
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Estado de las Estado de la cromatina Pl

células (Hoechst 33258)

Viables Laxa -

Apoptoticas Condensada -
Granulos +

Necréticas Laxa +

TABLA 5. Criterios de discriminacién entre necrosis y apoptosis

4. TECNICAS ELECTROFORETICAS PARA EL ESTUDIO DE PROTEINAS

Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida

Para resolver las proteinas procedentes de lisados celulares se utilizé la electroforesis
desnaturalizante en gel de SDS-Poliacrilamida, utilizando el kit Mini-Protean Il de Bio-
Rad.

Las muestras se diluyeron en tampoén de muestra, se calentaron 5 minutos a 100°C y
se separaron por electroforesis en geles de diferente porcentaje de acrilamida, segun
el peso molecular de las proteinas a resolver. En algunos casos se utilizaron geles en
gradiente del 4 al 12% de acrilamida (NuPAGE, Invitrogen) En cada carril se cargaron

30 ug de proteina. Se aplicé un voltaje constante de 150 V durante 75 minutos.

Electrotransferencia de proteinas. Western Blot

Una vez finalizada la electroforesis las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher & Schurell). La transferencia se realizé segun el método
descrito por Renart (Renart et al, 1979) y Towbin (Towbin et al, 1979). Esta técnica
combina la resolucién de proteinas por métodos electroforéticos con la especificidad
de la deteccion por anticuerpos. Para ello se utilizé el sistema Mini Trans-Blot
Electroforesis Transfer Cell (Bio Rad), aplicando un voltaje constante de 100 V

durante 2 horas.

La membrana, con las proteinas transferidas, se bloqueé con tampdn de bloqueo
durante una hora y posteriormente se incub6 con el anticuerpo primario a la dilucion
pertinente durante toda la noche a 4°C. Después de 3 lavados de 5 minutos con TBS-
T, la membrana se incubd durante una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa diluido en tampdn de bloqueo (1:6000). Tras 5
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lavados de 5 minutos con TBS-T las proteinas se detectaron por quimioluminiscencia
(ECL™ Western Blotting Detection Reagent; Amersham Pharmacia) utilizando

peliculas fotograficas (Medical X-Ray Film, Agfa).

Tampodn Composicion

Tampon de muestra Tris-HCI 25 mM pH 6,8; 2% p/v SDS; 10% glicerol, DTT
10 M, 0,002% p/v de azul de bromofenol

Tampon de electroforesis 25 mM Tris; 192 mM Glicina; 20% SDS

Tampon de transferencia 25 mM Tris; 192 mM Gilicina; 20% de Metanol
TBS-Tween (TBS-T) 20 mM Tris; 150 mM NaCl a pH 7,6; 0,2 % Tween
Tampdn de bloqueo TBS-T + 5% de leche desnatada

TABLA 6. Composicion de los tampones utilizados en inmunoblot.
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Anticuerpos Concentracion Casa comercial Referencia
primarios
Sheep anti ERK5 0,2 pg/mi MRC Unit Dundee *
Rabbit anti ERK5 1:6.000 Sigma E1523
Rabbit anti P-ERK5 1:1.000 Biosource 44-612G
Mouse anti p-tubulina 1:20.000 BD Biosciences 556321
Mouse anti Actina 1:20.000 Sigma-Aldrich A-1978
Mouse anti GAPDH 0,2 pg/mi Ambion 4300
Rabbit anti CREB 1:1.000 Cell Signaling 9192
Mouse anti CSS1 0,5 pg/mi Sigma C-0230
RabbiF anti m-calpain, 1:1000 Calbiochem 208754
Domain |
Rabbit anti 14-3-38 1:1.000 Santa Cruz SC-628
Mouse anti Espectrina 1:5000 Chemicon MAB1622
Rabbit anti MAPK 1:2000 Cell Signaling 4695
Mouse anti HSP70 1:2000 Oncogene Science HSPO1
Mouse anti HSP90B 1:1000 Calbiochem CA1024
Mouse anti PKM2 1:5000 Abnova H00005315-A01
Rabbit anti GFP 1:500 Santa Cruz Sc-8334
Mouse anti HA 1:1000 Boehringer 1583 816
Mannheim
Mouse anti FLAG 1:1000 Sigma F-3165
Sheep anti GST 1.1000 MRC Unit Dundee*
Mouse anti MAP2 1:2000 Sigma M1406
Anticuerpos Concentracion Casa comercial Referencia
secundarios
Rabbit Anti Sheep- 1:6000 Pierce 31480
Peroxidase conjugated
Goat Anti Mouse- 1:6000 Pierce 31430
Peroxidase conjugated
Goat Anti Rabbit- 1:6000 Pierce 31460

Peroxidase conjugated

TABLA 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo.

*Anticuerpos obtenidos del MRC Protein Phosphorilation Unit de Dundee (Escocia), fue

purificado a partir de suero de oveja tras la inyeccion en el animal del péptido

correspondiente.
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5. PURIFICACION DE PROTEINAS
5.1. INMUNOPRECIPITACION (IP)

Para cada muestra, se mezclaron 2-5 ug del anticuerpo correspondiente con 5 ul de
Proteina G Sepharose (GE Healthcare) preequilibrada en tampdn de lisis. Tras 45
minutos de agitacion a 1100 rpm a 4°C, se realizaron dos lavados con tampdn de
lisis.

En paralelo se realizé un preclear de las muestras para evitar posibles interacciones
inespecificas. De 0,1 a 5 mg de lisado celular fueron incubados con 5 pl de Proteina
G-Sepharose preequilibrada en tampdn de lisis y se incub6 45 minutos a 1100 rpm a
4°C. Trascurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras 1 minuto a 1000 g y se

recogio el sobrenadante (lisado celular o preclear).

A continuacion, se anadio el lisado celular a la proteina G-Sepharose con anticuerpo y
se incubd durante 90 minutos a 4°C en agitacion a 1100rpm. Se realizaron dos
lavados en tampon de lisis con 0,5 M NaCl y un lavado en tampén 50mM Tris pH 7,5;
0,imM EGTA; 0,1% (v/v) B-mercaptoetanol. Al pellet final se anadieron 10 pl de
tampén de muestra de electroforesis y tras calentar 5 min a 100°C las proteinas
inmunoprecipitadas fueron separadas mediante electroforesis y analizadas mediante

inmunoblot.

En paralelo a la inmunoprecipitacion de las muestras se realizd un control negativo en

ausencia de anticuerpo.

Inmunoprecipitacion con FLAG-M2-Agarose

Células HEK293T fueron transfectadas con el vector que codifica para la proteina
pertinente fusionada al péptido FLAG, incubadas 24 horas a 37°C en una atmdsfera
al 100% de humedad y 5% CO, Yy lisadas.

Para purificar la proteina recombinante fusionada a FLAG se utilizé una variante del
ensayo de inmunoprecipitacion, utilizando un anticuerpo anti-FLAG inmovilizado en
resina de agarosa (FLAG-M2-Agarose, Sigma). Se incubaron 5ul de resina-anticuerpo
con 150 ug de muestra durante 1hora a 4°C en agitacion a 1100 rpm. Tras este
tiempo se realizaron diferentes lavados de la muestra siguiendo el protocolo arriba

descrito.
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5.2. ENSAYOS DE PULL-DOWN

Se utilizé esta técnica para purificar proteinas recombinantes fusionadas a la proteina
GST. En primer lugar, células HEK293T fueron transfectadas con el vector que
codifica para la proteina pertinente fusionada a GST, incubadas 24 horas a 37°C, en

una atmosfera al 100% de humedad y 5% CO. Yy lisadas.

Se incubaron 150 ug de extracto celular con 5 yl de Glutathione-Sepharose (GE
Healthcare) que une especificamente GST. A continuacion se procedio de igual
manera que en la IP a la incubacién, lavados de la resina y analisis de la muestra

purificada.

5.3. PURIFICACION DE PROTEINAS MARCADAS CON GST o FLAG

Purificacion de GST-ERK5

Para cada purificacion se transfectaron 10 discos de 10 cm de células HEK 293T, se
incubaron durante 24 horas a 37°C y se lisaron en tampon de lisis. A continuacion, se
incubo el lisado celular a 4°C con 100 ul de Glutation Sepharosa (pre-equilibrados en
tampdn de lisis). Tras una hora en agitacién se centrifugd la muestra 15 minutos a
3000 g.

En tubos falcon de 15 ml, se realizaron lavados secuenciales de la resina anadiendo
10 ml de tampon y centrifugando 1 minuto a 3000 g: 4 lavados con tampodn de lisis 0,5
M de NaCl, seguidos de 3 lavados con tampon kinasa (50 mM Tris pH 7,5; 0,1% BME;
0,1 mM EGTA) y un lavado con tampdn de elucién (50 mM Tris pH 8; 0,1% BME; 0,1
mM EGTA,; 0,27 M sacarosa). A continuacion, se aspird el sobrenadante del ultimo
lavado y se dejé un volumen de 500 ul en el que se resuspendio la resina. Se
transfiriéo este volumen a un eppendorf y se eluyé la proteina mediante la adicion de
Glutatién a una concentracion final de 40 mM. Se incubd 15 minutos a temperatura
ambiente en agitacion, se transfirio la muestra un tubo con filtro Spin X (0,45 ym de
poro, Costar) y se centrifugd a 8000 g durante 1 minuto. El filtrado recogido

corresponde a la proteina purificada.

La cuantificacién y determinacion de la pureza de la proteina purificada fue llevada a
cabo mediante electroforesis SDS-PAGE, comparando la proteina obtenida con un

patron de concentracién conocida de BSA.
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Purificacion de ERK5-FLAG y PKM2-FLAG

Las proteinas fusionadas al péptido FLAG en su extremo C-terminal, fueron
purificadas utilizando el protocolo anterior con dos modificaciones: la resina utilizada
fue FLAG-M2-agarosa (SIGMA) y la elucion se llevé a cabo con péptido FLAG
Peptide (SIGMA) a una concentracion final de 50 ng/ml.

5.4. PURIFICACION DE ERK1/2 ACTIVA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA MONO-Q HR-5/5

Esta resina cromatografica fue utilizada con el fin de obtener una preparacion pura y
activa de ERK1 y ERK2 (ERK1/2). Se utilizé una columna Mono-Q HR-5/5 de
Pharmacia (constituida por 1 ml de resina intercambiadora de iones monoQ) acoplada
al sistema FPLC.

Para obtener los extractos celulares que contuvieran ERK1/2 activas, 5 discos de 10
cm de células Hela fueron estimulados durante 15 minutos con 50 ng/ml de EGF y
lisados en el tampon de lisis habitual. A continuacion, fueron introducidos en una
columna mono-Q HR-5/5 previamente equilibrada con tampdén 50 mM Tris-HCI pH
7.5; 0,1% (v/v) B-mercaptoetanol. La columna fue lavada con 20 ml del mismo
tampodn y las proteinas retenidas se eluyeron mediante 20 ml de un gradiente de 0 a
0,375 M de NaCl en tampon de cromatografia. El flujo durante todo el proceso fue de

1 ml/min y se recogieron fracciones de 1ml.

La presencia de ERK1/2 en cada fraccion fue determinada mediante inmunoblot, y la

actividad kinasa medida utilizando como sustrato MBP y **P-y-ATP-Mg.
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5.5. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA EN GEL FILTRACION

El fraccionamiento cromatografico de las muestras en funcion de su peso molecular
se realiz6 en un sistema de FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (Pharmacia),
equipado con 2 bombas de alta precision P-500 y colector RediFrac. Se utiliz6 una
columna Superdex 200-HR 10/30 (24 ml de lecho, Pharmacia), constituida por
dextrano unido covalentemente a agarosa, con un rango de exclusién de 10 a 600
kDa.

El volumen vacio de la resina se determiné tras la aplicacién de 0,5 ml de azul
dextrano (1 mg/ml) y la lectura de la absorbancia a 620 nm de las fracciones
recogidas. La columna fue equilibrada con 2 volumenes de tampon de cromatografia
(50 mM Tris pH 7,5; 0,15 M NaCl; 0,1 mM EGTA; 0,1% pB-mercaptoetanol) y la
velocidad de flujo fue de 0,32 ml/min. Una vez aplicada la muestra (500 pl, 0,5 a 2 mg

de proteina) se recogieron fracciones de 0,33 ml.

Para la calibracion de la columna se utilizaron los marcadores indicados en la tabla 8.

Marcador Peso molecular (kDa) Referencia  Casa Comercial
Azul dextrano 2.000 D-4772 Sigma-Aldrich
Tiroglobulina bovina 670
y-globulina bovina 158
Ovoalbumina de pollo 44 151-1901 Bio-Rad
Mioglobina equina 17
Vitamina B12 1,35

TABLA 8. Marcadores de peso molecular utilizados en la calibracion de la columna
Superdex 200-HR (FPLC)
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6. TANDEM AFFINITY PURIFICATION (TAP)

Vectores utilizados

Se utilizé el vector pEGFP-C2-TAP, clonado por la Dra. Maria Deak de la Protein
Phosphorilation Unit del MRC de Dundee a partir del plasmido pEGFP-C2 (Clontech)
(figura 19). Este vector incorpora una proteina verde fluorescente (GFP) optimizada
para obtener una fluorescencia mas brillante y una mayor expresion en células de
mamifero (excitacidn maxima = 488 nm; emision maxima= 507 nm), que permite una

seleccién mas facil de las células que lo expresan.

A continuacion de la GFP, el vector codifica para dos dominios de unién a IgGs de la
proteina A, una secuencia de corte de la proteasa TEV y un dominio de unién a
calmodulina (CAM). El vector también contiene un origen de replicacion en células de
mamifero (SV40) y un cassette de resistencia a neomicina-kanamicina (KanR/NeoR).
En él se clonaron las diferentes proteinas humanas objeto de este estudio: MEKS,
ERKS full lenght (o wild type) y ERK5-ACterm (que carece del dominio de activacion

transcripcional situado en el extremo C-terminal, ERK5-1->490).
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FIGURA 19. (A) Mapa de restriccion y Multiple Cloning Site (MCS) del vector pEGFP-C2.
(B) Vector pEGFP-C2-TAP. (C) Representacién esquematica lineal de la proteina de

fusion utilizada para el método TAP.
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Todos los plasmidos utilizados fueron clonados por la Dra. Maria Deak de la Protein
Phosphorilation Unit del MRC de Dundee (Escocia).

Generacion de las lineas celulares estables

En primer lugar se procedio a la obtencion de células de neuroblastoma (SH-SY5Y)
que sobre-expresaran establemente las proteinas de fusion arriba descritas. Se
sembraron células SH-SY5Y a baja confluencia (20-30%) en discos de 10 cm de
didmetro y se transfectaron 5 pg del vector correspondiente, utilizando lipofectamina,
segun el protocolo descrito anteriormente. Tras 24 horas se afadid al medio 300
pg/ml del antibidtico G418 (Sigma-Aldrich), que permite la seleccion de los clones. El
medio fue cambiado cada 24 horas manteniendo el antibidtico. 7 dias después, la
concentracion de antibidtico fue rebajada a 100 pg/ml y el medio cambiado cada 3

dias.

15-20 dias después de la transfeccion, se seleccionaron las colonias individuales que
expresaban niveles bajos de fluorescencia por GFP. Estas colonias fueron
expandidas y sometidas a una segunda seleccion en funcion de los niveles de
proteina de fusion analizados por inmunoblot con anticuerpos especificos. Se
seleccionaron aquellas colonias que sobreexpresaron la proteina de fusion de manera

moderada y que, ademas, no presentaban degradacion.

Los clones seleccionados fueron congelados y guardados en nitrogeno liquido como

stock para futuros experimentos.

Tandem Affinity Purification (TAP)

(Protocolo adaptado de Rigaut et al., 1999)

Como punto de partida, de cada clon estable de células SH-SY5Y se crecieron entre
100 y 200 discos de 15 cm. Cada disco fue lisado en 1 ml de tampdn de lisis TAP frio
(ver tabla 9). Los lisados fueron centrifugados a 23.000 g durante 20 minutos a 4°C y
el sobrenadante se incubo durante 1 hora en un tubo Falcon de 50 ml, con 0,5 ml de
resina Rabbit IgG-agarose beads (Sigma) preequilibradas en tampdn de lisis TAP (de
3 a 5 lavados) en un agitador giratorio a 4°C. A continuacién se transfiridé la
suspension a un unico tubo Falcon de 15 ml, mediante centrifugaciones cortas (30

segundos).
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Se realizaron tres lavados con tampon A y dos con tampdén B, dejando un volumen
final de 2,5 ml tras el ultimo lavado. Se anadieron 100 pg de TEV proteasa y se
incubd durante 4h a 4°C en un agitador giratorio. La muestra fue transferida entonces
a una columna Econopaq de 10 ml (Biorad) y el eluido se recogié en un tubo Falcon
de 15 ml. A continuacion, se afadieron tres volumenes (7,5 ml) de tampén C, al que
se afadieron 7,5 ul de CaCl; 1M y se incub6 con 0,25 ml de la resina Calmodulin-
Sepharose (Amersham Pharmacia, preequilibrada en tampon C). La mezcla se incubo
durante una hora en un agitador giratorio a 4°C. Tras ello, se llevaron a cabo 3
lavados de la resina con tampén C y dos con tampdn D y se aspird la mayor parte del
sobrenadante en el ultimo lavado. Se afiadid a la resina 0,5 ml de tampdn de
muestras electroforéticas Nupage LDS Sample Buffer (dilucion 1/80 del stock en

agua), se agitdé mediante vortex y se incubo 5 minutos a temperatura ambiente.

La preparacion final fue filtrada en tubo Spin X (0,45 um de poro, Costar). En este
punto 30 ul del filtrado fueron sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida en
gradiente NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Invitrogen) y las proteinas separadas fueron
visualizadas mediante tincién en Colloidal Blue Coomassie (Invitrogen) para estimar

la cantidad de material purificado (gel analitico).

Tampon Composicion

Tampodn de lisis TAP 10 mM Tris-HCI a pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40;

cocktail de inhibidores de proteasas (anadir antes de usar)

Tampén A 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 1 mM
DTT;
Tampoén B 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 0,5

mM EDTA; 1mM DTT;

Tampo6n C 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,1% NP-40; 1 mM
Mgz+acetato; 1 mM imidazol; 2mM CaCl,; 1 mM DTT;

Tampo6n D 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM M92+acetato; 2 mM CaCly;
1mM DTT

TABLA 9. Tampones utilizados en la purificacién TAP.

El filtrado restante (aproximadamente 470 ul) fue concentrado mediante speed vac

con trampa de frio para conseguir un volumen de unos 5 pl. Cada muestra fue
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resuspendida en 25 pl de H,O miliQ y 10mM de DTT, y sometida a electroforesis en
un gel NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Invitrogen).

Procesamiento de las bandas

A partir de este punto, se realizaron todos los procesos en el interior de una campana
de flujo y con guantes, con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion de las

muestras con queratinas.

El gel fue tefiido con Colloidal Blue Coomassie y tras su fotografia las diferentes
bandas visualizadas fueron numeradas, recortadas con bisturi en cubos de
aproximadamente un milimetro y procesadas para su analisis mediante

espectrometria de masas.

Digestion en gel de proteinas para su analisis mediante espectrometria de

masas

El protocolo se inici6 realizando sucesivos lavados de los fragmentos del gel, durante
10 minutos en agitacién con 0,5 ml de: agua; 50% acetonitrilo, 50% agua; vy
finalmente 0,1 M NH4HCO3

A continuacion se llevd a cabo la alquilaciéon de los residuos de cisteina de las
diferentes proteinas purificadas. Para ello, a cada muestra se anfadid 75 ul de
NH4HCO3; 0,1 M con 10 mM de DTT para reducir los puentes disulfuro, y se incubo en
bloque térmico a 65°C durante 45 min. A continuacién, y para bloquear las cisteinas,
se descarto el liquido y se incubaron los fragmentos del gel 10 minutos en agitacion
con 75 pl de una solucion que contenia 50% lodoacetamida 50 mM y 50% de
NH4HCO3; 50 mM.

En este punto las bandas ya habian perdido su color. Se afiadieron 0,3 ml de
acetonitrilo, se agité durante 15 min y se aspird el sobrenadante. Se evaporo el
sobrenadante remanente mediante speed vac con trampa de frio hasta que los
fragmentos del gel estuvieron totalmente secos. A continuacion se re-hidrataron con
bicarbonato de trietilamonio 25 mM vy se afiadioé 30 pl de Trypsin Gold (Boehringer) a
una concentracion final de 5 ug/ml. La digestion se llevé a cabo durante 18 horas a
30°C en agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se anadid un volumen

equivalente de acetonitrilo a la digestion y se agité durante al menos 15 min. Se
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recogié el sobrenadante y se anadié a un tubo limpio etiquetado (Tubo 1) que se

evaporo por speed vac.

Simultaneamente, se afnadié a los fragmentos de gel 100 ul de una solucién 50% de
acetonitrilo y 2,5% de acido férmico y se agité durante 10-15 minutos. Se combiné
este sobrenadante con el extracto desecado del Tubo 1. A continuacién se sublimo el
contenido del tubo mediante speed vac y las muestras fueron congeladas a -20°C
hasta su procesamiento por el Dr. Nick Morrice, del servicio de Espectrometria de
Masas del MRC de Dundee (Escocia).

Los péptidos fueron analizados por LC-MS/MS (Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry) en un aparato Applied Biosystems 4000 Q-TRAP.
Para la identificacion de los péptidos se utilizd la base de datos humana Celera

Discovery System (Applied Biosystems) utilizando el algoritmo Mascot Search Engine.
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7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Ensayo radiométrico de actividad kinasa en geles de SDS-PAGE

La proteina ERKS5 recombinante pura se incubd, en un volumen final de 20 ul, con las
proteinas substrato de interés en una mezcla de reaccion que contenia: 50 mM Tris-
HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 100 a 500 uM de ATP frio y 2 uCi de [y->2P]-ATP (GE
Healthcare). La mezcla fue incubada a 30 °C durante 30 min en agitacion (1100 rpm),
y la reaccion finaliz6 mediante la adicion de 6 pyl de tampon 5x de muestra de
electroforesis. Las muestras se calentaron 5 min a 100°C y se separaron en SDS-
PAGE. Las proteinas resueltas fueron visualizadas mediante tincion Coomasie Blue
R, y la incorporacién de *?P visualizada mediante autorradiografia (Hyperfilm MP, GE
Healthcare). Por ltimo la incorporacion de *?P fue cuantificada mediante el recorte
de cada banda observada en autorradiografia y contaje en contador de centello
(LKB).

Ensayo de actividad caspasa 8

La actividad de la caspasa 8 se determiné utilizando el sustrato fluorogénico Ac-IEPD-
AMC. La caspasa 8 activa hidroliza el sustrato, liberandose una molécula fluorogénica
(AMC). La fluorescencia resultante se correlaciona con la actividad de la caspasa 8 y

puede ser cuantificada en un lector de fluorescencia.

Los lisados celulares se recogieron a distintos tiempos: 0, 3 y 6 horas después de la
OGD (tampén de lisis: 100 mM HEPES pH 7.5, 10% sacarosa, 1 mM EDTA, 20 uM
EGTA, 0,1% CHAPS, 10 mM DTT, leupeptina 10 pg/mL, ortovanadato 1 mM,
aprotinina 2 pg/mL y PMSF 1mM). La reaccién se llevo a cabo en una placa de 96
pocillos opaca (para evitar la pérdida de fluorescencia) a la que se anadié la cantidad
de proteina necesaria para que la concentracion final fuera de 30-60 pg/mL, 20 uM
del sustrato fluorogénico Ac-IEPD-AMC, y se llevo hasta un volumen final de 250 uL
con el tampdn de lisis utilizado previamente. Inmediatamente se procedio a la lectura
en el lector de fluorescencia (Victor Ill, Perkin Elmer). La actividad enzimatica se

expresd como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF).
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Ensayo de actividad de calpaina

Con el fin de analizar la actividad de corte de calpaina sobre ERKS se disefidé una
mezcla de reaccion compuesta por 1 ug de ERKS5 recombinante pura, tampén (50mM
TRIS pH 8.0, 0.1 mM EGTA, 2 mM DTT), calpaina recombinante (calpain II,
Calbiochem) y 1mM de CaCl, (afiadido en ultimo lugar) en una mezcla con un
volumen final de 25 pyl. La mezcla de reaccion se incubo 1 minuto a 30°C y la reaccidn
se detuvo afadiendo 5 pl de tampon de carga de electroforesis. Se hirvid la mezcla
durante 5 minutos y las proteinas fueron resueltas mediante electroforesis en geles
LDS-NuPAGE en gradiente del 4 al 12% de acrilamida (Invitrogen). Los geles fueron
posteriormente  tefidos con Colloidal Blue Coomassie (Invitrogen) o
electrotransferidos para la posterior deteccion de ERKS y calpaina mediante

inmunoblot.

Ensayo de actividad piruvato kinasa

La piruvato kinasa cataliza la reaccién que transforma fosfoenolpiruvato (PEP) en
piruvato, esta reaccion es regulada alostéricamente por fructosa 1-6, bisfosfato (FBP)
y estd acoplada a una segunda reaccion catalizada por la enzima lactato
dehidrogenasa (LDH) que transforma piruvato en lactato (ver figura 20). La enzima

piruvato kinasa es dependiente de magnesio y potasio.

PKM LDH
PEP Piruvato Lactato
ADP ATP NADH NAD*

FIGURA 20. Representacion esquematica de la reaccion catalizada por la enzima

piruvato kinasa.

El protocolo para medir la actividad de la piruvato kinasa fue modificado del protocolo
utilizado por Christofk et al., 2008. Las muestras utilizadas para la determinacién de
actividad contenian lisados celulares (1-2 ug), TRIS pH 7,5 (50 mM), KCI (100 mM),
MgCI2 (5 mM), ADP (0,6 mM), PEP (0,5 mM), NADH (180 uM), FBP (10 uM) y LDH (8
unidades). Mediante el lector Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader de

BioTek se midieron los cambios en la absorbancia a 340 nm debidos a la oxidaciéon
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de NADH, siendo estos proporcionales a la desaparicion del sustrato de la reaccion
PEP.

Las muestras recogidas con el objetivo de analizar la actividad piruvato kinasa fueron
lisadas en el siguiente tampdn (tampdn piruvato): 50 mM TRIS pH 7,5; 1 mM EDTA,;
150 mM NaCl; 1% NP40; 1mM ortovanadato; 1mM DTT; inhibidores de proteasas
(Sigma).

Los resultados se presentan en actividad especifica (Unidades/mg), donde una

Unidad equivale a los ymoles de producto formado por minuto.
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8. BIOLOGIA MOLECULAR

En todos los casos el marcaje de acidos nucleicos en geles de agarosa se realiz6
mediante Sybr Safe (Invitrogen), utilizando una dilucion 1:25000. La visualizacion

posterior del gel se realizé en transiluminador.

Amplificacion de los plasmidos de interés

Preparacion de bacterias TOPO competentes

De una placa de bacterias crecidas en medio LB-Agar sin antibidtico se aislé una
colonia en 5 ml de LB y se incub6 16 horas a 37°C en agitacion (200 rpm/min). Al dia
siguiente, se afadié 150 pl del cultivo a 5ml de LB y se dejo crecer 90 minutos a 37°C
en agitacion. A continuacién se centrifugé a 1500 g 5 minutos a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 2,5 ml de CaCl2 50 mM estéril y dejado
en hielo 30 minutos. Seguidamente se realizé una nueva centrifugacién a 1500 g 5
minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 500 pl de
CaCl2 50 mM estéril. Las bacterias se mantuvieron en hielo hasta su uso (el mismo

dia de la preparacion).

Transformacion de bacterias y purificacion de plasmidos

Se anadié 1 pl de DNA sobre 100 pl de bacterias y se incubd en hielo durante 30
minutos. A continuacion se procedid a realizar el choque térmico, mediante la
incubacién de las bacterias en un bafo a 42°C durante 2 minutos. Tras el choque
térmico las bacterias fueron incubadas en hielo durante 5 minutos. A continuacién, se
afiadieron 900 ul de medio LB y se incubd durante una hora a 37°C en agitacion.
Transcurrido este tiempo se sembraron 100 ul de bacterias en una placa de LB-Agar
con el antibidtico correspondiente a la resistencia del plasmido utilizado (Ampicilina 50

pg/ml o Kanamicina: 20 pg/ml).

La placa se incub6 toda la noche a 37°C en estufa. A la mafiana siguiente se aislo
una colonia y se creci6 8 horas en 2 ml de medio LB con el antibidtico
correspondiente, para luego ser transferido a 300 ml de LB-antibiético. El cultivo fue
incubado toda la noche a 37°C en agitacién, centrifugado y el DNA plasmidico fue

purificado mediante el kit QIA filter ™ Plasmid Maxi Kit de Quiagen.
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Extraccidon de RNA de cultivos celulares

La extraccion del RNA de células en cultivo fue realizada mediante el uso del reactivo
Trizol (Invitrogen), un fenol que permite la separacién de DNA,RNA y proteina basado

en la formacion de diferentes fases mediante la reaccién con cloroformo.

Para la extraccion de RNA, se sembraron células cortinales de rata en placas de 12
pocillos. Al los 12 DIV se afadié 0,5 mL de Trizol a cada pocillo, y el material celular
se transfirid6 a un tubo eppendorf de 2 mL. Después de incubar 5 minutos a
temperatura ambiente se afiadieron 200 uL de cloroformo, se agitdé vigorosamente y
se dej6 2-3 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, las muestras se
centrifugaron 15 minutos a 12.000 g (4°C). La fase acuosa que contenia el RNA se
transfirio a un tubo nuevo que contenia 0,5 mL de isopropanol y se dejo 10 minutos a
temperatura ambiente para que el RNA precipitara. Después de una centrifugacion de
10 minutos a 12.000 g (4°C) se decanto el sobrenadante, se afiadié etanol al 75% y
se agitd vigorosamente en vortex. Finalmente, se centrifugd 5 minutos a 7.500 g
(4°C), se decanto el etanol y se dejo secar. Una vez seco, el precipitado de RNA se
diluyé en 50 yL de agua miliQ libre de RNAsa. La concentracion de RNA se midio
mediante el kit Quant-it (Invitrogen) que confiere fluorescencia al RNA o DNA para su

medicién en el fluorimetro Qubit (Invitrogen).

La integridad del RNA se comprobd en cada ensayo mediante la separacion

electroforética de una alicuota en un gel de agarosa al 0,8%.

Transcripcion inversa

El conjunto de productos necesarios para la transcripcion inversa fueron

subministrados por Invitrogen. Para el ensayo se utilizaron tubos libres de RNAsa.

Para cada muestra, se utilizé entre 1 y 5 ug de RNA, 1 pL de OligodT (500 ug/ml) y 1
ML de ANTP (10 mM). La mezcla se completdé con agua libre de RNAsa hasta un
volumen de 12 pL. Las preparaciones se incubaron a 65°C durante 5 minutos vy
posteriormente se dejaron en hielo. Seguidamente, se afadioé la mezcla que contenia
4 uL del tampodn First-Strand (5X), 2 yL de DTT (0,1 M) y se incubd a 42°C durante 2
minutos. Finalmente se afadio el enzima SuperScript Il y se incubd a 42°C durante 50
minutos. La reaccion se inactivd subiendo la temperatura a 72°C durante 15 minutos.

El cDNA obtenido se conservd a -20°C.
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Amplificacion del DNA por PCR semicuantitativa

Para cada muestra se utilizaron 2 yl del DNA resultante de la retrotranscripcion del
RNA extraido del cultivo. Ademas se anadieron 1.5 pL de MgCl, (50 mM), 1 ul de
mezcla de desoxirribonucleoétidos trifosfato (ANTPs, 10mM, Invitrogen), 1 yL de cada
cebador (10 uM), 0.5 pl de Taq DNA Polimerasa (5 U/uL, Invitrogen), 5uL de tampodn
de PCR 10X (Invitrogen) y se llevé hasta 50 ul de volumen final con agua destilada.
Los reactivos utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) semi-

cuantitativa fueron adquiridos de Invitrogen.

Los cebadores utilizados para amplificar ERK5 de rata fueron 5-GGAGAA
GCGACGACAAGAGC-3' (forward primer) y 5-GGAGGCAGGACCAGGAATAG-3’
(reverse primer). Como control se utilizé el DNA de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) de rata, y los cebadores utilizados fueron los siguientes: 5'-
GCCAAGTATGATGACATCAACAAG-3’ (forward primer) y 5'-
TCCAGGGGATTTCTTACTCCTTGGA-3’ (reverse primer) de TIB MOLBIOL.

Para cada pareja de primers se determind la linealidad y el rango de ciclos en que la

reaccion era cuantitativa (antes de saturarse).

El protocolo utilizado para la amplificacion de ERK5 consistié en una fase inicial de
desnaturalizacion de 4 minutos a 94°C. A continuacion, 31 ciclos que constaban de
tres etapas: una primera desnaturalizacion de 30 segundos a 93°C, seguida de una
etapa de rehibridacion de 30 segundos a 65°C y 30 segundos a 72°C de elongacion.
Por ultimo una fase de elongaciéon de 5 minutos a 72°C. En el caso de GAPDH,

control interno de la reaccion, se realizaron 24 ciclos.

El termociclador utilizado fue el PTC-100 de MJ Research. 5 ul del producto obtenido
en la PCR semicuantitativa fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al
1%, que contenia Sybr Safe (Invitrogen) a una diluciéon 1:25000, y posteriormente

visualizado mediante transiluminador.
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Mutagénesis dirigida del DNA que codifica para la Piruvato Kinasa M2 (PKM?2)

La mutagénesis dirigida permite introducir una mutacion puntual en un DNA clonado
en un plasmido de interés. La técnica en cuestion, consiste en disefiar dos primers
que contengan la mutacion que se quiere introducir y que cada uno hibride en una
zona donde se tiene que llevar a cabo esta mutacion en cada una de las dos cadenas
complementarias. Una vez diseflados los primers se desarrolla de igual manera que

una PCR excepto por dos modificaciones:

» Se amplifica todo el plasmido (no sélo el inserto), de manera que es necesario

alargar la fase de elongacion =2 minutos por kilobase de DNA a amplificar).

= Después de la PCR, y para asegurar que no queden copias de molde, se incuba el
producto de PCR con Dpnl, una enzima que degrada el DNA metilado (es decir, el
DNA molde pero no el producto de la PCR).

En nuestro caso, se decidi6 mutar la serina 37 de la PKM2 a alanina (deficiente en
fosforilacion), y a aspartico (la carga negativa mimetiza la presencia del grupo

fosfato).

En la reaccion de PCR se utilizé 1 pl de DNA molde (vector pPCMV4 que codifica para
PKM2-FLAG), 5 pl de dNTPs 2mM, 0,6 pl de cada cebador (100 pmol/pl) y 1 pl de
polimerasa, en un volumen total de reaccion de 50 pl. En este ensayo se utilizd la
polimerasa Pfu (Stratagene), que proviene del hiper-termofilico Pyrococcus furiosus,
cuya funcion in vivo es replicar el DNA del organismo. Se utiliza este enzima por su
fidelidad de copia. A diferencia de la Tag polimerasa, la Pfu polimerasa posee
actividad 3'-5’ exonucleasa, lo que significa que cataliza la hidrdlisis de uno en uno de

los nucledtidos no complementarios de la cadena molde.

Los cebadores utilizados para la mutacibn S37A fueron: 5-CCTGGACATTGA
TGCACCACCCATCAC-3' (forward primer) y 5-GTGATGGGTGGTGCATCAATG
TCCAGG-3' (reverse primer). Para la mutacion S37D se utilizaron los siguientes
cebadores: 5-CCTGGACATTGATGATCCACCCATCACAG-3 * (forward primer) Y 5'-
CTGTGATGG GTGGATCATCAATGTCCAGG-3’ (forward primer).

El protocolo utilizado consistié en una fase inicial de 30 segundos a 95°C (hot start). A
continuacion se realizaron 16 ciclos que constaron de tres etapas cada uno:

desnaturalizacion a 95°C 30 segundos, rehibridacion a 50°C 1minuto y extension a
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72°C 5 minutos (2minutos por kilobase a amplificar). Por ultimo se realizé una

extension final de 5 minutos a 72°C.

Tras la reaccion de PCR, de los 50 pl totales de cada tubo, 10 pl fueron resueltos en
un gel de 1% agarosa, con el fin de comprobar que la reaccion de PCR ha
amplificado el producto. Los 40 pl restantes fueron incubados con 1 pl de Dpnl
(Stratagene) durante 2h en una estufa a 37°C. A continuacion, se utilizaron 20 pl de la
reaccion para transformar bacterias TOPO competentes, que fueron sembradas en
placa con medio selectivo para el plasmido utilizado e incubadas toda la noche a
37°C. Al dia siguiente, las colonias que crecieron fueron aisladas, crecidas en 2ml de
medio LB con antibiético durante 8 horas y centrifugadas. El plasmido amplificado fue
purificado mediante el kit GEN ELUTE ™ PLASMID MINITREP KIT de Sigma.

Las mutaciones introducidas fueron comprobadas mediante secuenciacién del DNA.
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9. INTRODUCCION DE DNA EN CELULAS EN CULTIVO

9.1. TRANSFECCIONES EN CELULAS DE MAMIFERO

Se utilizaron diferentes vectores de expresion en mamifero (ver tabla 10). Estos
plasmidos fueron clonados por la Dra. Maria Deak en la Protein Phosphorilation Unit
del MRC de Dundee (Escocia), o por el Dr. Néstor Gémez del Departamento de

Bioquimica de la UAB. En cada caso se utilizd el correspondiente plasmido vacio

como control de la transfeccion.

VECTOR Proteinas de fusion Procedencia
pPEBGT2 GST
GST-ERKS5wt Dra. Maria Deak (Protein
GST-ERK5 ACT (dominio Phosphorilation Unit del MRC
catalitico, aa 1 a 491) de Dundee, Escocia)
GST-MEKS5DD
pCMV4 FLAG Dr. Néstor Gémez
ERK5WH-FLAG (Departamento de Bioquimica
PKM2-FLAG y Biologia Molecular, UAB)
pCMV5 HA-MEK5DD Dr. Néstor Gémez
HA-HSPO0pB Dr. Papapetropoulos
(University of Patras, Greece)
PDEST27 CAPN4 Dr. Kutsche (University of
Hamburg)
pEGFP GFP Dra. Maria Deak
pCDNA3.1 HA & Dr. Carles Saura

(Departamento de Bioquimica

y Biologia Molecular, UAB)

TABLA 10. Vectores y proteinas recombinantes utilizadas.
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Transfeccidn con polietilenamina (PEI)

La técnica de transfeccion con polietiienamina (PEI, Polysciences Inc. MW 25000) se
basa en la formacion de un complejo DNA-polimero cationico (en este caso PEIl). Los
policationes capturan el DNA en suspensidn y lo condensan sobre si, favoreciendo la
entrada del DNA en la célula. Se prepard un stock de PEI a una concentracién de 1
mg/ml en agua y fue alicuotado y guardado a -80°C. El ratio DNA:PEI (ug:ul) que
permite obtener unos niveles O6ptimos de transfeccion debe ser previamente
determinado para cada tipo celular. En este trabajo se han utilizado las siguientes:
HeLa: 1 uyg DNA: 10 pl PEI; SH-SY5Y: 1 ug DNA: 7,5 pl PEI; HEK 293: 1ug-10,5ul;
PC12: 1 uyg DNA: 7 pl.

Las células fueron cultivadas en placas de 10 cm el dia anterior a la transfeccion para
obtener entre un 50 y un 80% de confluencia. El dia de la transfeccion, el medio del
cultivo celular fue cambiado unas horas antes del ensayo por medio fresco
suplementado con 10% FBS. El plasmido fue diluido en DMEM sin suero en un
volumen de 1ml y el PEIl fue afadido a esta suspension. La mezcla se agito
inmediatamente en vortex durante 5 segundos, se incub6é 10 minutos a temperatura
ambiente, y se afadi6é gota a gota a las células. Las células fueron incubadas durante

30 horas a 37°C antes de ser lisadas.

Transfeccién con lipofectamina (Lipofectamine ™ 2000, Invitrogen)

La técnica de transfeccion mediante Lipofectamina se basa en el uso de liposomas
cationicos de carga neta altamente positiva que interactuan con el esqueleto
fosforado de la molécula de DNA. Las células fueron subcultivadas en placas de 10
cm el dia anterior a la transfeccién para obtener un 90% de confluencia. Tres o cuatro
horas antes de la transfecciéon los 10 ml de medio fueron sustituidos por 5 ml de
medio sin antibiotico. En un tubo Falcon de 15 ml se afadieron 5 ug de DNA en 2,5
ml de OPTIMEM (Gibco) y en otro tubo 25 pl de lipofectamina sobre 2,5 ml de medio
OPTIMEM. Tras 5 minutos a temperatura ambiente, la mezcla con lipofectamina se
anadié sobre la mezcla de DNA, se agito suavemente y se dejo reposar a
temperatura ambiente durante 20 minutos, tras los que se anadié la mezcla gota a
gota sobre las células a transfectar. El medio de transfeccién se cambi6é por medio

completo atemperado 3-4 horas después de la transfeccion.
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Electroporacion (protocolo optimizado para su uso en células PC12)

La técnica de transfeccidén por electroporacion o electropermeabilizacion consiste en
aplicar un voltaje a las células que les produce una pérdida de la rigidez dieléctrica.
Este proceso tiene como consecuencia la formacion de poros en la membrana
celular. Si la fuerza del campo eléctrico aplicado y la duracion de la exposicion se
eligen apropiadamente, los poros formados por el pulso eléctrico se sellan tras un
corto periodo de tiempo, durante el cual los compuestos extracelulares tienen la

oportunidad de entrar en la célula.

Las células de una placa de 10 cm de diametro fueron recogidas con un scrapper y
centrifugadas a 200 g durante 5 minutos. Se descart6 el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 730 uyl de PBS frio (para obtener un volumen final de 750 pl. A
continuacion, se anadieron 10 ug de DNA, se agit6 suavemente y se incubd 10
minutos a 4°C. El contenido del tubo fue transferido a la camara de electroporacion
(en este caso se utilizaron camaras de 4mm), se introdujo en el electroporador Shock
Pod™ Shocking Chamber (BioRad) y se aplicd un estimulo de 320 voltios y 975
microfaradays. Tras el estimulo eléctrico el contenido de la camara fue transferido a
una nueva placa de 10 cm que contenia 10 ml de medio completo. Esta placa habia
sido previamente pretratada con polilisina 10 ug/ml para mejorar la adhesion de las
células a la superficie. El medio de la placa con las células electroporadas fue

cambiado 24 horas después de la transfeccion.
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9.2. INFECCIONES
ADENOVIRUS Y ADENO-ASOCIADOS

Los vectores adenovirales permiten una alta eficiencia de entrada del transgen en la
mayoria de tejidos in vivo, aunque su expresion es temporal. Esto se debe
fundamentalmente a la respuesta inmune contra las células transducidas, que

ademas expresan pequefias cantidades de proteinas virales (Naldini et al., 1996).

Infeccién con adenovirus v adeno-asociados

Los adenovirus que codifican para ERK5 (Ad-MAPKY) fueron obtenidos de Vector
Biolabs, mientras que los adenovirus y adeno-asociados control, que codifican para la
proteina verde fluorescente GFP (Ad5-CMV-GFP) se obtuvieron del Dr. Miguel Chillon
(CBATEG, UAB).

Los cultivos primarios mixtos de neuronas corticales fueron infectados tras 11-12 dias
de cultivo in vitro, utilizando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 300, en ausencia
de suero durante 1h a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO,. A continuacion, se
retiraron los virus mediante un cambio de medio (el nuevo medio si que contenia
suero) y las células fueron incubadas durante 24-36 horas antes de llevar a cabo los

ensayos.

El principal problema que presentan los vectores adenovirales es que solo se integran
en el genoma de células que se dividen activamente (Amado y Chen, 1999), lo cual

explicaria su baja eficiencia en la infecciéon neuronal.

LENTIVIRUS

Los lentivirus son un tipo de retrovirus que puede infectar tanto a células en divisiéon
como a células quiescentes terminalmente diferenciadas. Se ha probado que son
extremadamente eficientes en generar una expresion génica a largo plazo (superior a
6 meses) en diversas células que no se dividen (como neuronas o macrofagos) en
modelos animales (Amado y Chen, 1999). Asi, los vectores retrovirales derivados de
lentivirus son herramientas prometedoras tanto para terapia génica como para
investigacion basica, ya que permiten una muy eficiente internalizacién e integracion

de transgenes. (Naldini et al., 1996)
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Los lentivirus tienen un complejo genoma, a aparte de los genes estructurales
esenciales (env, gag y pol) contienen genes reguladores que promueven la expresion
viral a través de los mecanismos de transcripcion y postranscripcion (tat y rev), y
genes accesorios que no son necesarios para la replicacion viral pero que
representan factores esenciales para la virulencia del virus (vpr, vif, vpu y nef)
(Amado y Chen, 1999).

— Envelope env
— Surface projections  dlycoprotein 5U  gpi20
- Outer envelope glycoprotein TM  apdi

Matrix gag protein MA pi7

-- """"" Major Capsid 939 protein CA p24
Nucleocapsid gag protein NC p-11

Vel TTe. ggm FEVErse transcriptase
. e polymerase

FIGURA 21. Mapa gendmico de los lentivirus. Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
ICTVdb (The universal virus database of the Internacional Committee on Taxonomy of
Viruses)

El uso de vectores lentivirales presenta diversas ventajas. En primer lugar se
encuentra la capacidad de integrar su carga en los cromosomas de las células diana,
permitiendo expresiones estables. Ademas no codifican para proteinas virales,
eliminando las respuestas inmunes contra las células transducidas (problema de los
vectores basados en adenovirus). Otra de las ventajas es permiten una alta
capacidad de introduccion de transgenes, hasta 10 kilobases de secuencia. Y por
ultimo, como se ha citado anteriormente son capaces de infectar tanto células

proliferantes como diferenciadas.

El mecanismo de infecciéon es el siguiente: una vez el virus ha infectado la célula
diana, el vector que contiene el RNA del gen experimental se retrotranscribe a DNA.

Este DNA forma un complejo de preintegracion que contiene la proteina accesoria
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Vpr, la integrasa y la proteina de matriz. Las secuencias de localizacién nuclear de
estas proteinas permiten que el complejo de preintegracion atraviese la membrana
nuclear sin tener que esperar a que ésta se rompa durante la division celular (como
sucede en el caso de vectores basados en otros tipos de virus). Dentro del nucleo, el

DNA se integra en el genoma del huésped (Blomer et al., 1997).

Las particulas lentivirales se generan por co-expresion de los elementos de
empaquetamiento del viridn y del DNA del vector experimental en células productoras
HEK 293T. Se utilizan tres plasmidos separados, sin secuencias superpuestas entre
ellas para minimizar la posibilidad de recombinacién durante la produccién de los

vectores (Wiznerowicz y Trono, 2003):

A. Vector pEIGW-SK: contiene solamente el material genético a transferir a la célula
diana, flanqueado por los elementos cis-activadores que en el lentivirus real serian
necesarios para su encapsidacion, transcripcion inversa e integracion. Contiene una
serie de modificaciones descritas para que pierda la capacidad transcripcional de la
region viral LTR una vez sea transferido a la célula diana. Esto minimiza el riesgo de
aparicion de recombinantes de replicacién competentes y evita problemas ligados a la

interferencia de promotores.

cPPT

IHEsm-';d:":'{: m

loxP

FIGURA 22. Vector pWPI. Vector bicistrénico que expresa el cDNA experimental
subclonado juntamente con el gen reportero eGFP. El vector lentiviral utilizado para sobre-

expresiones es pEIGW-SK.
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GEN FUNCION

EF-lalfa  promotor del Factor de Elongacién 1

promoter

cPPT central Polypurine Tract. Secuencia de 118 bp que deriva del gen pol del HIV-1 que
incrementa la eficiencia de la transduccién de vectores lentivirales.

EMCV encephalomyocarditis virus 5’ Internal Ribosome entry site. Fragmento interno de

IRES un mRNA de incorporacion de ribosomas que proviene del virus de la
encelomiocarditis)

WPRE woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element. Elemento
regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de la marmota que se
incorpora para aumentar la expresion del transgen.

SIN self-inactiving. Region del 3° LTR del virus modificada para que los vectores

lentivirales se auto-inactiven una vez integrados en el genoma del huésped, ya que
esta region delecionada se copia en el 5’LTR una vez integrado, reduciendo la
movilizacidon del genoma del vector y la influencia del LTR sobre promotores
celulares endbégenos cercanos al sitio de integracién.

TABLA 11. Descripcion de los genes que contie el vector pWPI

B. Sistema de empaquetamiento: vector psPAX2 (figura 23) que contiene un
promotor CAG (activador de citomegalovirus, CMV, y el promotor y el intrén de la B-
actina de pollo) para promover una eficiente expresiéon de las proteinas Gag, Pol, Tat
y Rev del virus. Se le han eliminado los genes accesorios vif, vpr, vpu y nef para
evitar su efecto virulento, ya que no son necesarios para la generacion de particulas

lentivirales funcionales.

CAG GAG

PRO POL ﬁ

FIGURA 23. Esquema del vector psPAX2 de segunda generacion.
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GEN FUNCION

Gag gen que codifica para diferentes proteinas de la nucleocapside y de la matriz

Pol gen que codifica para la transcriptasa inversa, para una proteasa y para la integrasa.
Tat gen que codifica para una proteina necesaria para la transactivacion.

Rev gen que codifica para una proteina necesaria para la regulacién del transporte y el

procesamiento del RNA.

RRE (‘Rev-responsive element’): necesario para la accion de Rev.

TABLA 12. Descripcion de los genes que contie el vector psPAX2

C. Plasmido de la envuelta viral: plasmido pMD2G (figura 24) que codifica para la
glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV). Se trata de una proteina
heteréloga que es usada para pseudotipar las particulas generadas por las otras dos
construcciones. La envuelta final ofrece asi la ventaja adicional de tener una alta
estabilidad que permite la concentracion de las particulas por ultracentrifugacion
(Naldini et al., 1996).

CMV ; VSVG [polyA

FIGURA 24. Esquema del vector pMD2G. El gen heterdlogo de la proteina G del VSV

esta flanqueado por un promotor de citomegalovirus (CMV) y por una cola de polyA.

Los vectores lentivirales pEIGW, PMD2.G y psPAX2 fueron obtenidos del Dr. Victor

Yuste (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, UAB)

Generacion de lentivirus gue sobreexpresan ERK5

El siguiente objetivo fue introducir la secuencia que codifica para ERK5 en el vector
pWPI, para lo cual fueron necesarios diversos pasos intermedios que se describen a

continuacion:
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1. Amplificacion de ERK5 mediante PCR e introducciéon de las dianas de corte BamHlI

y Xhol

Los cebadores utilizados para amplificar ERKS se obtuvieron de Isogen Life Science:
5-CCGCTCGAGTCAGGGGTCCTGGAGGTCAGG-3' (contiene la secuencia que
reconoce BamHI) y 5-CGCGGATCCGCCACCATGGCCGAGCCT CTGAAG-Z

(contiene la secuencia de corte de Xhol).

Para la reaccion de PCR se utilizé 1 yl de DNA molde (30 ng), 1 pul de dNTPs 10mM,
0,4 ul de cada cebador (100 pM) y 1 pl de Pfu polimerasa, en un volumen total de
reaccion de 50 pl. El protocolo utilizado para la amplificacion de ERK5 consistidé en
una fase inicial de desnaturalizacién de 1 minuto a 95°C. A continuacion se realizaron
21 ciclos de tres etapas: una primera desnaturalizacion de 1 minuto a 95°C seguida
de 1 minuto de rehibridacion a 50°C y 3 minutos de elongacién a 72°C. Por ultimo una

fase de elongacion de 5 minutos a 72°C.

La visualizacion del producto obtenido de la PCR se realizé mediante electroforesis
de 30 pL de este producto en un gel de agarosa del 0,5%. La banda visualizada en el
transiluminador fue cortada y el DNA purificado mediante el kit de extraccion Gel
Extraction Kit de QIAGEN. El producto de extraccion fue resuspendido en 30 ul de
agua miliQ estéril pH 8.

2. Digestion de pCMV5-ERKS5 v pCRII-SK mediante los enzimas BamHI y Xhol:

El siguiente paso fue introducir la secuencia de ERKS en el plasmido pEIGW-SK
(figura 25). Dado que el polilinker de este vector no contiene dianas de restriccion
para BamHI y Xhol (dianas que flanquean el inserto de ERKS), fue necesario realizar
un paso previo de clonaje de ERKS en el vector pCRII-SK (figura 26), que si contiene

dianas de corte para las enzimas BamHI| y Xhol.

Asi, en dos tubos independientes se cortd en paralelo el vector que contenia ERK5S
(pCMV5-ERKS) y pCRII-SK con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol (BioLabs,
New England)). Para el corte de los vectores se utilizaron 20ul del vector que
contenia ERK5 o 1ug de pCRII-SK, 10 unidades de BamHI, 10 unidades de Xhol, 3 pl
de tampdn 2 (BioLabs, New England) y se afadié H,0 miliQ hasta llegar a un volumen

final de 30 pl. Los tubos se incubaron durante 4 horas a 37°C en una estufa. En el
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caso de la digestion de pCRII-SK, transcurridas las 4 horas se anadieron 5 ul de

fosfatasa alcalina para obtener el vector desfosforilado.

El producto de la digestion fue resuelto en un gel de agarosa al 0,5%. Las bandas
observadas (inserto y plasmido linearizado) fueron recortadas y los DNAs purificados
mediante el kit de extraccion Gel Extraction Kit de QIAGEN. El producto de extraccién

fue resuspendido en 30 ul de agua miliQ estéril pH 8.

3. Ligacion de ERK5 y pCRII

Con el fin de realizar la ligacién del inserto (ERK5) en el plasmido (pCRII), se
utilizaron diversas proporciones de plasmido e inserto (1:1; 1:3; 1:6), asi como un
control de autoligacion sin inserto. En cada caso se afiadio la cantidad pertinente de
plasmido e inserto, 1 unidad de ligasa T4 (Invitrogen), 1 ul de Buffer y H,O miliQ
hasta alcanzar los 10 pl de volumen final. Los tubos con las distintas ligaciones se

incubaron 4h a 16°C. Todas las relaciones utilizadas para la ligacion funcionaron.

Inmediatamente tras la ligacion se realizdé una transformacién de bacterias TOPO
competentes frescas con 10 yl del producto de la reaccién. Seguidamente se sembré
el resultado de cada transformacién en una placa de LB-Agar con 50 ug/ml de

ampicilina, que se incubd toda la noche en una estufa a 37°C.

Con el fin de comprobar que las colonias crecidas en las placas contenian plasmido e
inserto se crecieron las colonias en minicultivos de 5 ml y se purifico el DNA mediante
el kit GEN ELUTE™ PLASMID MINITREP KIT de Sigma. 1ug de cada DNA problema
fue digerido con el enzima Pstl (BioLabs, New England) durante 3 horas a 37°C en un
volumen total de 10 ul. Se escogi6 uno de los clones que contenia plasmido e inserto,

que en adelante denominamos pCRII-ERKS.

4. Introduccion de ERK5 en pEIGW-SK (mediante el corte de los dos vectores en Sfil

y ligacion de fragmentos purificados).

Para introducir ERK5 en el vector pEIGW-SK se realiz6 una digestion de ambos

vectores por separado con el enzima Sfil. Se incubé 1ug de plasmido (pEIGW-Sk o

pCRII-ERKS5) con 10 unidades de Sfil (Bio Labs, New England), 3 ul de Buffer 2 y H,O

hasta llegar a los 30 pl de volumen final. La reaccion se incub6 en una estufa a 50°C
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durante 1 hora. A continuacion, el producto de la reaccion se resolvidé en un gel de
agarosa al 0,5 %. Se recortaron las 2 bandas visibles correspondientes al vector
pEIGW (banda 1 y banda 2) y la banda correspondiente al inserto (ERKS5) del vector
pCRII-ERKS5. ElI DNA de estas bandas fue purificado mediante el kit de extraccion Gel
Extraction Kit de QIAGEN. El producto de extracciéon fue resuspendido en 30 ul de
agua miliQ estéril a pH 8.00.

A continuacion se procedio a ligar el inserto purificado en el vector pEIGW también
purificado, llevando a cabo una reaccion de 4 horas a 16°C que contenia 2,5 ul de
banda 1 de pEIGW; 2,5 pl de banda 2 de pEIGW; 2,5 ul de inserto procedente del
vector pCRII-ERKS5; 0,5 ul de H2O; 1 ul de ligasa T4 (Invitrogen); 1 pl de tampdn de la
ligasa. El resultado de la ligacion fue transformado en bacterias competentes TOPO
frescas, y el resultado de la transformacion se sembrd en una placa de LB-Agar con

50 ug/ml de ampicilina, que se incubé toda la noche en una estufa a 37°C.

Con el fin de comprobar que las colonias obtenidas contenian el plasmido e inserto,
se crecieron en minicultivos de 5 ml y se purificé el DNA mediante el kit GEN
ELUTE™ PLASMID MINITREP KIT de Sigma. 1ug de cada DNA problema fue
digerido con el enzima Sfil durante 3 horas a 37°C en un volumen total de 30 pl. Se
escogid una de las colonias que contenia plasmido e inserto y el DNA fue amplificado
con el kit QIA filter ™ Plasmid Maxi Kit de Quiagen. En adelante denominaremos a

este vector de sobre-expresion lentiviral que codifica para ERKS: pEIGW-ERKS.

5. Ensamblaje de lentivirus en células HEK293T (protocolo para una placa de 10 cm)

Para el ensamblaje de los lentivirus se llevé a cabo la co-transfeccion de los vectores
pEIGW-ERKS5 (vector lentiviral que sobre-expresa ERKS5), pMD2.G, psPAX2 en
células HEK293T utilizando PEI, con ligeras modificaciones del protocolo habitual. Se
sembraron células HEK293T un dia antes para tener un 70-80% de confluencia el dia
de la transfeccién. Una hora antes de la transfeccion se cambié el medio por medio

sin suero y sin antibidtico.

Para cada placa se transfecté una mezcla de 40 ug de DNA y 200 pl de PEI. Asi, los
40 ug de DNA (20 ug de pEIGW-ERKS5, 13 ug de pMD2.G y 7 ug de psPAX2) se
diluyeron en 970 ul de NaCl 150 mM estéril, y la solucion se agité durante 2 segundos
en el vortex. En paralelo se diluyeron 200 pl de PEI en 800 pl de NaCl 150 mM estéril
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y también se agitdé 2 segundos en vortex. Seguidamente se afadio la solucién que
contenia PEI a la que contenia DNA y se agitd. Se dejé 10 minutos a temperatura
ambiente y se transfectd. Tres horas mas tarde se sustituyd el medio por medio

fresco completo.

6. Purificacion de lentivirus

Entre 48 y 60 horas después de la transfeccion se recogio el sobrenadante de las
placas y se centrifugd a 26.000 xg durante 2 horas a 4°C. Se aspir6 cuidadosamente
el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 75 pl de TNE estéril (Tris 0,1 M; EDTA
1,25 mM; NaCl 0,2 M a pH 7,4; filtrado y autoclavado) y se dejé toda la noche a 4°C
en agitacion suave (200 rpm) con el fin de que se resuspendiera el pellet. Finalmente

se alicuotaron los virus y se congelaron a -80°C.

Titulacion de los lentivirus obtenidos

La capacidad infectiva de la preparacién viral fue comprobada mediante la titulacion
en células HEK 293T sembradas en placa de 24 pocillos. Las células fueron
sembradas a una densidad de 30.000 células por pocillo (60.000 células/ml). 24 horas
después de la siembra las células se infectaron afiadiendo 500 ul de medio completo
que contenia 1 pl o 0,1 pl de virus. Al dia siguiente de la infeccion se afadio 1ml de

medio completo a los pocillos.

Para verificar que la preparacion tiene el titulo de virus adecuado, 48 horas después
de la infeccién el pocillo con menor cantidad de virus debe presentar el 90% de

células fluorescentes.

Infeccion de cultivos mixtos de neuronas cortinales mediante lentivirus

Los lentivirus fueron utilizados para infectar cultivos mixtos de neuronas corticales.
Asi, los cultivos mixtos de corteza cerebral de entre 8 y 10 DIV, sembrados en placas
de 24 pocillos, fueron infectados con 10 pl de una preparaciéon concentrada de virus
por pocillo. Los virus se dejaron en el medio durante 4-6 horas, tras las cuales el
medio fue sustituido por medio condicionado de una placa hermana. Cinco dias
después de la infeccion las células fueron sometidas a otros tratamientos, lisadas y

procesadas.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa Prism (GraphPad), utilizando
un analisis de la varianza ANOVA de una via, seguido por el test de comparacion
multiple de Bonferroni. Los resultados de las graficas se expresan como media +
SEM, de un minimo de tres experimentos. Se acepté un valor de p<0.05 como

estadisticamente significativo.
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FIGURA 25. Vector pEIGW-SK. Esquema del vector pEIGW-SK. Las flechas sefialan las

Material y Métodos
dianas de corte Sfil utilizadas para recombinar con el plasmido pCRII-SK.
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FIGURA 26. Vector pCRII-SK. Esquema del vector pCRII-SK mostrando los sitios de clonaje
utilizad BamHI y Xhol utilizados para la introduccion de ERK5. Las flechas sefialan los

lugares de corte Sfil utilizados para la recombinacion con el vector pEIGW-SK.
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FIGURA 27. Vector pMD2.G. Esquema del vector que contine la informacion de la

envuelta del virus.
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FIGURA 28. Vector psPAX2. Esquema del vector de segunda generacién de
empaguetamiento lentiviral.
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1. TANDEM AFFINITY PURIFICATION

119



Resultados

120



E— Resultados

1.1. PUESTA A PUNTO DE LA METODOLOGIA

La activacion de ERK5 se traduce en un retraso en la migracion electroforética

En una primera etapa se disefiaron experimentos con el fin de reproducir los datos
publicados previamente sobre la activacion de ERK5 en diferentes lineas celulares.
Con este fin, se llevaron a cabo ensayos en células HelLa, puesto que articulos
anteriores describian la activacion de ERK5 en este modelo celular (Kato et al., 1998;
Abe et al., 1996).

En primer lugar, fue necesario poner a punto el inmunoblot utilizando un anticuerpo
anti-ERK5 producido por la Unidad de Fosforilacion de Proteinas del MRC de Dundee
(Escocia), ya que no se trataba de un anticuerpo comercial. Este anticuerpo fue
obtenido en oveja utilizando ERKS humana como inmundgeno. Se realizaron diversas
pruebas de concentracion de anticuerpo para conocer las condiciones optimas de
incubacion, en células HelLa los mejores resultados fueron los obtenidos al utilizar una

concentracion de 0,2 pg/ml.

A continuacion, para conocer el patron de activacion de ERK5 enddégena y
recombinante, se realizaron ensayos de transfeccion de ERKS recombinante en
células HelLa y el posterior inmunoblot. La figura 29 muestra el correspondiente
inmunoblot, utilizando anti-ERK5, de células Hela transfectadas con ERKS5
recombinante (GST-ERKS), MEKS constitutivamente activa (MEKS5-DD) o con GST,

como control.

El analisis del inmunoblot de la transfeccion de células con GST-ERKS5 muestra una
gran abundancia de ERKS5 recombinante respecto de la endégena. Ademas se
aprecia que ambas formas de la proteina se encuentran en estado basal, no
hiperfosforilado. En cambio, la transfeccién de las células con GST-ERK5 y MEKS-DD
resulta en un retardo en la migracion electroforética de ERKS que se traduce en un
doblete y que corresponde a la forma hiperfosforilada y activa de la proteina (tanto de
la endogena como de la recombinante). En el ultimo carril del inmunoblot se muestra,
como control, lisado de células no transfectadas activadas con EGF 20 ng/ml durante

15 min, donde también se aprecia el doblete de ERK5 enddgena activa.
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Exposicion larga Exposicion corta
GST-ERK5 *+ + + - + + + -
GST - + - - - + - -
MEK5DD - - + - - - + -
EGF - - - + - - -

[—— —s == | ERKS5 transfectada
P— 3%| ERKS5 endégena

FIGURA 29. Hiperfosforilacion de ERK5 endoégena y recombinante en células HelLa
transfectadas con MEKS5-DD. Células Hela fueron transfectadas con vectores de
expresion para las proteinas GST-ERK5, GST y HA-MEK5-DD, lisadas y los niveles de
ERKS5 visualizados mediante inmunoblot. El dltimo carril, como control, corresponde a
células no transfectadas y estimuladas con EGF 20 ng/ml durante 15 min. En la exposicion
larga del revelado se aprecian los cambios en ERK5 enddgena y en la corta los cambios
en la proteina recombinante (— ERKS5 no hiperfosforilada, » ERKS hiperfosforilada).

Resultados representativos de 3 experimentos independientes.

ERKS se activa en células HelLa frente a EGF, estrés osmético y oxidativo

Una vez puesta a punto la deteccion de ERK5 mediante Western Blot, se disefiaron
experimentos con el fin de reproducir los datos publicados previamente sobre la
activacion de ERKS en células HelLa. Para ello, se estimularon estas células con EGF
y con diferentes tipos de estrés: estrés osmatico (sorbitol) y estrés oxidativo (H20>)
(figura 30). Se evalud la activacion de ERK5 mediante la aparicion de la banda de
proteina hiperfosforilada en el inmunoblot. Asi, el EGF produce la maxima activacion
a los 15 minutos de tratamiento a una concentracion de 20 ng/ml, donde
practicamente toda la proteina se encuentra en la forma hiperfosforilada (paneles A-
B). La activacién de ERKS5 inducida por estrés producido por H,O, es muy débil
(paneles C-D), solo apreciable a una concentracion de 1 mM durante 30 minutos
(panel D). En cambio, el estrés osmotico inducido por Sorbitol si que produce
activacion de la proteina, con un pico maximo al tratar las células 30 minutos a una
concentracion de 0,5 M (panel E). Esta activacion se mantiene a los 45 min de
tratamiento (panel F), pero disminuye al incrementar la concentracion de Sorbitol

(paneles E).

En paralelo se utilizé un anticuerpo comercial que reconoce la forma fosforilada activa

de ERKS (P-ERKS, Biosource). Este anticuerpo reconoce las tirosinas 218 y 220 en el
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activation loop de ERKS5, fosforiladas por MEK5. Se analizé por inmunoblot con el
fosfo-anticuerpo la activacion de ERKS, y el resultado fue equivalente al obtenido con
el anticuerpo que reconoce a la proteina total: contra mas intenso era el doblete
observado mediante Western Blot de la forma total de la proteina, mas intensa era la
banda en el inmunoblot utilizando el anticuerpo anti P-ERKS (figura 31). Los
resultados observados estan en concordancia con lo descrito por otros autores en
células HelLa (Kato et al., 1998).

A EGF 15’ B EGF 20 ng/ml
0 1 5 20 ng/ml 0 5 15  min
p—————— o’ ol ERK5
C H,0, 20’ EGF D H,0, 1 mM EGF
0 0.1 05 1 2 - mM 0 10 20 30 - min
S ) #eg P w5 erucs e e G T ERKS
E Sorbitol 30' EGF F Sorbitel 0,5 M EGF
0 0,05 01 025 05 1 - M 0 15 30 45 - min

M-:Hufﬂ: ERKS -—“E.ﬂ...-—a.‘- ERKS

FIGURA 30. Efecto de diferentes estimulos en la activacion de ERK5 en células
HeLa. Células HelLa fueron tratadas con: A. concentraciones crecientes de EGF durante
15 minutos. B. EGF 20 ng/ml durante 0-15 minutos. C. concentraciones crecientes de H,0,
durante 20 minutos. D. H,O, 1mM durante 0-30 min. E. concentraciones crecientes de
Sorbitol durante 30 minutos. F. Sorbitol 0,5 M durante 0-45 min. C-F Se muestra un control
positivo de células estimuladas con EGF 20 ng/ml durante 15 min. A continuacién, las
células fueron lisadas y los niveles de ERKS5 visualizados mediante inmunoblot. Resultados

representativos de 3 experimentos independientes.
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o . P-ERK5
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FIGURA 31. Comparaciéon de los anticuerpos P-ERK5 y ERK5 total. Células Hela
fueron tratadas con concentraciones crecientes de EGF durante 15 min, lisadas y los
extractos analizados mediante inmunoblot utilizando anticuerpos de ERK5 total o de su

forma fosforilada. Resultado representativo de 3 experimentos independientes.

ERKS5 se activa en células SH-SY5Y frente a EGF y estrés osmoético

Seguidamente se estudio la activacion de ERKS en la linea celular SH-SY5Y. Esta
linea, modelo de estudio de nuestro proyecto, fue establecida en 1970 a partir de la
biopsia de un neuroblastoma metastatico de médula ésea humana, procedente de
una nina de 4 afios caucasiana (http://www.dsmz.de/human_and_animal_cell_lines).
En nuestro trabajo, se optdo por este modelo celular como modelo de células
neuronales ampliamente descrito, ya que son activas frente a la dopamina-3-
hidroxilasa, la acetilcolina y el glutamato. Ademas se diferencian a neuronas en

respuesta a acido retinoico y BDNF.

Para la identificaciéon de las proteinas que interaccionan con ERK5 mediante el
método TAP es necesaria gran cantidad de material de partida, por lo que se utilizan

lineas celulares.

En primer lugar, se estudio la activacion de ERK5 en respuesta a EGF, estrés
osmotico y estrés oxidativo en células SH-SY5Y. En el inmunoblot de la figura 32 se
muestra como la estimulaciéon de estas células con EGF 20 ng/ml produce la
activacion de ERKS5, maxima a los 15 minutos de exposiciéon y que se mantiene al
aumentar la concentracion del mitégeno (panel A) y el tiempo de exposicion a éste
(panel B). A diferencia de lo que ocurria en células HelLa, en células SH-SY5Y no

toda la proteina resulta hiperfosforilada.

El tratamiento con HO, en el rango de concentraciones y tiempos ensayados no
produce activacion de la proteina en este modelo celular (paneles C-D). La activaciéon

por Sorbitol 0,5 M es muy leve comparada con la producida por EGF (panel E). Otros
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autores también han observado diferencias en la activacion de ERK5 dependiendo de

la linea celular.

A B
EGF 15 EGF 20 ng/ml
0 1 5 20 100 ng/ml 0 5 10 15 20 25 30 min
“-—d ERKS S G — i S S W= ERKS
C D
H,0,30" EGF H0, 1 mM
0 1 2 3 - mM 0 10 20 30
s GDa - ERK5 e, ey e amam CRKE
Sorbitol 0,5 M EGF
0 15 30 45 - min

i if ERKS

FIGURA 32. Efectos de diferentes factores en la activacion de ERK5 en células SH-
SY5Y. Ceélulas SH-SY5Y fueron tratadas con: A. concentraciones crecientes de EGF
durante 15 minutos. B. EGF 20 ng/ml durante 0-30 minutos. C. concentraciones crecientes
de H,0O, durante 30 minutos. D. H,O, 1mM durante 0-30 min. E. Sorbitol 0,5 M durante 0O-
45 min. F. Neuroblastomas transfectados con GST-ERKS y MEK5-DD. C-E Se muestra un
control positivo de células estimuladas con EGF 20 ng/ml durante 15 min. A continuacion,
las células fueron lisadas y los niveles de ERKS5 visualizados mediante inmunoblot

Resultados representativos de un minimo de tres experimentos independientes.

Inmunoprecipitacion de ERK5 de lisados celulares

En paralelo se llevaron a cabo experimentos con el fin de inmunoprecipitar la
proteina. De los diferentes anticuerpos anti-ERKS5 utilizados en este trabajo, el unico
que inmunoprecipita la proteina es el anticuerpo comercial de Sigma (E1523) que
reconoce los residuos 789 a 802 de la cola C-terminal caracteristica de ERK5. Este
anticuerpo inmunoprecipita tanto la forma no fosforilada de ERKS5 como la
hiperfosforilada (figura 33.A).
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Como muestra la figura 33.B, en los ensayos iniciales de inmunoprecipitacion
aparecia una banda inespecifica de 150 kDa, ademas de la banda correspondiente a
ERKS5 inmunoprecipitada. Fue necesario realizar un preclear (ver material y métodos)
de los lisados iniciales y anadir 0,15 M NaCl al tampdn de lisis utilizado en los lavados

para obtener una inmunoprecipitacion limpia sin inespecificidades

A WB P
EGF -+ - =+
S - -
B 1P
= = = + + + Preclear
-+ o+ - + + NaCl 0,15 M
INPUT  + 4+ = + + - Ac
150 kDa— [ R P —
00KDa— - - G — o s ERK5

FIGURA 33. Inmunoprecipitacion de ERK5. A. Células SH-SY5Y fueron estimuladas
durante 15 min con EGF 20 (ng/ml) y lisadas. 150 pg de extracto celular fue
inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-ERK5 de Sigma y analizado por inmunoblot
utilizando el anticuerpo anti ERK5 no comercial (— ERK5 no hiperfosforilada, » ERKS5
hiperfosforilada). B. Puesta a punto de la inmunoprecipitacion de ERK5. Se
inmunoprecipitaron 150 ug de extracto de células SH-SYS5Y con el anticuerpo anti ERKS de
Sigma y se analizé el resultado mediante inmunoblot con el anticuerpo no comercial. Se
modificaron diferentes factores para obtener una sefial mas limpia: preclear de los lisados
iniciales, adicion de NaCl 0,15 M en los ultimos lavados de la IP. También se utilizaron

controles sin anticuerpo (Ac).

ERKS se localiza en el citosol y el nucleo de las células SH-SY5Y no activadas y

activadas

Por ultimo, y dentro de la caracterizacion del modelo, se estudid la distribucion
subcelular de ERK5 en células SH-SY5Y no activadas y activadas. El inmunoblot de
la figura 34 muestra el fraccionamiento subcelular de estas células. Como marcador
citoplasmatico del fraccionamiento se utilizdé GAPDH y el factor de transcripcion
CREB como marcador nuclear. No aparece GAPDH en las fracciones nucleares, ni

CREB en las citoplasmaticas, por lo que se puede concluir que el fraccionamiento fue
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realizado correctamente. ERK5 se localiza tanto en el citosol como en el nucleo de

células SH-SY5Y, con un ligero predominio citoplasmatico.

A diferencia de lo descrito para otras células, no se apreciaron diferencias en la
localizacion subcelular de ERK5 en células que sobre-expresan MEK5-DD. Sin
embargo, tan solo en la fraccidn citoplasmatica se aprecia el shift correspondiente a la

hiperfosforilacion de ERK5 endoégena (ERKS activa).

Cit Nuc Cit Nuc
MEKS DD - - + +

P —
s -  GAPDH

| - (CREB

FIGURA 34. ERKS se localiza en el citosol y el nucleo de las células SH-SY5Y. Células
control o células que sobre-expresaban MEK5-DD fueron fraccionadas segun lo descrito
en Material y Métodos. 30 ug de cada fraccion fueron resueltos mediante SDS-PAGE vy las
proteinas visualizadas mediante inmunoblot (se utilizé GAPDH como marcador
citoplasmatico y CREB como marcador nuclear). Resultado representativo de 3

experimentos independientes.

ERKS5 endogena existe como complejo de alto peso molecular

La cromatografia en gel filtracion permite el fraccionamiento de muestras biolégicas
segun su peso molecular en condiciones nativas. Esta técnica permite monitorizar la
existencia de complejos de una proteina determinada. La figura 35.A muestra el perfil
de elucién de ERKS de extracto de células SH-SYSY control, o extracto de células
que sobre-expresaban MEKS constitutivamente activa (MEK5-DD). El peso molecular
tedrico de la kinasa ERK5 es de 110 kDa. En células control no activadas (gel
superior del panel A) se observa la existencia de 2 poblaciones de ERK5 enddgena:
una correspondiente a un peso molecular de 110 kDa (fracciones 16-17) y que
corresponde al peso molecular de ERKS, y otra correspondiente a un peso molecular
>700 kDa (fracciones 5-6). Cuando se cromatografiaron extractos de células SH-
SY5Y que sobre-expresaban MEKS5-DD (gel inferior del panel A) se obtuvieron 3
poblaciones de ERKS: una correspondiente a un peso molecular >700 kDa (frac. n° 5-
6), otra correspondiente a un peso de 200 kDa (frac. n® 14-15), que podria tratarse de

un dimero de ERKS5 y la correspondiente a su peso molecular (110 kDa, frac. n°® 16-
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17). En este mismo gel inferior del panel A se aprecia el shift de ERKS5, lo que indica
que MEKS5-DD ha sido transfectada correctamente. Con el fin de comprobar si la
formacion de complejos de alto peso molecular era dependiente del tipo celular
analizado, se realiz6 el fraccionamiento cromatografico de células Hela. Como
muestra la figura 35.B, se obtuvieron idénticos resultados a los observados

anteriormente en células SH-SY5Y.

Este tipo de cromatografia en condiciones nativas sugiere que ERKS endogena activa
e inactiva forma complejos de alto peso molecular, posiblemente debidos a su

interaccion con otras proteinas.

A
Vo 680 158 44 17 kDa
A\ 4 v v v v
Control c - - - 2 ERKS
MEKSDD - em e e—a. .. el ¥ Y ERKS
nefraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28
B
Vo 680 158 44 17 kDa
v v v v v
Control —ap e —- e — ERK5
MEK5DD —_—— Sl ad o Lo ERK5

n°fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 2728

FIGURA 35. ERK5 endogena existe como complejo de alto peso molecular. Lisados
procedentes de células SH-SY5Y (A) o HelLa (B), control o transfectadas con la kinasa
activadora MEK5-DD (constitutivamente activa), fueron cromatografiados en columna de
Gel Filtracion Superdex 200HR-FPLC segun lo descrito en la seccion Material y Métodos.
En cada fraccion recogida, ERKS5 fue detectada mediante inmunoblot. En la parte superior
de cada panel se muestra la elucion de los estandares de las proteinas globulares
tiroglobuina (680 kDa), y-globulina bovina (158kDa), ovoalbumina de pollo (44 kDa) y
mioglobina de caballo (17 kDa).
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1.2. TANDEM AFFINITY PURIFICATION

Generacion de las lineas estables de neuroblastoma

Uno de los objetivos principales de este proyecto es la identificacion de proteinas que
interaccionan con ERK5. Con este fin se ha utilizado el método tandem affinity
purification (TAP), que permite la identificacion de complejos de proteinas en
condiciones nativas. Para ello y en primer lugar, se obtuvieron clones de células de
neuroblastoma SH-SY5Y que sobre-expresaban establemente las diferentes
proteinas quimeras: TAP control, TAP-MEKS5, TAP-ERK5wt y TAP-ERK5ACT
(dominio catalitico de ERK5, comprende los aminoacidos 1-490, las siglas hacen
referencia a la delecion de la cola C-terminal). En adelante se hara referencia a estos
clones con el nombre de la proteina recombinante que sobre-expresan. Como se ha
mencionado en la introduccion, es absolutamente critico que la sobre-expresion de la
proteina recombinante sea suave, idealmente no debe superar mas de 5-10 veces los

niveles endogenos de la proteina objeto de estudio.

Dado que el vector TAP contiene GFP, se realizé una primera seleccion de los clones
segun la fluorescencia observada, escogiendo los moderadamente fluorescentes. De
los diferentes clones fluorescentes se amplificaron aquellos que, tras su analisis por
Western Blot, sobre-expresaron de forma leve la proteina recombinante sin degradar.
La figura 36 muestra el inmunoblot de los diferentes clones. Se escogio el clon 3 de la
linea control (figura 36.A), el clon 9 de entre los clones que sobre-expresaban una
forma de ERKS5 que carecia del fragmento C-terminal (figura 14.B) y el clon 3 de entre

los que sobre-expresaban TAP-ERKS5 wild type (wt) (figura 36.C).

Las lineas celulares que sobre-expresaban establemente TAP-MEKS5, perdian la
fluorescencia a los pocos dias de la transfeccion. No se obtuvieron clones
fluorescentes aunque si colonias resistentes a la seleccion con G-418, por lo que se
continué su expansion. Se analizd la sobre-expresion de MEK5 en las colonias
resistentes a G-418 por inmunoblot, pero no se apreciaron diferencias de expresion
respecto a células no transfectadas. Tras diversos intentos infructuosos de conseguir
la linea estable, se decidié descartarla de este estudio. La sobre-expresion de ciertas

proteinas kinasas en lineas celulares resulta toxica para las células.
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FIGURA 36. Analisis mediante inmunoblot de clones estables de células SH-SY5Y
que sobre-expresan las proteinas recombinantes utilizadas en el método TAP. A.
Clones que expresan el vector TAP-control. B. Clones que expresan el vector TAP-
ERKSACT. C. Clones que expresan el vector TAP-ERKS5wt. Los clones fueron

amplificados, lisados y analizados mediante inmunoblot utilizando anticuerpo anti-GFP.

A continuacion se estudio la localizacidn subcelular de las proteinas recombinantes,
mediante la visualizacion por microscopia de la fluorescencia emitida por el GFP de
los clones. Tanto los clones que expresaban la proteina TAP-control (figura 37.B)
como los que expresaban TAP-ERKS5ACT (figura 37.D) presentaron fluorescencia
homogénea en toda la célula, a pesar de que el control mostraba una mayor
intensidad en el nucleo. En cambio, el clon que sobre-expresaba la proteina TAP-
ERK5wt mostrd una localizacion citoplasmatica (figura 37.C). Esta ultima observacion
coincide con lo observado en los experimentos de fraccionamiento subcelular en la
figura 34, cuando se observa que la proteina ERK5 enddégena presenta una

localizaciéon subcelular citosolica.

La localizacion parcial de la proteina ERKSACT en el nucleo estaria de acuerdo con
otros estudios (Buschbeck y Ullrich, 2005) que muestran la importancia de la cola C-

terminal en la translocacién a nucleo de ERKS.
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FIGURA 37. Visualizacion mediante contraste de fase y microscopia de fluorescencia
de los clones estables de células SH-SY5Y. A. Contraste de fase de un clon TAP-
control. B. Visualizacién de GFP mediante microscopia de fluorescencia del clon 3 que
sobre-expresa TAP-control. C. Visualizacion de GFP mediante microscopia de
fluorescencia del clon 9 que sobre-expresa TAP-ERKS5 wild type. D. Visualizacion de GFP

mediante microscopia de fluorescencia del clon 3 que sobre-expresa TAP-ERK5ACT.

A continuacion y mediante microscopia de fluorescencia, se estudiaron los posibles
cambios en la localizacion subcelular de ERKS5wt en respuesta a EGF y a la sobre-
expresion de MEKS5-DD. Este estudio resultaba interesante para comparar el
comportamiento de la proteina sobre-expresada con el de la proteina enddgena.
Anteriormente se habia observado en el fraccionamiento celular de células SH-SY5Y
que ERKS activa presentaba una localizacion citosolica. Como se observa en la figura
38, ni el factor de crecimiento EGF ni la transfeccion de las células con la kinasa
activadora MEK5-DD produjeron un cambio en la localizacién citosolica de TAP-
ERK5wt.
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Estos estudios muestran que la proteina TAP-ERKS5wt localiza en la fraccion
citosdlica de las células en reposo o expuestas a factores que activan ERKS, tal y
como se observo para la proteina enddégena. Esta observacion es sumamente
relevante, dado que los tampones utilizados en este trabajo para llevar a cabo la

metodologia TAP no permiten purificar proteinas nucleares.

A
EGF 0 15 30 min

MEKS5 DD - =+

FIGURA 38. La estimulacion con EGF o la sobre-expresion de MEK5DD no altera la
localizacion subcelular de la proteina de fusion TAP-ERK5wt en células SH-SY5Y.
A. Células SH-SY5Y que sobre-expresan de forma estable TAP-ERK5wt fueron colocadas
en una camara que permitia mantener la temperatura constante a 37°C, estimuladas con
EGF 20 ng/ml durante 0-30 minutos y observadas en microscopio de fluorescencia durante
todo el proceso. B. Células SH-SY5Y fueron transfectadas con MEKSDD y observadas en

microscopio de fluorescencia 24 horas después de la transfeccion.
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Purificacion TAP

Uno de los problemas asociados a las técnicas que permiten la identificacién de
complejos de proteinas es la obtencion de falsos negativos (ver introduccion). Para
minimizar este problema, en este trabajo se ha optado por realizar dos purificaciones
independientes, de tal manera que sélo aquellas proteinas identificadas en ambas
purificaciones serian tenidas en cuenta como posibles candidatos a interaccionar con
ERKS.

En la primera purificacion (purificaciéon 1), los clones seleccionados fueron
amplificados hasta obtener el lisado de 100 discos de 150 cm confluentes para cada
caso, mientras que la purificacion 2 se realiz6é con el extracto de 200 discos de 150
cm confluentes. A excepcidon de la cantidad de extracto inicial, se siguié el mismo

protocolo para ambas purificaciones.

Una vez recogidos los lisados necesarios se procedidé a la purificacion. Tras la
primera ultra centrifugacion de las muestras, se descartaron las fracciones nucleares
de los extractos. Tras la centrifugacidn inicial se realizaron las dos cromatografias
secuenciales (ver Material y Métodos). Se realiz6 una primera cromatografia
incubando los extractos en resina Ig-G agarosa, a la que debia unirse el dominio de
unioén a Ig-G de las proteinas de fusion. Después de incubar con la proteasa TEV, se
realizé la segunda cromatografia con resina calmodulina-sepharose, a la que se unio
el dominio de uniéon a calmodulina de las proteinas de fusién. Se utilizaron dos
resinas diferentes (agarosa y separose) para minimizar las interacciones inespecificas

a la resina.

El producto de la purificacion fue concentrado, cargado en un gel, sometido a
electroforesis y la tincidén del gel se muestra en la figura 39. En el panel A se muestra
el resultado de la purificacion 1 a partir del lisado de 100 discos de cada clon, donde
se aprecia un menor numero de bandas procedentes del clon TAP-ERK5wt que en el
TAP-ERKS5ACT. Esto podria ser debido a que el vector TAP-ERK5wt se expresa en
menor cantidad. En la figura 39.B se muestra el resultado de la purificacion 2. El

patron de bandas observado en ambas purificaciones es similar.

Todas las bandas visualizadas fueron numeradas (hasta un total de 47 en la
purificacion 1 y 61 en la purificacion 2), cortadas, procesadas y secuenciadas

mediante espectrometria de masas. Este analisis fue llevado a cabo por el Dr. Nicolas
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Morrice del servicio de Espectrometria de Masas de la Protein Phosphorylation Unit
del MRC, Dundee (Escocia). La figura 40 muestra, como ejemplo, el resultado
obtenidos tras LC-MS/MS y “Mascot search engine” para una de las bandas del gel.
Contiene el andlisis global de las secuencias encontradas, con los péptidos mas
significativos (hits) (figura 40.A) y una descripcion de las caracteristicas de cada uno
de los hits (figura 40.B): masa molecular, numero de fragmentos encontrados y
puntuacion. Un hit se considera positivo si su puntuacion es mayor de 100. Una
puntuacion de 100 implica que en una base de datos con 5000 péptidos habra una

posibilidad entre 2 millones de obtener un falso positivo.

A B
kDa CONTROL ERK5wt ERK5ACT kDa CONTROL ERK5wt ERK5ACT
250 — 250 —
150 — 150 —
100 — — B 100 — * .
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FIGURA 39. Tincion con Colloidal Coomassie de geles de acrilamida resultado de
correr las muestras de la purificacion TAP. Las diferentes bandas fueron numeradas y
procesadas para su analisis por espectrometria de masas. A. Primera purificacién TAP del
lisado de 50 discos para cada clon. B Segunda purificacion TAP del lisado de 50 discos del
clon control, 200 de ERK5wt y 80 de ERK5ACT. A la izquierda de cada gel se muestran los

marcadores de peso molecular. * Proteina cebo.

Los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas fueron analizados: la
tabla 13 resume los resultados de la purificacion 1 y la tabla 14 los resultados
obtenidos en la purificacion 2. La figura 41 muestra de forma esquematica la
identificacion de las bandas de gel tras el analisis de los resultados del “Mascot

Search”.
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Las proteinas identificadas se pueden clasificar en los siguientes grupos: chaperonas
(Hsp70, Hsp90, Grp94), proteinas del citoesqueleto (tubulina, actina) y proteinas del

metabolismo celular (piruvato kinasa, ATP sintasa a, LDH).

De los positivos obtenidos algunos fueron descartados dado que suelen aparecer en
este tipo de purificaciéon en células HeLa y HEK293. Es el caso de la actina, la

tubulina y chaperones como Hsp70.

Destaca en las dos purificaciones realizadas el resultado obtenido para Hsp90p,
obtuvo un score de 865 en la primera purificacion (banda 28, tabla 13) y de 1065 en la
segunda purificacién (banda 39, tabla 14) puntuaciones similares a las obtenidas por
la proteina cebo en ambos casos. En el caso de la segunda purificacion se

identificaron péptidos que cubren el 55,3 % de la secuencia de la proteina Hsp90p.

También destaca la alta puntuacién (347) de la piruvato kinasa tipo 2 (PKM2) (banda
43, purificaciéon 2), con un total del 40,2% de la secuencia de la proteina identificada

en el fragmento de gel analizado.

Otras proteinas obtenidas son la PPIAsa A, la Fosfatasa 2B (calcineurina) y la ATP

sintasa a.

Ademas, la identificacion de la proteina 14-3-3 puede considerarse un control positivo
de la técnica, ya que estudios previos utilizando yeast two hybrid habian descrito su
interaccién con ERKS (Zheng et al., 2004).
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MATRI

ivers Mascot Search Results

User
Email
Search title
MS data file

: Mascot Daemon

Submitted from JLizcano 060802 by Mascot Daemon on DELL14028 (JLizcano060802 13)
: D:\Mascot\dLizcano 060802\JLizcano060802 13.wiff

Database : Uniprot Swall (6945799 sequences; 2396436684 residues)

T aX 0N O0my : Homo =apiens {(human} {96070 segquences)

Timest amp : 28 Aug 2006 at 09:02:44 GMT

Significant hits: UniRefl00 P08238 Heat shock protein HSP 90-heta [Homo sapiens {Human} ]
UniRefl100 PO4264 Keratin, type II cytoskeletal 1 [Homo sapiens ({Human})]
UniRef100 PO7900 Heat shock protein HSP 90-alpha [Homo sapiens ({Human})]
UniRef100 (013164 Mitogen-actirvated protein kinase 7 [Homo sapiens {Human}]
UniRef100 P35527 Keratin, type I cytoskeletal 9 [Homo sapiens {Human)]
UniRef100 P13645 Keratin, type I cytoskeletal 10 [Homo sapiens {Human)]
UniRefl100 (58FF8 Heat shock protein 90Bbh [Homo sapiens {Human} ]
UniRefl100 P14625 Endoplasmin precursor [Homo sapiens (Human)]

Probability Based Mowse Score

Tons score iz -10%Log(P), where P is the probability that the observed match iz a random event.
Indrndual 1ons scores = 36 mdicate 1dentity or extensive homology (p=0.03).
Protemn scores are denved from tons scores as a non-probabihstic basis for ranking protein bts.

Number of Hits
= (2]
o L=

[y
k=3

T T .| T T T T -!_|
S
Probability Bazed Mowse Score

Peptide Summary Report

Format As | IPeptide Summary j
Significance thresheld p< ID.DE Wl mumber of hits ISD

Standard scering © WMudPIT scoring * Ions score u:ut-o&"ll]

Help

Shew sub-sets [
j Feouire boldred T

Show pop-ups ® Suppress pop-ups ¢ Sort unassignedlDecreasing Score

Select All SelectNane Search Selected | I Ervor tolerant  Archive Report |
1. UniFeflO0d POSZ35 Mass: 53423 S5core: 635 Jueries matched: 34

Heat shock protein H3P 90-beta [Homo sapiens (Human) ]

[T Check to include this hit in error tolerant search or archive report

Query Observed HMri{expt) HMri{calc) Delta Mis=s Score Expect Rank Peptide

I 109 558.3300 557.3227 557.3285 -0.0058 o 7 54 1 K.AQALR.D

332  523.2500 1044.4854 1044.5927 -0.1073 1 13 11 6 K.VEKVTISHR.L

333 523.3000 1044.5854 1044.5927 -0.0073 1 {11} 18 5 K.VEEVTISHR.L
v 353 540.7600 1079.5054 1079.5287 -0.0233 i} 50 0.0019 1 R.APFDLFENK.K
v 427 576.3100 1150.6054 1150.5506 0.0549 i} 52 0.0012 1 EK.YIDQEELWE.T
v 441 597.8000 1193.5854 1193.6404 -0.0550 i} {14} 7.2 1 K.IDIIPHPQER.T
v 44z 597.8500 1193.6854 1193.6404 0.0450 i} {24) D.86 1 K.IDIIPHPQER.T
v 443 597.8600 1193.7054 1193.6404 0.0650 i} 37 0.046 1 K.IDIIPHPQER.T
v 454 618.8600 1235.7054 1235.6298 0.0756 1 54 0.00079 1 R.BRAPFDLFENE.K
¥ 455 ©621.8700 1241.7254 1241.6979 0.0275 i} 60 0.00026 1 K.ADLIHWLGTIARK.S
F 457 624.7600 1247.5054 1247.4984 0O.0070 L1} 29 0.26 1 R.DHSTHGYMMAK.K
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FIGURA 40. Resultado del analisis LC-MS/MS de la banda 13 de la purificacién 2. A.

Péptidos mas significativos (hits) de la banda secuenciada. B. Analisis de uno de los hits.

Clon Banda Proteina Peso Score péptidos % Sec Swiss-Prot
mol.
. 2 Hsp70 71454 219 6 11,5% Q3MHM4
8 CSS1 28028 275 4 21,9% P13135
11 ERKS5 88787 680 11 18,7% Q96G51
12 ERKS5 88787 472 8 12,2 % Q96G51
ERK5 13 ERKS 88787 462 7 11,3% Q96G51
wi 16 Tubulin-1lo 50686 143 4 8,2% Q8T6AS
17 o-Actina 42052 207 5 16,0% P60712
20 14-3-3 a 28456 118 3 11,8% Q5PQB4
24 SAP97 100578 142 3 4.4% Q12959
25 Neutral a-gluco 107263 255 5 6,7% Q14697
sidase precursor
26 GRP9%4 92696 254 7 9,7% P14625
27 EF-2 96115 149 4 4,5% P13639
28 Hsp90f 83484 865 19 30,0% P11499
29 ERKS5 88787 748 23 23,0% Q96G51
31  Piruvatokinasa 58391 157 5 10,1% P11979
M1/M2
33 ATP sintasa a 38966 427 6 21,0% P19482
ERK5 34 Tubulin-1o 50686 713 15 39,0% Q8T6AS
ACT 35 EF1-a 50467 175 4 10,2% Q90835
36 elF4A-a 46309 240 5 15,6% Q90835
38 a-Actina 42052 287 6 21,3% P60712
39 GAPDH 36070 71 1 4.4% P04406
40 LDH-A 36819 105 6 16,0% P00338
41 14-3-3 ¢ 29326 192 6 26,7% Q5PQB9
42 14-3-3 8/¢, 27899 280 4 21,8% Q5R651
14-3-3 y 28456 166 4 16,7% Q5PQB4
43 CSS1 28028 269 7 26,6% P13135
44 CSS1 28028 314 7 31,6% P13135
45 PPlasa A 18098 94 3 21,2% P622938

TABLA 13. Identificacion de proteinas asociadas a ERK5 (primera purificacion TAP).

El primer tercio de la tabla corresponde a las proteinas identificadas en el control (9), el

segundo tercio (sombreado) corresponde a las proteinas asociadas a ERK5wt y el ultimo

tercio a los positivos que interaccionan con ERK5ACT. La tabla muestra el numero de

banda (de las 47 obtenidas originalmente), la identificacion de la proteina, el peso

molecular, la puntuacion del hit (score), el nimero de péptidos encontrados de esa

proteina, el tanto por ciento del total de la proteina que representan los péptidos

encontrados y la referencia de cada proteina en la base de datos Swiss-Prot.
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Clon Banda Proteina Peso mol. Score péptidos % Sec Swiss-Prot
0 Hsp70 71440 114 3 8,1% P17066
%] 2 Tubulina-2 50095 140 4 13,1 % P07437
5 CSS1 28469 52 2 10,4 % P04632
3 Espectrina 286161 338 19 11,2%  UPI00004577B5
9 ERKS 89151 160 6 11,0 % Q13164
10 ERKS 89151 359 15 27,9 % Q13164
Neutral o- 107263 38 5 9,6 % Q14697
glucosidasa
11 ERKS 89151 191 9 16,9 % Q13164
13 Hsp90p3 83423 638 18 33,14 % P08238
ERK5 15 Hsp70 71083 445 15 38,7 % Q53GZ6
wt 16 Piruvato 58470 298 14 37,9 %  UPIO000169DBC
kinasa3
17 ATP sintasa 59828 294 9 26,8 % P25705
Fosfatasa 2B 59335 139 6 16,12 % Q08209
FSCNI1 55729 93 5 16,0 % Q96IH1
23 GAPDH 36483 497 7 41,7%  UPIO00051AD9D
24 LDH A 36819 154 4 16,6 % P00338
LDH B 5 21,8 %
26 14-3-3 y 28325 145 5 29,3 % P61981
14-3-3 6/C 27896 120 3 18,6 %  UPI00001415F5
14-3-3 1 28459 40 2 9.3 % UPI00006036FB
29 PPlasa A 18229 50 2 13,3 % Q3KQW3
33 Espectrina 285162 141 14 8,9 % Q13813
34 ERKS 89151 348 10 24,9 % Q13164
36 Neutral a- 107263 138 7 13,6 % Q14697
glucosidasa
37 Endoplasmina 92696 106 3 5,6 % P14625
39 Hsp90p 83423 1065 25 55,3 % P08238
40 ERKS5 59690 1257 15 49,9 % Q6QLU7
ERK5 HSP70 71083 29 4 8 % Q56GZ6
ACT 41 ERKS5 59690 1473 18 56,3 % Q6QLU7
43 PKM2 58470 347 14 40,2 % P14618-2
44 ATP sintasa 59828 360 8 24,7 % P25705
FSCNI1 55729 255 10 30,2 % Q96IH1
Fosfatasa 2B 59335 141 4 11,7 % Q08209
50 GAPDH 36483 818 10 57,1 %  UPIO00051AD9D
51 14-3-3¢ 29326 157 7 43,5 % P62258
LDH A 36819 46 2 7,9 % P00338
52 14-3-3y 28325 206 3 16,3 % P61981
14-3-358/C 29413 153 4 28,2 % UPIO0005E2B76
14-3-37 28459 96 3 13,8 % UPI00006036FB
TABLA 14. Identificacion de asociadas a ERK5 (segunda purificacién TAP). Proteinas

identificadas en el clon control (&), ERK5wt y ERK5ACT. La tabla muestra el nUmero de banda

(de las 61 obtenidas originalmente), la identificacion de la proteina, el peso molecular, la

puntuacién del hit (score), el numero de péptidos encontrados de esa proteina, el tanto por

ciento del total de la proteina que representan los péptidos encontrados y la referencia de cada

proteina en la base de datos Swiss-Prot.
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FIGURA 41. Identificacion de las bandas tras el analisis de los resultados de la

espectrometria de masas. En la parte superior de cada fragmento de gel se indica la

proteina recombinante que contenia el vector TAP del clon amplificado (control, es decir,

sin proteina problema; ERK5wt; ERK5ACT). A. Resultado de la primera purificacion TAP.

B. Identificacion de bandas de la segunda purificacion TAP.
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1.3. ANALISIS DE INTERACCIONES OBTENIDAS MEDIANTE LA PURIFICACION
TAP

1.3.1. HSP90

Hsp90 es una proteina chaperona que juega un papel importante en el mantenimiento
de la homeostasis regulando la conformacion, activacion y en consecuencia la funcion

de unas 100 proteinas (Belova et al., 2008).

La interaccién entre ERK5 y Hsp90 ha sido descrita en levadura, mediante ensayos
de two-hybrid (Truman et al., 2006). Estos autores muestran, ademas, que la
actividad kinasa de ERK5 se suprime al inhibir Hsp90 (Truman et al., 2006; Piper et
al., 2006). Ademas también se pierde la actividad in vivo de la kinasa en una cepa de
levadura que expresa una proteina Hsp90 mutante (T22l), esta cepa es defectiva en

el mantenimiento de la integridad celular (Truman et al., 2006).

Estos antecedentes juntamente con nuestros resultados obtenidos de la purificacion
TAP, hacen de Hsp90 un buen candidato a interaccionar con ERK5 en células de

mamifero.

Hsp90a y Hsp90B se encuentran en el citosol, donde son requeridas para la
estabilidad y maduracion funcional de diversas proteinas de sefializacibn como el
receptor de esteroides, las serina kinasas Raf, la kinasa dependiente de ciclina 4

(cdk4) y algunos receptores tirosina kinasa (Basso et al., 2002).

Hsp908 endégena co-inmunoprecipita con ERK5 recombinante

En primer lugar se estudid la posible interaccién entre ERKS y Hsp90B. Para
empezar, se estudid la interaccion de las proteinas enddgenas, para lo cual 5 mg de
extractos de células SH-SY5Y fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-ERK5
(Sigma) y se analiz6 Hsp90p mediante inmunoblot y viceversa: inmunoprecipitacion
de Hsp90p e inmunoblot de ERKS. En ninguno de los dos casos se detectd co-

inmunoprecipitacion (figura 45).

Los cerebros de embrion de rata de 17 dias de gestacidn expresan una elevada
concentracion de ERKS, mayor que en las lineas celulares. Se inmunoprecipité 1 mg

de ERKS5 de este extracto y se realizdé un inmunoblot con anticuerpo anti Hsp90p. En

140



E—— Resultados

este caso tampoco se detectd co-inmunoprecipitacion de ambas proteinas (datos no

mostrados).
A B
IP ERKS IP HSPOO0/
INPUT IP -Ac INPUT IP -Ac
e HSPO0B -—— ERK5
— ERKS — HSP90pB

FIGURA 45. Hsp90 y ERK5 endégena no co-inmunoprecipitan en células SH-SY5Y.
Inmunoprecipitacion con anticuerpo anti ERK5 (A) o anti Hsp90p (B) de 5 mg de extracto
de células SH-SY5Y. Se muestra el inmunoblot con los anticuerpos anti ERK5 y anti

HSP90p. Resultados representativos de 3 experimentos independientes.

A causa de que no fue posible establecer la interaccidn entra ambas proteinas
endogenas se optd por estudiar la interaccion entre una Hsp90p endogena y ERKS
recombinante. Se sobre-expres6 GST-ERK5 o GST-ERKS5 y su activador
constitutivamente activo MEK5DD en células HEK293 y SH-SY5Y y se
inmunoprecipitd Hsp90B. Tanto ERKS inactiva como activa co-inmunoprecipitan en
este ensayo como muestra en inmunoblot de la figura 46 para las dos lineas celulares
distintas (HEK293 y SH-SY5Y). Este tipo de aproximacion para determinar la
interaccion entre una proteina enddgena y otra recombinante ha sido frecuentemente
utilizado en la literatura, es el caso de la inmunoprecipitacion del dominio catalitico de
LKB1 recombinante para validar su interaccion con Hsp90-cdc37 enddgenas
(Boudeau et al., 2003).
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A
INPUT IP HSP90B
-Ac
GST-ERK5 - + + - + + +
MEKSDD - - + - - + +
P .y S— ERK5
P — e e HSP90p
B
INPUT IP HSP90B
-Ac
GST-ERK5 - + + - + + +
MEKSDD - - + - - 4+ 4
— "2 ERK5
R~ ——— HSP90B

FIGURA 46. ERK5 recombinante co-inmunoprecipita con Hsp90. Células HEK293T (A)
0 SH-SY5Y (B) fueron transfectadas con ERK5 y MEK5DD. 24 horas después de la
transfeccion las células fueron lisadas y 150ug de proteina fueron inmunoprecipitados con
anticuerpo anti Hsp90p siguiendo el método descrito en Material y Métodos. Los
inmunoprecipitados fueron resueltos en geles SDS-PAGE y la proteina visualizada
mediante el uso de anticuerpos. —Ac indica el control sin anticuerpo. Resultados

representativos de tres experimentos independientes.

Efecto del uso de inhibidores de Hsp90 sobre los niveles de expresion de ERK5

Diversos productos de origen natural, que incluyen el radicicol y antibiéticos como la
geldanamicina y la herbimicina-A, se unen fuertemente al bolsillo ATP/ADP de Hsp90,
lo que previene que la proteina cliente pueda ser plegada. Como resultado, el
tratamiento con estos farmacos desencadena una degradacién dependiente de
proteosoma de las proteinas que requieren Hsp90 para su maduracion
conformacional. Asi estas sustancias han sido utilizadas para probar la funcién de
Hsp90 (Basso et al., 2002; Nomura et al., 2005).

Para estudiar la posible relacién entre ERKS y Hsp90 en células de mamifero se
utilizaron inhibidores de Hsp90, como la benzoquinona Geldanamicina o el radicicol,
que unen Hsp90 alterando su funcién. Estos ensayos se realizaron en dos tipos
celulares, SH-SY5Y y Hela, para comprobar que el resultado no fuera exclusivo de
un tipo celular. En ambos tipos celulares se aprecio una disminucion en los niveles de

ERKS5 tras el tratamiento con los dos inhibidores de Hsp90 (figura 42). En células SH-
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SY5Y (panel izquierdo) la disminucion en los niveles de ERK5 empezaba tras 8 horas
de tratamiento con geldanamicina o radicicol 10 uM. En el caso de células Hela, el
tratamiento con geldanamicina no produjo disminucién en los niveles de ERK5 hasta
las 12 horas de tratamiento. Sin embargo, los efectos del radicicol eran apreciables 3
horas después de iniciar el tratamiento. No se apreciaron diferencias en los niveles de

ERK1/2, utilizados como control.

La disminucién en los niveles de ERK5 en respuesta al tratamiento de las células con
los inhibidores de Hsp90 es similar a lo observado con otras proteinas clientes de

Hsp90, como la proteina supresora de tumores LKB1 (Boudeau et al., 2003).

SH-SY5Y HelLa
Geldanamicina Geldanamicina
(10uM) (10uM)
0 3 8121624 h 0 3 8 121624 h
R s s s ERK5 —— —— ERK5
- - e ERK1/2 —eres esese CRK1/2

ORag'c'cg' (;2““;3) \ Radicicol (10uM)
0 3 8 24 30 h
S - ERK5 . RS ERKS

— oy

e et iy s s =K 112 e ——— . - ERK1/2

FIGURA 42. Inhibidores de Hsp90 provocan una disminuciéon en los niveles de la
proteina ERK5. Células SH-SY5Y (izquierda) o HelLa (derecha) fueron tratadas con
geldanamicina o radicicol 10uM a los tiempos indicados, y los niveles de ERKS y ERK1/2
visualizados mediante inmunoblot. Resultados representativos de 3 experimentos

independientes.

Efecto del inhibidor de proteosoma MG-132 en la disminucién de ERK5 inducida

por geldanamicina y radicicol

La degradacion que se observaba en ERKS tras el tratamiento con los inhibidores de
Hsp90 podia ser producida por diversas proteasas. Sin embargo, la mayoria de
proteinas cuya estabilidad es regulada por Hsp90 son degradadas por el proteosoma
(Boudeau et al., 2003).
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Asi, analizamos el efecto del tratamiento con el inhibidor del proteosoma (MG-132) en
células SH-SY5Y, para comprobar si prevenia la degradacion de ERKS endogena
inducida por geldanamicina y radicicol. Tras 24 horas de tratamiento con el inhibidor
de proteosoma las células fueron lisadas en tampon de lisis que contenia el
detergente Triton X-100, centrifugadas 10 minutos a 18.000 g y el pellet
resuspendido en tampdén con 50 mM de TRIS pH 7,5 y 2% de SDS para recuperar la
fraccion insoluble en tritbn que podia contener proteinas precipitadas debido a un mal
plegamiento (como ERK5 en ausencia de Hsp90). La figura 43 muestra que, como se
habia observado anteriormente, el tratamiento con radicicol disminuye los niveles de
ERKS5 respecto al control. Ademas, se observa que el inhibidor del proteosoma MG-
132 aumenta los niveles de ERKS en la fraccion insoluble en triton (precipitado). Asi,
posiblemente ERK5 mal plegada esta siendo degradada por el proteosoma. Cabe
destacar, que en células no tratadas con radicicol, una parte de ERK5 aparece en la
fraccidn insoluble a tritdn, esta proteina precipitada aumenta al tratar las células con
MG-132.

Rad
-+ - + MG-132
SN e —— — . ERK5

P PSRNy oo v ERK5

FIGURA 43. ERK5 aumenta en la fraccion insoluble en triton tras el tratamiento con
inhibidores de HSP90. Células SH-SY5Y fueron pre-tratadas durante 3h con el inhibidor
del proteosoma MG-132 (5 uM), tratadas con Radicicol (10 pM) durante 24 horas, lisadas
en tampon de lisis con 1% tritdon (SN: sobrenadante), centrifugadas 10 minutos a 18.000 g
y el pellet obtenido (P) solubilizado en tampéon 50 mM de TRIS pH 7,5; 2% SDS. Los
extractos obtenidos fueron analizados mediante inmunoblot. Resultado representativo de 2

experimentos independientes.
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Ubiquitinacion de ERK5

Una de las sefiales de degradacion proteosomal es la ubiquitinacion de proteinas.
Dado que se habia observado que la inhibicibn del proteosoma provocaba un
aumento de la proteina en los precipitados de lisados celulares tratados con radicicol,
se disefiaron una serie de experimentos con el fin de comprobar si ERK5 sufria
ubiquitinacion. Asi, se pre-trataron células SH-SY5Y durante 3 horas con MG-132, se
trataron 24 horas con radicicol y se lisaron directamente en tampén 50 mM TRIS pH
7,5y 2% SDS. Se inmunoprecipito ERK5 de 200 ug de cada muestra y se detecto
ubiquitina mediante inmunoblot de las muestras inmunoprecipitadas. En la figura 44.A
se aprecia un aumento de la senal de ubiquitina en las muestras tratadas con el
inhibidor del proteosoma MG-132. Los controles no inmunoprecipitados muestran que
el radicicol provoca la disminucion de los niveles de ERKS5, es decir, que el ensayo ha
funcionado. El tratamiento con MG-132 produce, aunque tenuemente, un laddering al
realizar el inmunoblot con anticuerpo anti-ubiquitina. El laddering es mas intenso en el
carril correspondiente a las células tratadas con radicicol y MG-132. Este patron es

tipicamente observado en proteinas ubiquitinadas (Basso et al., 2002).

A continuacion, se llevé a cabo el estudio de la ubiquitinaciéon de ERK5 recombinante,
después de sobre-expresar ERK5-FLAG en células HEK293T. La figura 44.B muestra
los resultados preliminares de este ensayo, donde se observa un gran aumento del

laddering tras tratar las células con MG-132.
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FIGURA 44. Ensayo de ubiquitinacion de ERK5. A. Células SH-SY5Y fueron pre-
tratadas durante 3h con MG-132 5 yM y tratadas durante 24 horas con radicicol 10 uM.
Las células fueron lisadas en tampon 50 mM de TRIS pH 7,5; 2% SDS. 200 pg de
proteina fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-ERK5 y analizados mediante
inmunoblot con un anticuerpo que reconoce ubiquitina. El panel inferior muestra los niveles
de ERK5 de los extractos. Resultados preliminares. B. Células HEK-293 fueron
transfectadas con el vector de expresion pCMV4-ERK5-FLAG. 24 horas después fueron
pre-tratadas 3 horas con MG132 30 uM y tratadas durante 15 horas con geldanamicina 5
WM. Las células fueron lavadas con PBS conteniendo NEM 20 mM vy lisadas en tampén 50
mM de TRIS pH 7,5 50 mM pH 7.5; 1% SDS. 500 ug de proteina fueron
inmunoprecipitados con 10 pl de resina FLAG-M2-agarose (Sigma) y analizados mediante
inmunoblot con anticuerpo anti-ubiquitina. El panel inferior muestra los niveles de ERK5-

FLAG de los inmunoprecipitados.
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1.3.2. PKM2

Estudio de la secuencia y estructura de PKM2

La piruvato kinasa es una enzima que cataliza el ultimo paso de la glucdlisis, la
desfosforilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato, y es responsable de la
produccion neta de ATP de la glucdlisis. Existen cuatro isoenzimas de piruvato kinasa
en humanos. Las isoformas Ry L son codificadas por el gen L y estan bajo el control
de promotores especificos de tejido. La isoforma R se expresa en eritrocitos y la L en
higado. Por su parte, isoformas M1 y M2 son codificadas por el gen M y resultan del
splicing alternativo de los exones 9 y 10 del gen. Esto genera las diferencias en las
isoformas M1 y M2. La isoforma M1 se expresa en musculo esquelético y tejido
cerebral. La isoforma M2 se expresa en tejido fetal y en células tumorales. En el caso
de la PKM2 fetal es reemplazada progresivamente en alguna de las otras tres
isoformas. En células tumorales ocurre lo contrario, la expresion de isoformas adultas
vuelven a la forma embrionaria M2, de manera que esta isoforma ha sido designada
como piruvato kinasa especifica de tumores (Christofk et al., 2008; Dombrauckas et
al., 2005).

En este trabajo, la proteina piruvato kinasa M2 fue detectada con una puntuacion
elevada (157 en la purificacion 1y 347 en la purificacion 2) en las dos purificaciones
TAP realizadas. Ademas, el analisis mediante espectrometria de masas de la
correspondiente banda obtenida en la segunda purificacion TAP resultdé en la

identificacion de péptidos que cubrian el 40% de la secuencia de esta proteina.

En un principio se decidio realizar un estudio in silico preliminar para valorar la posible
interaccion de PKM2 con ERKS. La figura 47.A muestra el resultado del analisis de la
secuencia de PKM2 humana mediante la opcion Motif Scan del algoritmo Scansite
(http://scansite.mit.edu/index.html). Este programa predice la existencia de un D-
domain en torno a la secuencia de la Isoleucina 142 (KKGATLKITLDNAYM). Cuando
en paralelo se analizan todas las proteinas humanas, este algoritmo da una las
puntuaciones mas altas a la putativa secuencia D-domain de PKM2. Esta secuencia
es idéntica en M1 y M2, esta totalmente conservada en PKM2 de diferentes especies
de mamiferos (humana, rata, ratén), pero no se encuentra en las isoformas Ry L
(figura 47.B).
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FIGURA 47. Analisis de secuencias de la piruvato kinasa. A, analisis de los dominios de
la PKM2 humana mediante el algoritmo Scansite. Score representa el valor asignado a la
secuencia: un valor de 0 se da cuando la secuencia es idéntica a la secuencia candnica de
un domino determinado, y se incrementa a mediada que difiere de ésta. Percentile indica
cémo de bueno es el score obtenido para un dominio dado: se considera “bueno” cuando es
inferior a 0.1% y excelente cuando es inferior a 0.01%. B, alineamiento de las secuencias de
las Piruvato Kinasas humanas. Enmarcado en rojo se muestra el putativo D-domain de unién
a MAP kinasas. PKM2, isoforma fetal y tumoral; PKM1, isoforma de musculo esquelético y
cerebro; PKLI, isoforma de higado; PKRE, isoforma de eritrocito. Los aminoacidos idénticos

se muestran enmarcados en negro; los conservados, en gris.

Dado que PKM2 celular se encuentra en dos formas (dimérica o tetramérica), a
continuacion se valord la accesibilidad del putativo D-domain. Para ello se utilizaron
los datos de la estructura resuelta de PKM2 humana y el programa de modelaje
tridimensional de proteinas Cn3D. La figura 48 muestra la estructura de PKM2
tetramérica, donde se observa que la secuencia de este D-domain se encuentra en la
zona exterior de cada mondémero, muy accesible para interaccionar con otras
proteinas. De lo arriba expuesto se concluyé que PKM2 podria ser un buen candidato

para interaccionar con ERKS.
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FIGURA 48. Localizacion del D-domain en la estructura tetramérica de la PKM2
humana. Representacion obtenida mediante el programa Cn3D. Numero de acceso de

PKM2 humana en la base de datos PDB: 1T5A. El circulo rojo enmarca el D-domain.

Estudio del patron de elucion de PKM2 en cromatogqgrafia en gel filtracion

Como primera aproximaciéon a la posible interaccion de PKM2 con ERKS se realizd
una cromatografia en gel filtracién, con el fin de evaluar la formacién de complejos de

alto peso molecular de PKM2 (como ocurria para el caso de ERKS5).

En primer lugar se realizd un estudio sobre la localizacion subcelular de PKM2 en
células SH-SYS5Y. La figura 49, muestra una localizacion exclusivamente citosélica de
PKM2, tanto en condiciones basales como en células en las que se activd ERK5

mediante la sobre-expresion de MEK5-DD (constitutivamente activa).

Cit Nuc Cit Nuc
MEK5DD - - + +
e s PKM2
—-—— -— GAPDH
| om— - (CREB

FIGURA 49. Localizacion subcelular de PKM2 en células SH-SY5Y. Células SH-SY5Y
(control o transfectadas con MEK5-DD) fueron fraccionadas. 30 ug de cada fraccién fueron
resueltos mediante SDS-PAGE vy las proteinas visualizadas mediante inmunoblot. Se
utilizé GAPDH como marcador citoplasmatico y CREB como marcador nuclear. Resultado

representativo de 3 experimentos independientes.
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A continuacion extractos citosélicos de células SH-SY5Y, control o de que sobre-
expresaban MEK5-DD, fueron cromatografiados en resina de gel filtracién. La figura
50 muestra dichos fraccionamientos, donde se observa 2 poblaciones de PKM2: una
de peso molecular >700 kDa (frac. n°® 5-6) que podria corresponder a PKM2
acomplejada a otras proteinas; otra con un peso molecular de 60 kDa (frac. n® 22-24)
que podria corresponder al monémero de PKM2 y una tercera de unos 120 kDa (frac.
n°19-20) que podria tratarse del dimero de la proteina. Este mismo ensayo fue
repetido con otro tipo celular, células HelLa obteniéndose resultados similares (figura

50, panel inferior).

Citosol SH-SY5Y

Vo 680 158 44 17 kDa

v v v v v
Control ———— . —— wilS e — PKM2
MEK5DD o R - : e | PKM2

n°fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Citosol HelLa
Vo 680 158 44 17 kDa
v v v v v
Control - ————— Sp—— PKM2
MEKSDD P L e B i PKM2

n°fraccion 1 2 3 4 &5 6 7 8 9 1011121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28

FIGURA 50. PKM2 existe como complejo de alto peso molecular. 250u.g de citosoles
procedentes de células SH-SY5Y (arriba) o HelLa (abajo), control o transfectadas con la
kinasa activadora MEK5-DD (constitutivamente activa), fueron cromatografiados en
columna de Gel Filtracion Superdex 200HR-FPLC. PKM2 fue detectada de las fracciones
recogidas mediante inmunoblot. En la parte superior de cada panel se muestra la elucion
de los estandares de proteinas globulares tiroglobuina (680 kDa), g-globulina bovina
(158kDa), ovoalbumina de pollo (44 kDa) y mioglobina de caballo (17 kDa)
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Estudio de la interaccion entre PKM2 y ERK5

El estudio de la interaccion entre PKM2 y ERKS fue iniciado mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion de ambas proteinas enddgenas de células SH-SYSY. Se
inmunoprecipitdé ERK5 de 5 mg de extracto celular y el resultado fue analizado
mediante inmunoblot con anticuerpo anti-PKM2 (Figura 51, panel izquierdo). No se
detectd co-inmunoprecipitacion de ambas proteinas. En paralelo se realizé el
experimento inverso, inmunoprecipitando de PKM2 y deteccion de ERKS mediante
inmunoblot (Figura 51, panel derecho). En este caso lo que se aprecia es que
aparece la misma senal en el inmunoprecipitado de PKM2 que en control sin muestra,
por lo que se concluyd que el anticuerpo anti-PKM2 utilizado no permite la

imunoprecipitacién de la proteina.

IP ERK5 IP PKM2

INP IP -Ac -M INP IP -Ac -M

- | PKm2 — ERK5
‘ L]

- - ERK5 - B V2

FIGURA 51. ERK5 y PKM2 endogenas no co-inmunoprecipitan. 5mg de extracto
provinente de células SH-SY5Y fueron inmunoprecipitados utilizando 2 ug de anticuerpo
anti-ERKS5 (izquierda) o anti-PKM2 (derecha). A continuacion se detecté ERK5 y PKM2
mediante inmunoblot. En los dos casos se incluyeron un control sin anticuerpo (-Ac) y un

control sin muestra (-M).

A continuacién se estudio la posible interaccion entre las proteinas ERK5 y PKM2
recombinantes. Para ello se co-transfect6 GST-ERKS y Flag-PKM2 en células
HEK293. Se utilizé esta linea celular por su elevada eficiencia de transfeccion. Se
realizaron los correspondientes controles negativos con los vectores vacios de los
tags. En la figura 52 se aprecia que el pull-down de GST-ERK5 de 300 ug extracto
celular e inmunoblot con anticuerpo anti-FLAG (PKM2) no muestra sefial en el ultimo
carril donde se co-transfectaron ambas proteinas. Esta figura muestra también la
inmunoprecipitacion de Flag-PKM2 de 300 pg de extracto de celular. En este caso si

que se detecta GST-ERKS5 en el carril en que se co-transfectaron ambas proteinas
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pero también aparece sefal en el control sin PKM2, lo que indica que la sefal es
inespecifica. Se obtuvieron resultados analogos (negativos) cuando se utilizaron
extractos celulares lisados en tampones que contenian diferentes detergentes.
Tampoco se observd co-inmunoprecipitacion cuando se sobre-expresé en células
PKM2 y el dominio kinasa de ERKS.

GST-ERK5 - + . +
flag-PKM2 - - + +
GST-g@ - -+ -
flag-@ -+ - -
Pull-down FLAG
GST
ey @ GsT
WB
IP - GST
FLAG
espeme FLAG

FIGURA 52. EKR5 y PKM2 recombinantes no co-imunoprecipitan. Células HEK293T
fueron transfectadas con plasmidos que codifican para GST-ERK5, FLAG-PKM2 o los
correspondientes vectores vacios (). 300 ug de extracto celular fueron incubados con
Glutathione-Sepharose y visualizados mediante inmunoblot utilizando anticuerpo anti-
FLAG o anti-GST. Analogamente, 300 ng de extracto fueron inmunoprecipitados con
resina anti-FLAG-agarosa y visualizados por inmunoblot utilizando anticuerpo anti-FLAG o

anti-GST. Resultados representativos de 3 experimentos independientes.

De los arriba expuesto se concluy6é que ERK5 y PKM2 (endégenas y recombinantes)
no parecen interaccionar en las condiciones estudiadas. Estos resultados, sin
embargo, no explican la interaccion observada mediante la purificacion TAP. Por ello,
y en paralelo se iniciaron una serie de estudios con el fin de estudiar el posible efecto
de ERKS sobre la actividad enzimatica de la PKM2.
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Puesta a punto del ensayo de actividad para PKM2

Como se ha comentado con anterioridad, la piruvato kinasa cataliza la reaccion que
transforma fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato. Se trata de un enzima alostérico

regulado positivamente por fructosa 1,6-bisfosfato (FBP).

El ensayo de actividad piruvato kinasa se basa en acoplar a la reaccion de la piruvato
kinasa la reaccion de la lactato deshidrogenasa (LDH), que en presencia del cofactor
NADH permite la reduccién del piruvato a lactato (figura 53). La reduccion del NADH

a NAD" puede ser monitorizada espectrofotométricamente a 340 nm.

PKM LDH
PEP Piruvato Lactato
ADP ATP NADH NAD*

FIGURA 53. Reaccion acoplada de piruvato kinasa y lactato deshidrogenasa

El método fue optimizado para la medicion de PKM2 de extractos celulares, lisados
en tampon de lisis que contenia el detergente NP-40 al 0.5%. La figura 54.A muestra
que el ensayo es lineal entre 0 y 8 ug de proteina de lisados de células Hela.
También se muestran los valores de actividad PKM2 obtenidos frente a baja (0.2 mM)
o alta (2 mM) concentracién del sustrato, analogos a los descritos por otros autores
en otros tipos celulares (figura 54.B). Por ultimo, la figura 54.C muestra que la
reaccion responde al activador alostérico fructosa-1,6-bisfosfato (FBP): la actividad

PKM2 aumenta 5 veces al adicionar FBP a la mezcla de reaccion.
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FIGURA 54. Ensayo de actividad PKM2 de lisados de células Hela. A. Linealidad de la
actividad PKM2 en funcién de la concentracion de proteina. B. Actividad especifica de
PKM2 frente a baja (0.2 mM) y alta (2mM) concentracién del sustrato PEP. C. Actividad

especifica de PKM2 en presencia y ausencia de FBP. U = ymoles producto formado/ min.

Actividad Piruvato Kinasa M2 de células HelLa en respuesta a EGF y Sorbitol

A continuacién, se trataron células HelLa con estimulos que activan optimamente a
ERKS (EGF 20 ng/ml 15 minutos y Sorbitol 0,5 M 30 minutos), y los lisados
analizados para actividad PKM2. La figura 55 muestra que el tratamiento de las
células con EGF o sorbitol resulta en un aumento del 100% de la actividad especifica

de la PKM2 celular.
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FIGURA 55. Actividad PKM2 de células Hela en respuesta a EGF y Sorbitol. Células
HelLa fueron tratadas con EGF 20 ng/ml (15 min) o Sorbitol 0,5 M (30min), y la actividad

PKM2 determinada. (N=6). U= umol producto formado / minuto

Ensayos de fosforilacion de PKM2

Puesto que la actividad PKM2 de células HeLa aumentaba en respuesta a EGF y

sorbitol, a continuacion nos planteamos la posibilidad de que ERKS5, o alguna otra

MAP kinasa, fosforilara y activara a PKM2. En primer lugar se consultaron las

diferentes bases de datos que contienen los residuos fosforilados identificados en

proteinas. Tanto la base de datos Phospho.ELM (http://phospho.elm.eu.org/), como la

base de datos Phosida (http://www.phosida.de/) identifican 4 residuos fosforilados in

vivo en PKM2 mediante espectrometria de masas: S37, Y83, Y105, Y 390 (figura 56).
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FIGURA 56. Residuos fosforilados de PKM2 en la base de datos Phospho.EIm.
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Por otra parte, recientemente ha visto la luz una base de datos que contiene mas de
18,000 fosfopéptidos obtenidos mediante espectrometria de masas, después de
estimular células Hela con EGF a diferentes tiempos (Olsen et al., 2006). El analisis
detallado de esta base de datos nos llevé a identificar la serina 37 de PKM2 como un
residuo fosforilado in vivo en respuesta a EGF. Dada la presencia de un putativo D-
domain de union a MAP kinasas en la secuencia de PKM2, y dado que las MAP
kinasas ERK1/2 y ERKS se activan en respuesta a EGF, a continuacion se estudio la

fosforilacion in vitro de PKM2 por estas kinasas.

ERK1 y 2 activas fueron purificadas mediante la cromatografia de extractos de células
HelLa tratadas 15 min con 20g/ml EGF en columna de intercambio iénico Mono-Q (ver
Material y Métodos). ERKS activa pura fue obtenida de extractos de células HEK293T
que co-expresaban GST-ERKS y su activador constitutivamente activo MEK5DD (ver
Material y Métodos). La figura 57 muestra la resultados preliminares de fosforilacion
de PKM2 pura con ERK1, ERK2 o ERK5 activas, y en presencia de [y-32P]-ATP. No
aparece sefal alguna que pueda corresponder a la fosforilacion de PKM2. La débil
banda de 60 kDa aparece en la muestra que contiene ERKS es apreciable tanto en
presencia como ausencia de PKM2, por lo que debe tratarse de un contaminante de

la preparacion de ERKS.
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FIGURA 57. Ensayo de fosforilacion de PKM2. 1 ug de PKM2-FLAG pura fue incubado
durante 30 min con 1 ug de ERKS5 activa o 10 mU de una preparacion pura de ERK1/2, en
presencia de 100 uM [y-*P]-ATP y 10 mM Mg?". Las proteinas fueron resueltas en

electroforesis en SDS-PAGE, el gel tefiido y autorradiografiado.
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Efecto de mutaciones de la Ser37 en la actividad de PKM2

Los resultados negativos obtenidos en la fosforilacion de PKM2 por ERK1, ERK2 y
ERKS5 podrian deberse a que en el proceso de purificacion de PKM2 se obtuviera un
forma no fosforilable, dado que desconocemos si es la forma dimérica, la tetramérica
o ambas, la que resulta fosforilable in vivo. Por ello, a continuacién se disefaron
experimentos con el fin de obtener la actividad de la PKM2 recombinante. La figura 58
muestra que no hay diferencias en la actividad de PKM2 de extractos de células
HEK293T control con respecto a aquellas que sobre-expresan PKM2. Por otra parte,
al ensayar en paralelo 1 pl de lisado celular frente 1 ul de preparacion pura de PKM2,
la PKM2 purificada presentaba unos valores de actividad especifica 10 veces
mayores que los obtenidos al analizar la proteina endégena de extractos celulares.
Sin embargo, la concentracién de PKM2 en la preparacién pura era >1000 veces
mayor que la del lisado celular. Estos resultados podrian deberse a una pérdida de la

actividad PKM2 recombinante durante el proceso de lisis celular.

(U/mg)

Actividad especifica

HEK HEK PKM2
Control PKM2 pura

FIGURA 58. Actividad PKM2 de lisados celulares y de preparaciones puras. Actividad
especifica de PKM2 de lisados de células HEK control no transfectadas (HEK control),
transfectadas con PKM2 (HEK-PKM2) o de PKM2 purificada (PKM2 pura). 1 U = umol

producto formado / minuto.

Como se ha mencionado anteriormente, PKM2 en respuesta a EGF se fosforila en la
Ser37. Esta Serina, asi como los residuos adyacentes, se encuentran conservados en
los homodlogos de PKM2 de ratén, rata y humano, y no se encuentra en las isoformas
R y L de piruvato kinasa (figura 59). Ademas, la secuencia de PKM2 presenta una

prolina en posicion +1 con respeto a Ser37, y esta ampliamente aceptado que las
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MAP kinasas requieren una prolina en posicion +1 con respecto a las Ser o Thr
fosforilada. Por ello, y con el fin de estudiar el rol de esta serina en la actividad
piruvato kinasa de PKM2, se decidio estudiar el efecto de la mutacion de este residuo.
Mediante mutagénesis dirigida se obtuvieron los mutantes S37A (mutada a alanina,
forma deficiente en fosforilacién) y S37D (mutada a &cido aspartico, que mimetiza el

efecto del fosfato y, por tanto, actia como mutante constitutivamente fosforilado)

v
PKM2 g — MSKPHSEAGTAF IQTQQLHAAMADTFLEHMCRLD IDSPPITARNTGIICTIG
PKM1 (— MSKPHSEAGTAF 1QTQQLHAAMADTFLEHMCRLD IDSPPITARNTGIICTIG
PKL1 SN R ST R0 =G TAFEQSQQLEAAMADTFLEHECHELD I DSEP
PKRE 36  AGYLRRASVAQLTQELENFF oo iFiYNoyy W=y o Yol

FIGURA 59. Alineamiento de las secuencias de las Piruvato Kinasas humanas. La
flecha indica la serina 37 en PKM1 y PKM2. Los aminoacidos idénticos se muestran

enmarcados en negro, los conservados en gris.

Los vectores que contenian las mutaciones o la proteina salvaje (Flag-PKM2-wt, Flag-
PKM2-S37A y Flag-PKM2-S37D) fueron transfectados en células HEK293T,
purificados en paralelo y utilizados en ensayos de actividad enzimatica. Con el fin de
llevar una caracterizacion cinética, estos ensayos fueron realizados utilizando dos
concentraciones del sustrato PEP (0,2 mM, por debajo del valor de Kn; y 2 mM,

velocidad maxima) en presencia y ausencia del efector alostérico FBP.

La figura 60 muestra los resultados preliminares. En ella se aprecia, en primer lugar,
gue ninguna de las proteinas recombinantes puras responde a la presencia del
activador alostérico FBP, independientemente de la concentracién de sustrato. La
mutacion a Ala produce un aumento de la actividad enzimatica PKM2 de 4 veces
cuando se analizo frente a 0.2 mM de PEP, y de 9 veces cuando se ensayo frente a 2
mM PEP. La mutacion a Glu resulté en una activaciéon de 2 veces (PEP 0.2 mM) 0 5
veces (PEP 2 mM). Se ha previsto llevar a cabo en el futuro préximo un estudio
cinético completo, con el fin de caracterizar el efecto que provoca las diferentes

mutaciones de la Ser37 en la actividad PKM2.
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FIGURA 60. Actividad especifica de las proteinas recombinantes PKM2. Vectores que
contienen las mutaciones o la proteina salvaje (Flag-PKM2-wt, Flag-PKM2-S37A y Flag-
PKM2-S37D) fueron transfectados en células HEK293T, purificados en paralelo, y la
actividad PMK2 fue determinada utilizando 0.2 mM (A) o 2 mM (B) del sustrato PEP. C. 1yl
de las proteinas recombinantes purificadas fueron resueltos en electroforesis en gel SDS-

acrilamida y analizados mediante inmunoblot con anticuerpo anti-PKM2.

159



Resultados

160



E——— Resultados

2. PAPEL DE ERKS EN LA ISQUEMIA CEREBRAL
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2.1. PAPEL DE ERKS EN LA ISQUEMIA CEREBRAL

La OGD produce una disminucion en los niveles de la proteina ERK5

= Ensayos en cultivos mixtos de neuronas corticales

Durante las primeras fases de este proyecto salieron a la luz dos trabajos que
describian el papel neuroprotector de ERK5 en la isquemia cerebral (Wang et al.,
2004; Wang et al., 2006). Debido a ello se decidio profundizar en el estudio de ERKS
en isquemia cerebral utilizando un modelo in vitro basado en la privacién de oxigeno y

glucosa de cultivos mixtos de neuronas corticales de rata (ver Material y Métodos).

En primer lugar se observé que al privar las células de oxigeno y glucosa se producia
una disminucioén en los niveles de proteina ERKS5, incluso a tan sélo una hora de
reperfusion. Esta disminucion no se producia en los controles no isquémicos, ni en las
proteinas utilizadas como control (tubulina y ERK1/2) (figura 61). Es la primera vez

que se describe la disminucion de una MAP kinasa en un modelo de isquemia.

1h 3h 6h Sh
Cc o) o o) Cc o) Cc (0]

e — e D S— ERKS

S
M —  C— — — — — —  — ERK1/2

B-tubulin

FIGURA 61. La OGD produce una disminucion en los niveles de proteina ERK5 de
cultivos de neuronas corticales mixtas. Los cultivos mixtos de neuronas corticales
fueron expuestas (O) o no (C) a 75 minutos de OGD. A los tiempos indicados, las células
fueron lisadas y se analizaron los niveles de las proteinas indicadas mediante inmunoblot.
El panel muestra el inmunoblot con diferentes anticuerpos. Resultados representativos de

3 experimentos.

Diferentes autores han observado un aumento en la actividad de las MAP kinasas
ER1/2, p38 y JNK en respuesta al dafio isquémico. Por otra parte, Wang et al.
describieron una activacion de ERK5 en hipocampo de cerebro de rata tras la
isquemia cerebral, con un maximo de fosforilacion a los 30 minutos (Wang et al.,
2005). Esto nos llevo a estudiar en nuestro modelo la fosforilacion de ERK5 a tiempos
cortos de reperfusion (0, 15, 30, y 60 minutos). En la grafica de la figura 62 se aprecia
un aumento en los niveles de P-ERK5 a los tiempos estudiados, al relativizarlos
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respecto a los niveles de proteina total (que disminuye en las muestras isquémicas
segun aumenta el tiempo). En el inmunoblot de las muestras control se observa
fosforilacion basal a 0 minutos de reperfusion, seguida de un aumento en los niveles
de P-ERK5 a los 15 minutos, debido probablemente a la reposicién del medio
condicionado que contiene suero. Esta fosforilacion vuelve al nivel basal a los 30
minutos. En el inmunoblot de las células sometidas a OGD no se aprecia fosforilacidon
alguna de ERKS a tiempo 0 post-OGD, pero a partir de 15 minutos se produce un
aumento de la sehal de P-ERK5 que conduce a una hiper-fosforilaciéon a los 30

minutos de reperfusién, y se mantiene a los 60 minutos.

Asi, ERK5 se activa rapidamente en respuesta a la OGD como se ha descrito para
otras MAP kinasas. Como han descrito otros autores, ERKS tiene un maximo de

actividad a los 30 minutos de reperfusion.
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FIGURA 62. Fosforilacion de ERK5 en respuesta a la OGD. Cultivos mixtos de
neuronas corticales fueron sometidos (OGD) o no (CONTROL) a 75 minutos de OGD y
reperfundidas mediante la reposicién del medio condicionado. Las células fueron lisadas a
diferentes tiempos post-OGD (0, 15, 30, 60 minutos) y los niveles de las proteinas ERKS,
tubulina y P-ERKS fueron detectados mediante inmunoblot (panel inferior). NT corresponde
a las células No Tratadas en las que, a diferencia de las células control, no se realizé
ningun cambio de medio. El panel superior muestra los niveles relativos de P-ERK5

respecto a ERKS5 total. Resultados representativos de tres experimentos independientes.
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= Ensayos en células PC12

Con el fin de estudiar si la disminucion en los niveles de ERKS era especifica de tipo
celular se llevé a cabo una OGD en células PC12, una linea celular procedente de
feocromocitoma de glandula adrenal de rata. En este tipo celular la privacién de
oxigeno y glucosa se realizé durante 3 horas, ya que son mas resistentes al dano
producido por estas condiciones. Las células fueron reperfundidas durante 3h lisadas
y analizadas mediante Western Blot. En la figura 63 se observa una disminucion en
los niveles de ERK5 similar a la descrita en neuronas corticales, de lo que se

concluye que esta disminucién no es exclusiva de un tipo celular.

Oh 3h
C O C O
$ee. ==  ERK5
e e ERK1/2

FIGURA 63. La OGD produce una disminucién en los niveles de proteina ERK5 en
células PC12. Las células fueron sometidas (O) o no (C) a 3 horas de OGD,
reperfundidas con medio completo durante 0 o 3 horas y lisadas. El panel muestra los

niveles de ERK5 y ERK1/2 analizados mediante inmunoblot.

La disminucion de ERK5 es proporcional a la mortalidad celular tras la OGD

Una vez observada la disminucion de los niveles de ERKS tras 75 minutos de OGD,
se realizaron privaciones de oxigeno y glucosa de 25, 50 y 75 minutos con el fin de
estudiar el efecto de OGDs menos severas en la disminucion de la MAP kinasa
ERKS. La figura 64 muestra que la viabilidad celular es inversamente proporcional al

tiempo de OGD: al aumentar el tiempo de la OGD aumenta la mortalidad celular.

En el correspondiente inmunoblot de la figura 66 se muestran los niveles de ERKS
tras la OGD a dos tiempos de reperfusién (1 y 9 horas). Asi, se aprecia que la
disminucién de ERKS5 es proporcional al tiempo de OGD y a la mortalidad celular. Es
decir, cuanto mayor es el tiempo de privacion de oxigeno y glucosa, mayor mortalidad
celular y mayor disminucion en los niveles de ERKS5. La disminucion de ERKS es
ligeramente mayor tras nueve horas de reperfusion a los tres tiempos de OGD

estudiados.
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FIGURA 64. La disminuciéon de los niveles de proteina ERK5 es proporcional a la
muerte ocasionada por la OGD. Los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron
sometidos a diferentes tiempos de OGD (0, 25, 50 y 75 minutos). Las células fueron
lisadas a los tiempos indicados de reperfusion (1h o 9h), y los niveles de proteina ERK5 y
tubulina fueron analizados mediante inmunoblot. El grafico muestra la viabilidad de las
células 24 horas post-OGD (calculada por la reduccion de MTT). Los resultados se
muestran como la media £+ SEM de tres experimentos independientes realizados por
cuadruplicado. Las diferencias significativas respecto al control se marcan con + (P<0.01)
0 * (P<0.001).

La disminucion de ERKS5 requiere la privacion de oxigeno y glucosa simultanea

Dado que el modelo de OGD consiste en la privacion de oxigeno y glucosa
simultaneas, a continuacién se estudidé los niveles de ERKS frente a la privacion

exclusiva de glucosa o de oxigeno durante 75 minutos.

No se apreciaron diferencias significativas en la viabilidad de los cultivos mixtos de
neuronas corticales 24 horas después de la reperfusion de oxigeno o la reposicidon de
glucosa (ver grafica de la figura 65). En el inmunoblot de la figura 65 no se aprecia
disminucién de los niveles de ERK5 a ninguno de los tiempos de reperfusion

estudiados. Asi parece necesaria la privacion simultanea de oxigeno y glucosa para
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reducir la viabilidad celular y producir una disminucién en los niveles de proteina
ERKS.

Viability % (MTT)
o
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FIGURA 65. La hipoxia o la hipoglucemia per se no producen una disminucién en los
niveles de proteina ERK5. Inmunoblot de ERKS5 y tubulina de cultivos mixtos de neuronas
corticales sometidas a 75 minutos de hipoxia (HX) o hipoglucemia (HG). Las células fueron
lisadas a los tiempos que se indica tras el tratamiento. El grafico muestra la viabilidad de
las células (calculada mediante MTT) tras la hipoxia o la hipoglucemia. Los datos se
muestran como la media £+ SEM de tres experimentos independientes realizados por

cuadruplicado.

El antagonista de los receptores NMDA MK801 revierte la disminucion de ERK5

en respuesta a la OGD o al tratamiento con NMDA

A continuacién se llevaron a cabo ensayos con el fin de determinar el mecanismo

implicado en la degradacion de ERKS5 en respuesta a la OGD.

En primer lugar, los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron sometidos a 75
minutos de OGD en presencia o ausencia de anticuerpo anti TNFa (1ug/ml). El
tratamiento in vitro con este anticuerpo reduce significativamente la muerte apoptética
inducida por la OGD (Badiola et al., 2008), ya que bloquea el efecto del TNFa (una
citoquina que induce muerte apoptética e inflamacién). Las células fueron lisadas tras

3, 6 0 9 horas de reperfusion. Se realizé un inmunoblot de los extractos celulares con

167



Resultados TS

anticuerpos contra ERKS5 y B-tubulina (figura 66.A, panel izquierdo). No se apreciaron
diferencias en la disminucién de los niveles de ERK5 en presencia o ausencia de anti-
TNFa. Para demostrar que el anticuerpo anti-TNFa habia funcionado, se determiné la
actividad caspasa 8 seis horas después de la OGD. En presencia del anticuerpo anti-
TNFa se produce una disminucién significativa de la actividad caspasa 8 (figura 66.A.

panel derecho).

A continuacion los cultivos mixtos de corticales fueron expuestos a 75 minutos de
OGD en presencia o ausencia de un antagonista de los receptores de NMDA: el MK
801 (10 uM). Asi se bloquea en parte la necrosis, ya que se evita la excitotoxicidad
producida por la activacién de los receptores de NMDA. En la figura 66.B se aprecia
que el tratamiento con MK 801 revierte la disminucién en los niveles de ERKS tras la

OGD a los tiempos estudiados (de 3 a 9 horas).

Dado que el antagonista de los receptores NMDA MK 801 revertia la disminucion de
ERK5 se estudio el efecto del tratamiento de las células con NMDA (acido N-methyl-
D-aspartic.). EI NMDA es una derivado de aminoacido que actia como agonista
especifico de los receptores de NMDA, mimetizando la accion del neurotransmisor
glutamato en estos receptores. La activacion de receptores de NMDA activa parte de
la cascada isquémica que produce la muerte necrética en el core (ver introduccion),
de manera que el bloqueo con un antagonista evita la excitotoxicidad y entrada de

calcio a las células, disminuyendo la muerte celular.

La figura 66.C muestra que el tratamiento con NMDA produce una disminucién en los
niveles de ERKS5 similar a la que se habia observado anteriormente tras la OGD. Esta
disminucidn revertia al pretratar las células con el antagonista del receptor de NMDA,
MK 801. No se apreciaron diferencias en los niveles de ERK1/2 y tubulina utilizados

como control.

Estos resultados muestran que los receptores de NMDA juegan un papel importante
en la degradacion de ERKS en respuesta a la isquemia, posiblemente a través de una

entrada de calcio en la célula neuronal.

El siguiente objetivo consisti6 en estudiar la causa de la disminucion de ERKS
observada. Se estudi6 si la disminucion de ERK5 era debida a la degradacion de la

proteina, a una disminucion en los niveles de mRNA, o a ambas cosas.
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FIGURA 66. Efecto del tratamiento con anticuerpo anti TNFa, MK 801 y NMDA en los
niveles de ERKS. Izquierda: Cultivos mixtos de neuronas corticales fueron tratados con
anti TNFa (1pg/ml), sometidos a OGD durante 75 minutos, reperfundidos (3, 6 o 9horas),
lisados y analizados por inmunoblot. Derecha: Actividad caspasa 8 (unidades arbitrarias
de fluorescencia) calculada 6 horas post-OGD en cultivos de corticales en presencia o
ausencia del anticuerpo anti-TNFa (1ug/ml). Los datos se muestran como la media + SEM
de tres experimentos independientes realizados por ftriplicado. El asterisco indica una
diferencia significativa (P<0.05) en las células sometidas a OGD. B. Cultivos mixtos de
neuronas corticales fueron tratados con MK 801 (10 uM), sometidos a 75 minutos de OGD,
reperfundidos (3, 6 o 9horas), lisados y analizados mediante inmunoblot. C. Tratamiento
de los cultivos mixtos de neuronas corticales con MK 801 (10uM) y NMDA (100 uM)
durante 3 o 6 horas, lisados y analizados por inmunoblot. N:normoxia, O: OGD. Resultados

representativos de tres experimentos independientes.

Los niveles de mRNA de ERK5 no se ven afectados inmediatamente después de
la OGD

A continuacion se estudio la vida media de ERK5. Con este objetivo, las células
fueron tratadas con cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica de eucariotas,
ya que al bloquear la sintesis proteica se puede conocer el tiempo que la proteina

tarda en degradarse.
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La figura 67.A muestra el resultado del ensayo en cultivos mixtos de neuronas
corticales. El gréafico de la figura 67 muestra la disminucién de ERK5 en relacion a la
actina. Como se observa, la vida media de ERK5 es unas 14 horas (tiempo que
transcurre hasta que ERK5 es degradada a la mitad de los niveles iniciales). Las
bandas observadas en el inmunoblot de un experimento representativo fueron
densitometradas. Los valores de ERK5 para cada tiempo fueron normalizados

respecto a los valores de actina y el resultado se muestra en el gréfico de la figura.

La figura 67.B muestra el ensayo realizado en células PC12, en las cuales la vida
media de ERKS5 se sitla en torno a las 17 horas. Se trata de una vida media larga en
comparacion con la de otras MAP kinasas como JNK1, cuya vida media es de 8 horas
(Das et al., 2007).
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FIGURA 67. Célculo de la vida media de ERK5. Cultivos mixtos de neuronas corticales (A) y células
PC12 (B) fueron tratados con cicloheximida (CHX) 20 pg/ml. Las células fueron recogidas a los
tiempos indicados, lisados y las proteinas ERK5 y actina visualizadas mediante inmunoblot. Los
gréaficos muestran la disminucién de ERK5 en relacion a la actina. La densitometria de las bandas se
realiz6 con el programa ImageJ de un experimento representativo de los 3 realizados. Resultados
representativos de tres experimentos independientes.
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A continuacioén se estudiaron los niveles de mRNA de ERKS5 en los cultivos mixtos de
neuronas corticales sometidos a 75 minutos de OGD. Asi, el mRNA fue extraido,

retrotranscrito y analizado por PCR semicuantitativa (ver Material y Métodos).

La figura 68 muestra los niveles relativos de mRNA de ERKS a diferentes tiempos de
reperfusion de un experimento representativo. El grafico de la figura 68 (arriba)
resume el resultado de tres experimentos independientes. No se observa disminucién
del mMRNA de ERKS inmediatamente después de la OGD, aunque los niveles de
mensajero si que disminuyen al aumentar el tiempo de reperfusion. Estos resultados
contrastan con los obtenidos para proteina, donde a tiempo 0 post-OGD ya se aprecia

una disminucion importante en los niveles de ERKS.
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FIGURA 68. Cambios de los niveles de mRNA de ERKS5 en respuesta a la OGD. Los
cultivos mixtos de neuronas corticales fueron expuestos (O) o no (C) a 75 minutos de
OGD, reperfundidos durante los tiempos indicados, los mMRNAs extraidos y retrotranscritos.
El cDNA fue amplificado por PCR semi-cuantitativa y sometido a electroforesis en un gel
de agarosa. La abundancia relativa de los transcritos fue determinada en tres
experimentos independientes normalizando los valores de ERK5 contra los de GAPDH.

Las barras de error indican la desviacién estandar de los triplicados.
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Teniendo en cuenta que la proteina ERKS5 tiene una vida media de unas 16 horas,
que los niveles de mMRNA de ERK5 no se ven alterados inmediatamente después de
la OGD y que la disminucién en los niveles de proteina se aprecia una hora después
de la OGD se concluy6 que la OGD debia de producir la degradacion de ERK5S a
través de proteasas o a través de la degradacion proteosomal. Por ello, se disefiaron

experimentos con inhibidores de diferentes proteasas.

Se ha descrito la activacion de varias proteasas en respuesta a la isquemia (ver
Introduccion). En nuestro trabajo se decidié utilizar inhibidores de caspasas y
calpainas para evaluar su efecto en la disminucién de los niveles de ERK5. Las
caspasas son proteasas activadas en la muerte apopdtica, y las calpainas se activan

en respuesta a la entrada de calcio de la cascada isquémica.

Los inhibidores de caspasas no revierten la disminucion en los niveles de

proteina ERKS en respuesta a la OGD

En primer lugar se utilizé el inhibidor general de caspasas Z-VAD. En la figura 69 se
observa que la disminucion de ERK5 en respuesta a la OGD no se altera con el
tratamiento con Z-VAD. Con este ensayo se descartdé que la degradacion de ERK5
observada en respuesta a la OGD fuera debida a la activacién de las diferentes

caspasas implicadas en la muerte celular isquémica.

3h o9h
O @) @) O
ZVAD - + - o+ -+
—— « e ERK5
s —— —— —_ ERK1/2

FIGURA 69. El tratamiento de los cultivos corticales con Z-VAD no revierte la
disminucién en los niveles de proteina ERK5. Cultivos mixtos de neuronas corticales
fueron pre-tratados durante 45 minutos con Z-VAD 100 pM. A continuacién fueron
sometidos a 75 minutos de OGD (C: control; O: OGD). Las células fueron lisadas tras 30 9
horas de reperfusion y los extractos se analizaron por inmunoblot utilizando anticuerpos
anti ERK5 o ERK1/2 (control).

También se ensayo el inhibidor del proteosoma MG-132, pero producia una gran

disminucién de los niveles de proteina ERK5 tanto en los controles como en las
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células sometidas a OGD, como se ha descrito para otras proteinas como Akt (Basso
et al., 2002).

Los inhibidores de calpaina revierten la disminucidén en los niveles de proteina

ERKS5 en respuesta a la OGD o al tratamiento con NMDA

A continuacion se utilizaron los inhibidores de calpaina ALLN y MDL 28170. La figura
70.A muestra que ambos inhibidores revierten la disminucion en los niveles de ERK5S
a 3y 9 horas post-OGD.

Los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron tratados con NMDA, para ver si el
uso de inhibidores de calpaina también revertia la disminucion de los niveles de
ERKS5. El tratamiento con NMDA produce una disminucion en los niveles de ERK5S
(como habiamos observado anteriormente) y el tratamiento con los dos inhibidores de
calpaina revierten esta disminucion, al igual que el antagonista de los receptores de
NMDA MK 801 (figura 70.B).

Estos resultados sugieren que la proteasa calpaina seria la responsable de la

degradacion de ERKS en respuesta a la OGD o al tratamiento con NMDA.

Como muestra la figura 71, el uso de inhibidores de calpaina no tiene efecto
neuroprotector frente al tratamiento con NMDA en cultivos mixtos de neuronas
corticales. Estos resultados estan en consonancia con estudios previos obtenidos por
el grupo del Dr. José Rodriguez en cultivos mixtos de neuronas corticales, donde
observaron que el pre-tratamiento con inhibidores de calpaina no protegia a las

neuronas de la muerte producida por la OGD.

A
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FIGURA 70. Los inhibidores de calpaina revierten la disminucion en los niveles de
proteina ERKS5 tras la OGD o el tratamiento con NMDA. A. Las células corticales fueron
expuestas al dafio isquémico durante 75 minutos, en presencia o ausencia de inhibidores
de calpaina ALLN (1uM) o MDL 28170 (10uM) y lisadas tras 3 o 9 horas de reperfusion. Se
muestra el inmunoblot de los extractos utilizando anticuerpos anti ERK5, ERK1/2 y B-
tubulina. B. Neuronas corticales fueron pre-tratadas durante 30 minutos con MK 801 (10
MM) o con inhibidores de calpaina ALLN (1uM) y MDL 28170 (10uM). A continuacion las
células fueron tratadas con NMDA 100 pM durante 3 o 6 horas, lisadas y los extractos

analizados por inmunoblot. Resultados representativos de tres experimentos
independientes.
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FIGURA 71. Los inhibidores de calpaina no protegen de la muerte inducida por
NMDA. Los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron pre-tratados durante 30 minutos
con ALLN (1uM) o MDL 28170 (10uM). A continuacion las células fueron tratadas con
NMDA 100 uM vy la viabilidad calculada por MTT 24 horas después. El grafico muestra la
media de viabilidad + desviacidon estdndar de tres experimentos independientes: NT:

células no tratadas.
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Identificacion fragmentos de ERKS5 tras su degradacion por calpaina

Dado que calpaina parecia ser la responsable de la degradacion de ERKS5 inducida
por OGD, se disefiaron una serie de experimentos con el fin de identificar los posibles
fragmentos de ERKS que podrian producirse como consecuencia de la acciéon de esta

proteasa.

Extractos procedentes de cultivos mixtos de neuronas corticales sometidos a OGD
fueron analizados mediante inmunoblot utilizando dos anticuerpos anti-ERKS
diferentes: anti-ERK5 procedente de la MRC Protein Phosphorylation Unit en Dundee
(Escocia), que reconoce a la proteina entera; y anti-ERK5 (Sigma) que reconoce la
los residuos 789 a 802 de la cola C-terminal de ERKS5. La figura 72 muestra los
resultados. En el inmunoblot obtenido al utilizar el anticuerpo anti-ERKS de Sigma no
se aprecian fragmentos de degradacion de ERKS5 exclusivos de las muestras
sometidas a isquemia. Sin embargo, al utilizar el anticuerpo contra la proteina total
aparece un fragmento de unos 40 kDa en las muestras sometidas a OGD que no se

aprecia en las muestras control.

1h 3h 6h 9h 1h 3h 6h Sh
kDa C O cCcCoOcCoOoCcCcoOo kDa C O CcCOoO C o cCco
250 — —
150 — 100 — e p— ey — e S—
100 — S —— — s=
75—

50 —
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37— .
anti-ERKS5 Dundee anti-ERK5 Sigma

FIGURA 72. Identificacion de fragmentos de degradacion de ERK5 tras la OGD en
cultivos mixtos de neuronas corticales. Cultivos mixtos de neuronas corticales fueron
expuestos (O) o no (C) a 75 minutos de OGD. Las células fueron lisadas a diferentes
tiempos post-OGD, y los niveles de ERK5 analizados mediante inmunoblot utilizando dos
anticuerpos diferentes anti-ERK5. Resultados representativos de dos experimentos

independientes

Es posible que no se aprecien mas fragmentos de ERKS porque el tiempo mas corto
de reperfusién es una hora, y quizas la proteina ya ha sido degradada por completo.

En paralelo, también se utilizaron geles con porcentajes elevados de acrilamida con el
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fin de resolver las proteinas de bajo peso molecular. Sin embargo, no se observaron

bandas menores de 50 kDa.

Con el fin de estudiar la degradacion de ERKS5 a tiempos cortos, se utilizé el modelo
de NDMA. Como se ha mostrado anteriormente, el tratamiento de las neuronas
corticales con NDMA provoca, de manera calpaina-dependiente, la degradacion de
ERKS. La figura 73 muestra que tras 30, 45 y 60 minutos de tratamiento una banda
de unos 55 kDa aumenta de intensidad. La intensidad de esta banda disminuye a las

2 horas de tratamiento. Esta banda podria corresponder a un fragmento de ERKS.

NMDA
kba 0 25 5 15 30 45 60 120 min
250—
150—
100— - -
75— e Sl s e s e -
o = - etme <

FIGURA 73. El tratamiento de neuronas corticales con NMDA a tiempos cortos
produce un fragmento de degradacién de unos 55 kDa. Cultivos mixtos de neuronas
corticales fueron tratados con 100 uM NMDA. A los tiempos indicados, las células fueron
lisadas y los extractos analizados mediante inmunoblot utilizando anticuerpo anti-ERK5
(Dundee). (—ERKS5, » posible fragmento de degradaciéon de ERKS5).

Calpaina degrada a ERKS5 in vitro

Llegados a este punto, habiamos demostrado una relacion entre ERK5 y calpaina de
forma indirecta, mediante el uso de inhibidores de calpaina (que revertian la
disminucién de ERKS5 en respuesta a la OGD). A continuacién se procedié a estudiar
la degradacion de ERKS5 por calpaina de forma directa. Para ello, se llevaron a cabo
ensayos in vitro de actividad calpaina, utilizando una preparacion comercial de m-
calpaina activa y ERKS recombinante como sustrato (ver Material y Métodos). La
figura 74 muestra que m-calpaina (o calpaina-2) degrada a ERKS5 in vitro. Esta

degradacion, ademas es dependiente de calcio, dado que no se observo degradacion
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de ERKS5 cuando se incubd con calpaina en ausencia de calcio. Esta la degradacion

es muy rapida: a 1 minuto de reaccion la desaparicion de ERKS5 es considerable).

CaClL,2mM  + - + + 4 + o+
Calpaina 1° - 05 01 02 03 04 05 mg
150 kDa— --— ERK5
100 kDa— Coomassie
75 kDa— ’ — ~ -=— Calpaina
"'..-.!.‘._"'"_..'"‘. T o ERK5 Inmunoblot

FIGURA 74. m-calpaina degrada a ERKS5 in vitro. 1 ug de GST-ERKS5 pura enzimatica fue
incubada con diferentes concentraciones de m-calpaina, en presencia de 2 mM de CaCl, durante 1
minuto a 30°C. La reaccidn finalizé con la adicion de tampdn SDS de electroforesis, y las muestras
resueltas mediante electroforesis en gel SDS-PAGE. El gel fue gel tefido con Coomassie (panel
superior) o analizado mediante inmunoblot utilizando el anticuerpo anti-ERK5 (panel inferior). Se
utilizé un control negativo sin calcio. Resultados representativos de tres experimentos
independientes.

A continuacién, se procedid a establecer como afectaba el estado de activacion de
ERK5 a su degradacion por calpaina, como se ha observado para otras proteinas
kinasas. Asi, la proteina kinasa C (PKC), una vez activada, es degradada por m-
calpaina y p-calpaina in vivo. Esta degradacién forma parte de un mecanismo de
down-regulation de la proteina, ya que la sobre-expresion de PKC fosforila y activa a
calpaina in vivo (Xuy Deng, 2006). En nuestro caso, no se apreciaron diferencias en

la cinética de degradacion de ERK5 recombinante activa o inactiva (figura 75).
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FIGURA 75. Degradacién in vitro de ERK5 recombinante activa o inactiva por m-calpaina.
Concentraciones crecientes de calpaina fueron incubadas con 1 pg de GST-ERKS durante 1
minuto a 30°C. Las muestras fueron resueltas mediante electroforesis en gel SDS-PAGE, y los
geles tehidos con Coomassie. A. Comparacion de la degradacion de ERK5 activa e inactiva,
resultante del analisis densitométrico de los geles mostrados en B. B. tincion de Coomassie los
geles tras la actividad para apreciar los fragmentos de degradacién que aparecen. Resultados

representativos de tres experimentos independientes.

Identificacion del sitio primario de corte de ERKS5 por calpaina

Inicialmente, la proteasa calpaina corta la proteina sustrato en una secuencia
especifica, conocida como “sitio primario de corte”. Este corte puede, a su vez,
generar nuevas secuencias de corte, por lo que en algunos casos la accion de la

calpaina puede llevar a la degradacién completa de la proteina sustrato. Con el fin de

178



kDa
250
150
100

75

50

37

25
20
15
10

E——— Resultados

identificar el sitio primario de corte de ERK5 por calpaina se utilizaron diferentes
preparaciones de ERK5 recombinante: dos de ellas con el tag en el N-terminal (GST-
ERKS5, His-ERKS5) y una con el tag en posicién C-terminal (ERK5-Flag). El objetivo de
estos ensayos era encontrar un fragmento de degradacion de ERKS5 que pudiera ser
secuenciado mediante degradacion de Edman (esta técnica permite la secuenciacion

de unos pocos aminoacidos en posicion N-terminal).

Se empezd por estudiar la degradacion de GST-ERKS. Se llevaron a cabo
incubaciones con concentraciones crecientes de calpaina a tiempos cortos (1 min), y
los resultados se muestran en la figura 76. La proteina GST-ERK5 recombinante
utilizada en este ensayo presenta el tag en su extremo N-terminal. Para poder
identificar el sitio primario de corte, por tanto, deberia obtenerse un fragmento
reconocido por el anticuerpo anti-ERKS5 pero no por el anticuerpo anti-GST. Ninguna
de las bandas obtenidas en este ensayo del inmunoblot cumple estas condiciones. Se
obtuvieron resultados similares cuando se utiliz6 una preparacion de His-ERK5 o
ERKS-flag puras (resultados no mostrados). Estos experimentos anteriores fueron
realizados un minimo de 3 veces. También se llevaron a cabo, sin éxito,
modificaciones de las condiciones de los ensayos (reduciendo o aumentando la
concentracion de calcio, de calpaina y la temperatura). En ningun caso se encontré
banda alguna susceptible de ser secuenciada mediante degradacion de Edman.

+ + 4+ + + CcaCl,2mM
0.1 001 0,025 0,05 0,1 pg calpain

el X AGST-ERKS ' ' ' - ? —-— o P - -
—_— _ - - o -
- «calpain — = - - & - = 5 5
& _ -~
- -

- - .-

-— — -
ACTIVE ERKS5 Calpain GST

Coomassie Blot

FIGURA 76. Degradaciéon de GST-ERKS5 pura por m-calpaina. 1 ug de GST-ERKS fue incubada
con concentraciones crecientes de calpaina 1 minuto a 30°C. Las muestras fueron resueltas en
electroforesis en gel SDS-PAGE, tefiidas con Coomassie (izquierda) o analizadas por inmunoblot
utilizando anticuerpos anti-ERKS, anti-calpaina y o anti-GST. Resultados representativos de tres

experimentos independientes.
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Como se ha mostrado en las figuras 72 y 73, la exposicion corta de neuronas
corticales a la OGD o a 100 uM NMDA conlleva la aparicién de un fragmento de 55
kDa reconocido por el anticuerpo anti-ERK5. Dado que este fragmento podria
corresponder al dominio kinasa de ERKS, a continuacion se llevaron a cabo ensayos
in vitro en los que se analiz6 la degradacion de ERKS-full length y de una forma de
ERK5 (ERK5-490) que codifica para los primeros 490 aa. Esta proteina posee el
domino kinasa pero carece de la cola C-Term. La figura 77 muestra que en las
condiciones ensayadas (0,1 pug de calpaina 1 minuto), la proteina GST-ERK5-wt es
casi totalmente degradada por calpaina, y que GST-ERK5-490 es parcialmente

resistente a la accion de la proteasa.

wit ACT wt ACT ERK5
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FIGURA 77. Degradacion de ERK5-wt y ERK5-1-490 (ERK5-ACT) puras por m-calpaina. 1 ug
de GST-ERK5 wt o GST-ERK5-490 fueron incubados con 0,1 ug de calpaina durante 1 minuto a
30°C. Las muestras fueron resueltas en electroforesis en gel SDS-PAGE, y analizadas mediante
inmunoblot utilizando anticuerpos anti-ERK5 o anti-GST. Resultados representativos de tres

experimentos independientes.

La subunidad requladora de calpaina CSS1 interacciona con ERKS5 en células
SH-SY5Y

Teniendo en cuenta las evidencias obtenidas de la degradacion de ERKS por
calpaina in vitro y en cultivos mixtos de neuronas corticales sometidos a OGD, y dado
que uno de los positivos de la metodologia TAP era la subunidad pequefia reguladora

de calpaina, CSS1, se decidi6 estudiar la interaccidon entre ERK5 y CSS1.

Se realizaron los correspondientes experimentos de co-inmunoprecipitacion,
utilizando anticuerpos que inmunoprecipitaran ERK5 o CSS1 y los resultados del

inmunoblot se muestran en la figura 78. El panel A muestra la inmunoprecipitacion de
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ERK5 y la deteccién de CSS1 y la subunidad grande de calpaina por inmunoblot. En
la parte superior del panel A, se observa que CSS1 aparece en la muestra
inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-ERK5 pero no en el control sin anticuerpo.
Es decir, CSS1 co-inmunoprecipita con ERKS5, pero no co-inmunoprecipita la

subunidad grande de calpaina.

A B

IP ERKS IP C551
INPUT IP -Ac INPUT IP -AC
—
-— css1 - ERKS5
Calpaina Calpaina
— Subunidad — T, Subunidad
grande grande
PR S—. ERKS — — CSS1

FIGURA 78. ERK5 co-inmunoprecipita con la subunidad pequena reguladora de
calpaina (CSS1). Lisados celulares (SH-SY5Y) fueron inmunoprecipitados con 5 ug de
anticuerpo anti-ERK5 o con 2 pg de anticuerpo anti-CSS1 o anti-calpaina subunidad
grande. Los inmunoprecipitados fueron resueltos en geles de acrilamida y las proteinas
visualizadas con el anticuerpo anti-CSS1 o anti-ERK5 en <cada caso. A.
Inmunoprecipitacion de 5mg de lisado con anticuerpo anti ERK5 e inmunoblot contra CSS1
(arriba), calpaina subunidad grande (medio); ERK5 (abajo). B. Inmunoprecipitacion de 5mg
de lisado celular con anticuerpo anti-CSS1 e inmunoblot contra ERK5 (arriba), calpaina

subunidad grande (medio); CSS1 (abajo). Se muestran los controles sin anticuerpo (-Ac).

La figura 78.B muestra la inmunoprecipitacion de CSS1 y la deteccién de la
subunidad grande de calpaina y ERK5 por inmunoblot. Al inmunoprecipitar CSS1 y
detectar ERK5 mediante inmunoblot se aprecia una banda en el carril
correspondiente a la inmunoprecipitacion pero también en el control sin anticuerpo. Si
que se detecta inmunoprecipitacion de la subunidad grande al inmunoprecipitar
CSS1. Asi, ERKS5 interacciona con CSS1 en la célula y CSS1 con la subunidad
grande de calpaina, pero ERK5 y la subunidad grande no parecen interaccionar,
indicando que existen dos complejos diferentes de CSS1, uno unida a ERK5 y otro

unida a la subunidad catalitica de calpaina.
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Por ultimo, se estudio el patron de elucién en cromatografia de gel filtracién de la
subunidad reguladora de calpaina CSS1. La figura 79 muestra el inmunoblot de CSS1
de las fracciones obtenidas mediante cromatografia de gel filtracion de extractos de
células SH-SY5Y. La proteina CSS1 aparece en tres poblaciones, una entorno a su
peso molecular (28 kDa) (fracciones 25-27), otra de unos 80-100 kDa (fracciones 20-
22) y una ultima de alto peso molecular (> 680 kDa) (fracciones 5-6). La poblacion de
80-100 kDa podria tratarse de la asociacidon de CSS1 a la subunidad grande de
calpaina. La poblacién de alto peso molecular coincide con la poblacién de alto peso
molecular observada tras el WB con el anticuerpo anti-ERKS5 de las mismas muestras

(fracciones 5-6).

Vo 680 158 44 17 kDa
v v v v v

© e ——— - g : ERK5

- ! — S . s e iy e CSS

n°fraccion 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 2728

FIGURA 79. Calpaina endogena existe como complejo de alto peso molecular.
Lisados procedentes de células SH-SY5Y fueron cromatografiados en columna de Gel
Filtracién Superdex 200HR-FPLC, las fracciones resueltas mediante electroforesis en gel
SDS-PAGE y posteriormente analizadas mediante inmunoblot utilizando los anticuerpos
anti-ERKS5 y anti CSS1.
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2.2. PAPEL DE ERKS EN LA VIABILIDAD CELULAR TRAS LA OGD

Los niveles de expresiéon de ERKS5 disminuye tras la OGD y esta disminucion es
inversamente proporcional a la viabilidad celular, por lo que a continuacién se plante6
estudiar si la disminucion de ERKS5 era causa o consecuencia de la muerte celular. Si
ERKS juega un papel protector de la muerte en la isquemia, su sobre-expresion
podria proteger en cierto grado de la muerte tras la OGD. Partiendo de esta premisa
se decidio sobre-expresar ERK5 en los cultivos mixtos de neuronas corticales. Para
ello fue necesaria la utilizacion de vectores virales, ya que la transfeccion de

neuronas presenta una eficiencia muy baja.

Uso de adenovirus y adenoasociados

Los adenovirus tipo 5 infectan neuronas a través de los receptores de adenovirus
Coxsackie, y han sido utilizados para la infeccion de este tipo celular en diversos
estudios (Persson et al., 2007). Ademas existen adenovirus tipo 5 comerciales que
codifican para ERKS5, asi que los obtuvimos. Se infectaros cultivos mixtos de
neuronas corticales con Ad-5-ERKS5/GFP, transcurridos § dias las células fueron
fijadas y se realizé una inmunohistoquimica con el marcador neuronal MAP2 y una
tincion nuclear con Hoechst. La figura 80.A muestra que la infeccion era escasa y las
células GFP positivas eran mayoritariamente astrocitos (no co-localizan con MAP2,
marcador neuronal). En experimentos posteriores se aumentd la MOI de virus
utilizados, como se muestra en la figura 80.B, pero no se consigui6 infectar neuronas
(s6lo los astrocitos son GFP-positivos) y se deterioraba visiblemente el cultivo, como
muestra en el contraste de fase. Asi pues, los adenovirus de tipo 5 no pueden ser

utilizados en nuestro modelo de OGD.

A continuacion y para evaluar el nivel de infeccién neuronal, el Dr. Chillobn del Centro
de Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG, UAB) nos facilitd tres
pseudotipos de adenoasociados y un vector adenoviral canino CAV2, cuya infeccion
neuronal habia sido descrita (Soudais et al., 2001). Todos codificaban para la
proteina fluorescente GFP. Se llevaron a cabo diferentes pruebas en cultivos mixtos
de neuronas corticales y se comprobo que la infeccién con adeno-asociados producia
una mortalidad muy alta a las 72 horas de la infeccién. En el caso del pseudo-tipo 2,
se obtuvo una infeccion del 100% de las células, pero las neuronas perdieron su

morfologia 24 horas después de la infeccion, por lo que se descartdé su uso. En el
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caso de los adenovirus CAV2-GFP, producia una expresién de GFP escasa y muy

tenue, por lo que se decidié no utilizarlos.

Hoechst MAP2 MAP2+GFP

Ad-GFP

GFP

MOl

FIGURA 80. La infecciéon de cultivos mixtos de neuronas corticales de rata con
adenovirus sélo afecta a los astrocitos. A. Infecciéon de los cultivos con adenovirus-
GFP, para ver la infeccidn en el microscopio. Se utilizd Hoechst como marcador nuclear y
MAP2 como marcador neuronal. EI GFP muestra las células infectadas con adenovirus-
GFP. B. El aumento de la MOI no aumenta la infeccidon neuronal. La parte superior del
panel muestra las células infectadas (GFP-positivas) y la inferior el total de células con

contraste de fase.
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Obtencion de lentivirus que codifican para ERK5

Dado el fracaso en la infeccidn neuronal que mostraron los diferentes adenovirus y
adenoasociados ensayados en nuestro modelo, se optd por generar lentivirus que
codificasen para ERK5. Para ello se utilizé la metodologia descrita en el apartado

Material y Métodos.

La figura 81 muestra que los lentivirus no solo infectan a los astrocitos, sino también a
las neuronas, aunque la intensidad de fluorescencia de los astrocitos es mayor que la
de las neuronas. Estos datos demuestran la idoneidad del uso de lentivirus para la

sobre-expresiéon de proteinas en neuronas corticales.

HOECHST

HOECHST+GFP

GFP

NT

Lv-ERKS

FIGURA 81. Los lentivirus que codifican para ERK5 infectan tanto a neuronas como

astrocitos en cultivos corticales mixtos. Las células, sembradas en placas de 24 pocillos,
fueron infectadas a 8 DIV con 10ul de virus concentrado por pocillo. 4 dias después de la
infeccién las células fueron fijadas, los nucleos tefidos con Hoechst y la infeccion evaluada
mediante microscopia de fluorescencia. NT: cultivo no tratado (no infectado), Lv-ERKS: cultivo

infectado con lentivirus-ERK5.
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La infeccion de cultivos mixtos de corticales con lentivirus que codifican para

ERKS5 no altera la viabilidad de los cultivos sometidos a OGD

Los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron infectados con lentivirus que
codifican para ERK5 o lentivirus control a 8 DIV. Cuatro dias después fueron
sometidos a OGD para analizar la viabilidad de las células infectadas respecto a las
no infectadas. La parte inferior de la figura 82 muestra un inmunoblot representativo
de de este ensayo, en el que se aprecia la sobre-expresion de GFP en las células
infectadas con el virus control, y de GFP y ERKS5 en las células infectadas con
lentivirus-ERKS/GFP (se trata de un promotor policistronico que genera las dos
proteinas de forma independiente). Como control de la OGD se muestra la
fragmentacion de la proteina espectrina (sustrato canodnico de calpaina). En el grafico
82 de la figura se observa un ligero aumento de la viabilidad de los cultivos

infectados, pero no se aprecian diferencias debidas a la infeccion de ERK5 o de GFP.

Asi, la sobre-expresion de ERKS en cultivos mixtos de neuronas corticales no tiene

efectos en la viabilidad celular después una la isquemia in vitro.
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FIGURA 82. La sobre-expresién de ERK5 en cultivos mixtos de neuronas corticales

no altera la viabilidad de los cultivos tras ser sometidos a OGD. Los cultivos fueron

infectados con lentivirus que codificaban para ERK5 o lentivirus control a 8 DIV. Cuatro
dias después de la infeccion fueron sometidos (OGD) o no (NOR) a 75 minutos de OGD.

Se analizé la viabilidad de las células por Alamar Blue, se realizaron dos lavados con PBS

y las células fueron lisadas. Los extractos fueron analizados mediante inmunoblot con

anticuerpos anti ERK5, GFP y espectrina. El gréafico (arriba) muestra la media de viabilidad

+ desviacion estandar de tres experimentos independientes: NT (células no infectadas),

GFP (células infectadas con virus control) y ERK5S (células infectadas con lentivirus que
codifica para ERKS5).

Papel de la infeccion lentiviral de ERK5 en el tipo de muerte de los cultivos

sometidos a OGD

Los estudios anteriores se realizaron midiendo la viabilidad mediante Alamar Blue,

que ofrece una medida de las células metabdlicamente activas, pero no permite

discriminar en el tipo de muerte acaecida. Asi, se decidi6 estudiar si la sobre-

expresion de ERKS incidia en el tipo de muerte: necrética o apoptdtica.
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Los cultivos mixtos de neuronas corticales fueron infectados a 8 DIV y sometidos a
OGD cuatro dias después. A continuacion, fueron tefiidos con loduro de Propidio (PI),
fijados y tefiidos con Hoechst. Estas tinciones permitirian realizar un contaje de las

células apoptéticas y necroticas.

La figura 83 muestra el resultado de la tincién con Pl y Hoechst para células no
infectadas control y sometidas a OGD. Se aprecia un aumento significativo de células
Pl positivas tras la OGD. La ampliacién muestra las células consideradas apoptéticas:

presentan la cromatina fragmentada o condensada.

Hoechst Pl

CONTROL

OGD

FIGURA 83. Analisis de células necréticas y apoptéticas en cultivos mixtos de
neuronas corticales sometidos a OGD. Se infectaron los cultivos celulares a 8 DIV y se
realizé una OGD de 75 minutos cuatro dias después de la infeccién. 24 horas después las
células fueron tenidas durante una hora con loduro de Propidio (Pl), fijadas y tefidas con
Hoechst. Se consideran células necroéticas (derecha) las Pl positivas que presentan la
cromatina no condensada y apoptéticas aquéllas en las que el DNA esta condensado o
fragmentado (mirando la tinciéon con Hoechst). En la ampliacién, las flechas sefialan los

sucesos apoptoticos que se observan.

Esta metodologia permite contar facilmente las células Pl positivas. Sin embargo, el
principal problema consiste en el contaje de las células apoptéticas. En cultivos

control el contaje resulta sencillo, ya que se distinguen perfectamente los nucleos con
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la cromatina condensada o fragmentada (como en la figura). Sin embargo, tras
someter las células a OGD, muchas pierden la morfologia y resulta dificil distinguir la

cromatina condensada de la no condensada.

La figura 84 muestra el resultado del contaje de uno de los tres ensayos llevados a
cabo después de infectar los cultivos mixtos de neuronas corticales con los
correspondientes lentivirus y ser sometidos posteriormente a OGD. Como control se
utilizé el inhibidor de calpaina ALLN (que deberia reducir la muerte necrética) y el
inhibidor general de caspasas Z-VAD (que deberia reducir la muerte apoptoética). Fue
necesario poner a punto las condiciones del modelo para el contaje de los nucleos, ya
que los 75 minutos de OGD utilizados normalmente producian un 90% de células
necroéticas, que no disminuia en respuesta a ALLN. Finalmente se utilizaron 60
minutos de OGD.

La figura 84 muestra los resultados preliminares obtenidos, el panel superior muestra
los resultados del contaje de las células Pl positivas (necréticas). Las células control
(no sometidas a OGD) presentan un 10% de muerte necrética, mientras que la OGD
producia un aumento este porcentaje a un 45%. La expresion del vector lentiviral
control disminuia el numero de células necréticas a un 15% (practicamente a los
niveles de las células no sometidas a OGD). Las células infectadas con Ad-
ERK5/GFP presentaban un 35% de muerte necrética. También disminuia la necrosis
tras el tratamiento con el inhibidor de calpaina ALLN utilizado como control. El
tratamiento con Z-VAD aumenta ligeramente este tipo de muerte, quizas debido a la
toxicidad que produce en las células. El grafico inferior de la figura 84 muestra el
contaje de las células apoptéticas. Se aprecia un ligero aumento de la apoptosis en la
OGD, que revierte con el virus control, el virus que sobre-expresa ERKS5, con ALLN y
Z-VAD.

En resumen, la sobre-expresion de ERK5 mediante la infeccion con lentivirus de
cultivos mixtos de neuronas corticales, produce un aumento de la viabilidad celular
tras la OGD. Este aumento de viabilidad no puede ser atribuido a un efecto de ERKS,
ya que la infeccion con virus control produce una neuroproteccion mucho mayor. Asi,
la mera infeccion lentiviral protege de la muerte frente a la isquemia in vitro. Esto
podria ser debido a la respuesta inflamatoria de las células infectadas (Liu et al.,

2006), ya que diversos estudios reportan el papel neuroprotector de la inflamacién
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(Pluchino et al., 2005) y del precondicionamiento (Davis y Patel, 2003; Sharp et al.,
2004; Steiger y Hanggi, 2006).
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FIGURA 84. Analisis de células necréticas y apoptéticas en cultivos mixtos de
neuronas corticales sometidos a OGD. Cultivos mixtos de neuronas corticales fueron
infectados con lentivirus control o lentivirus que codificaban para ERK5 a 8 DIV. Cuatro
dias después se realizé una OGD de 75 minutos. 24 horas después fueron tenidas durante
una hora con loduro de Propidio (Pl), fijadas y tefidas con Hoechst. Se realizaron fotos de
cada tratamiento en el microscopio de fluorescencia y se llevo a cabo el contaje de células
apoptoticas y necréticas segun lo descrito en Material y Métodos. Resultados
representativos de tres experimentos independientes. En cada ensayo se realizaron

cuadruplicados para cada condicion y se contaron un minimo de 1000 células.
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ERKS5 disminuye tras la isquemia in vivo en cerebro de ratas Spraque-Dawley

Por ultimo, se estudio si la degradacion de ERKS observada en el modelo de
isquemia in vitro (OGD) también era observada in vivo en cerebros de rata sometidos

a isquemia.

Los ensayos con animales fueron realizados por el equipo de la Dra. Anna Planas de
I'Institut d’Investigacions Biomédiques de Barcelona (IIBB-CSIC). Para llevar a cabo
estos estudios, ratas macho adultas de la cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a
50 minutos isquemia in vivo por oclusion de la arteria cerebral media. Los animales
fueron sacrificados sin anestesia a diferentes tiempos de reperfusion y los coértex
separados y homogenizados. La figura 85 muestra el inmunoblot de las muestras
utilizando los distintos anticuerpos. Se aprecia una disminucién de ERKS a 6 y 24
horas de reperfusién. No se aprecian cambios en ERK1/2, utilizado como control de
carga. Como cabia esperar, los niveles de Hsp703 aumentan en respuesta a la
isquemia. El aumento de Hsp70p es mayor a medida que incrementa el tiempo de

reperfusion y sirve como control de que la isquemia ha funcionado.

De este ensayo se concluye que la disminucion en los niveles de ERKS que se habia
observado tras la OGD ocurre también en cortex de cerebro de ratas sometidas a

isquemia cerebral.

CT 3 6 24 C h
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FIGURA 85. Los niveles de proteina ERK5 disminuyen en el cértex de cerebro de
ratas Sprague-Dawley en respuesta a la isquemia in vivo. Ratas macho adultas de la
cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a 50 minutos isquemia in vivo por oclusién de la
arteria cerebral media, sacrificadas sin anestesia a diferentes tiempos de reperfusion (3, 6,
24) y los cortex fueron separados, homogenizados y analizados mediante inmunoblot. CT.
Contralateral; C: rata control no operada; los tiempos indican las horas de reperfusion a las

que fueron sacrificados los animales.
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A continuacion se estudié la disminucion de los niveles de ERKS en cerebro de rata
sometida a isquemia mediante ensayos de inmunohistoquimica. Después de realizar
varias pruebas, se comprobd que el unico anticuerpo anti-ERKS apto para ensayos de
inmunohistoquimica era un anticuerpo anti-ERK5 de Santa Cruz (sc-5626). En primer
lugar, se determiné la localizacion subcelular de ERKS en cortex de cerebro de rata,
utilizando en paralelo el anticuerpo anti-NeuN como marcador de nucleos neuronales.

La figura 86 muestra la co-localizaciéon de ERK5S y NeuN en los nucleos neuronales.

. ERKS .

FIGURA 86. ERKS5 se localiza en el nucleo de las neuronas. Ratas macho adultas de la

cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a 50 minutos isquemia in vivo por oclusién de la
arteria cerebral media, sacrificadas sin anestesia tras 4 horas de reperfusion. Los cortex de

cerebro fueron analizados mediante inmunohistoquimica.

Seguidamente se estudié la distribucion de ERKS en core y penumbra isquémicos de
los cértex de cerebro de rata respecto al control no isquémico. Las figuras 87 y 88
muestran los resultados preliminares obtenidos utilizando animales sacrificados
después de 4 o 24 horas de reperfusion (figuras 87 y 88, respectivamente). Para
estos ensayos se utilizoé el marcador nuclear Topro. La figura 87.A muestra ,utilizando
diferentes anticuerpos, la tincion inmunohistoquimica del cértex del animal sacrificado
tras 4 horas de reperfusion. En el control contralateral (no isquémico), se aprecia el
marcaje para ERKS5. Este marcaje aumenta en algunas zonas del core isquémico
(COREN1), pero desaparece practicamente por completo en la mayor parte del core
(CORE2). En la region de penumbra isquémica la sefial de ERK5 parece ligeramente
mas intensa que en el control del hemisferio contralateral. En la figura 87.B se
observa que la disminucion en los niveles de ERK5 es especifica de esta kinasa, ya
que los niveles de ERK1/2 no se ven afectados tras la isquemia/reperfusion. El
estudio del animal sacrificado después de 24 horas de reperfusion (figura 88) muestra

resultados similares, a excepcion de que no se encuentran areas del core con un
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aumento del marcaje de ERKS5, sino que todas las zonas del nucleo isquémico

presentan una disminucion de la sefal de ERKS.

Topro ERKS Merge

CT

CORE1

COREZ2

PERI

FIGURA 87.A. Niveles de proteina ERK5 en nucleo y penumbra del cértex de cerebro
de rata sometida a isquemia in vivo y reperfundida durante 4 horas. Ratas macho
adultas de la cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a 50 minutos de isquemia in vivo por
oclusion de la arteria cerebral media y sacrificadas sin anestesia tras 4 horas de
reperfusion. Los coértex fueron analizados mediante inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo anti-ERKS5 y el marcador nuclear Topro. CT. Contralateral; CORE: nucleo de la

isquemia; PERI: zona periférica al nicleo isquémico.
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FIGURA 87.B. Niveles de proteina ERK5 en nucleo y penumbra del cértex de cerebro

de rata sometida a isquemia in vivo y reperfundida durante 4 horas. Ratas macho
adultas de la cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a 50 minutos de isquemia in vivo por
oclusién de la arteria cerebral media y sacrificadas sin anestesia tras 4 horas de
reperfusion. Los cortex fueron analizados mediante inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos anti-NeuN, anti-ERK5 y anti-ERK1/2. CT. Contralateral; CORE: nucleo de la
isquemia; PERI: zona periférica al nucleo isquémico.

194



E——— Resultados

Topro ERK5 Merge

CT

CORE

PERI

FIGURA 88. Los niveles de proteina ERK5 disminuyen en el ntcleo de la isquemia en
cortex de cerebro de ratas sometidas a isquemia in vivo y reperfundidas durante 24
horas. Ratas macho adultas de la cepa Sprague—Dawley fueron expuestas a 50 minutos
isquemia in vivo por oclusion de la arteria cerebral media, sacrificadas sin anestesia tras
24 horas de reperfusion. Los cortex fueron analizados mediante inmunohistoquimica
utilizando el anticuerpo anti-ERK5 y el marcador nuclear Topro. CT. Contralateral; CORE:

nucleo de la isquemia; PERI: zona periférica al nucleo isquémico.

Asi, ERKS desaparece completamente del core isquémico, la zona donde la muerte
se produce con mas rapidez. Los resultados de los ensayos inmunohistoquimicos
corroboran lo observado mediante inmunoblot, y pone de manifiesto que la
disminucién en los niveles de proteina ERKS se producen en respuesta a las

isquemia in vitro e in vivo.
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1. CARACTERIZACION DE ERK5 EN CELULAS NEURONALES

En 1995 fue descubierta una nueva via de sefializacion de MAPK, la via MEK5-ERKS
(Zhou et al., 1995; Lee et al., 1995). Se trata de una via importante en el desarrollo
embrionario como demuestra la letalidad de los embriones knock out de ERK5 (Yan
et al., 2003; Regan et al., 2002) y de su activador MEK5 (Wang et al., 2005). Esta via
también juega un papel fisiologico importante, al estar implicada en enfermedades
cardiovasculares (Pi et al., 2005; Kohara et al., 2001), carcinogénesis (Mulloy et al.,
2003; Hayashi y Lee, 2004; Wang y Tournier, 2006) y en supervivencia neuronal
(Cavanaugh, 2004). Asi, ERKS tiene un papel relevante en sistema nervioso, dada su
activacion frente a neurotrofinas (Watson et al., 2001; Liu et al., 2003), frente al estrés
oxidativo producido por reactive oxygen species (ROS) (Touyz et al., 2003), tras la
isquemia cerebral (Wang et al., 2004; Wang et al., 2006) y su papel en la

especificacion de fenotipo neuronal (Liu et al., 2006).

Un paso importante para entender la funcién de las cascadas de MAPK es la
identificacion de sus sustratos. Poco se conoce aun sobre los sustratos y las
proteinas que interaccionan con ERKS. La mayoria de los sustratos descritos han
sido unicamente ensayados in vitro, a excepcion del factor de transcripcion MEF2C
(Yoon et al., 2005). Un estudio in vivo describe la interaccion de este factor de
transcripcion con ERKS y cdmo esta kinasa lo fosforila. Otra proteina que interacciona
con ERKS5 in vitro e in vivo es 14-3-33 (Zheng et al., 2004), aunque no se ha

demostrado que sea sustrato de ERKS.

En este trabajo se ha utilizado la metodologia TAP en la linea celular SH-SY5Y para
identificar proteinas que interaccionan con ERK5. Se escogi6 la linea celular SH-
SY5Y como modelo de estudio por tratarse de un modelo neuronal ampliamente
utilizado. El neuroblastoma es el tumor sélido mas comun en nifios y se origina a
partir de precursores de neuronas simpaticas de la cresta neuronal que no llegan a
completar su diferenciacion. Las células SH-SY5Y son un subclon de la linea de
neuroblastoma humano SK-N-SH y presentan un fenotipo catecolaminérgico con
caracteristicas dopaminérgicas. Ademas, se diferencian a neuronas en respuesta a

acido retinoico y BDNF.
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La metodologia TAP requiere de una puesta a punto inicial previa a la purificacion,
que incluye el estudio de la linea celular y la generacion y amplificacién de los clones

que sobre-expresan las proteinas recombinantes TAP.

En este estudio se corrobora la activacion de ERK5 en células HelLa estimuladas con
EGF, H,O, y Sorbitol a las concentraciones y tiempos descritos en la bibliografia
(Kato et al., 1998; Abe et al., 1996). La herramienta utilizada para medir la activacion
de ERKS5 ha sido el shift o retraso en la migracién electroforética de la proteina
hiperfosforilada (activa) en el inmunoblot utilizando anticuerpos especificos anti-
ERKS.

En este trabajo se describe por primera vez la activacion de ERK5 en células SH-
SY5Y en respuesta a la estimulacion con EGF o Sorbitol. A diferencia de lo que
ocurre en células Hela, en neuroblastomas el estrés osmaético y oxidativo activan en
menor grado a ERK5. Dado que ERKS es activada por estrés (igual que pasa con las
MAPK p38 y JNK) y por mitégenos y factores de crecimiento (como ocurre con
ERK1/2), podria darse el caso que diferentes tipos celulares ERK5 se activen
mayoritariamente por un tipo de estimulo u otro. El hecho de que en los inmunoblots
de lisados de células SH-SY5Y la banda correspondiente a ERKS5 hiperfosforilada sea
mas tenue que en células Hela, no implica que sea menos activa, ya que se ha
descrito que la banda no hiperfosforilada también es activa (Mody et al., 2003). Estos
estudios demuestran que las células que se iban a utilizar como modelo de estudio
para la metodologia TAP contenian una proteina ERKS5 funcional, capaz de activarse

en respuesta a diferentes estimulos.

Los trabajos que describen la localizacion subcelular de ERKS ponen de manifiesto
diferencias en funcidon del tipo celular y del estado de activacion de las células
(Buschbeck y Ullrich, 2005). Algunos hacen referencia a la translocacion nuclear de
ERK5 recombinante (Kamakura et al., 1999; Barros y Marshall, 2005) y enddgena
(Watson et al.,, 2001) una vez activada, aunque otros estudios describen una
localizacion tanto nuclear como citosolica de ERKS enddgena en células HelLa y Rat1
no activadas (Raviv et al.,, 2004). La localizacion subcelular de ERK5 en
neuroblastomas no ha sido descrita previamente en la bibliografia. En este trabajo, el
fraccionamiento subcelular del lisado de neuroblastoma y el analisis por inmunoblot
de ERK5 muestra una localizacién pancelular de esta proteina en células no

activadas, igual que lo observado por Raviv et al. en células HelLa y Rat-1. Sin
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embargo, al someter a fraccionamiento subcelular las células SH-SY5Y transfectadas
con el activador constitutivamente activo MEKS-DD sélo se aprecia hiperfosforilacion
de ERKS5 en el citosol. En otras lineas se ha descrito que la presencia de ERKS activa
en el nucleo podria ser debida a la translocacion del activador upstream MKK2 (Raviv
et al., 2004). De estos estudios se deduce que la localizacion nuclear de ERK5 es
diferente de la de ERK1/2 en células en reposo, indicando que cada una de estas
cascadas de sefalizacion celular utilizan diferentes mecanismos para transmitir las

sefales extracelulares a sus dianas nucleares (Raviv et al., 2004).

2. IDENTIFICACION DE COMPLEJOS DE PROTEINAS MEDIANTE TAP

Muchas proteinas se encuentran formando complejos en la célula. La cromatografia
en gel filtracion permite fraccionar complejos de proteina en condiciones nativas. En
los resultados obtenidos mediante filtracion en gel de células SH-SY5Y y HelLa se
observa que ERK5 endégena se encuentra en forma de dos complejos: uno de alto
peso molecular (>700kDa) y otro en torno a 110 kDa, que corresponde con su peso
molecular aparente. La activacion de ERK5 enddgena provoca la formacion de
complejos de peso molecular >700 kDa y 200 kDa. Asi, los complejos formados
varian segun el estado de activaciéon de la kinasa. EI complejo de unos 200 kDa
obtenido en células activadas podria tratarse del dimero de ERKS5. En la bibliografia
se describe la dimerizacion de ERKS (Yan et al., 2001), igual que ocurre con ERK1/2
(Khokhlatchev et al., 1998). Seran necesarios futuros ensayos de electroforesis en
condiciones no desnaturalizantes e inmunoblot para comprobar que se trata del
dimero de ERKS. Sin embargo, y asumiendo la dimerizacion de ERKS5, nuestros
resultados contrastan con los obtenidos por Yan et al. utilizando células CHO-K1,
donde se observa el dimero de ERKS5 tanto en células activadas como inactivadas
(Yan et al., 2001). Una posibilidad consiste en que la dimerizacién de ERK5 dependa
del tipo celular estudiado (igual que ocurre con su localizacion citoplasmatica). Es
decir, que en determinados tipos celulares ERKS formaria dimeros en condiciones de
no activacion y en otras células seria necesaria la activacion para la dimerizacion,
como ocurre con ERK1 y 2 (Khokhlatchev et al., 1998). Por otro lado, la aparicion de
una poblacién de ERKS de alto peso molecular (>700 kDa) podria corresponder a

ERKS5 asociada a otras proteinas.
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Una vez observado que ERK5 forma complejos de alto peso molecular se procedié a
la identificacion de las proteinas que interaccionan con ERK5 mediante el método
TAP. En primer lugar se obtuvieron lineas de neuroblastoma que expresaban de
forma estable las proteinas recombinantes TAP-control, TAP-ERK5wt y TAP-
ERK5ACT. Los clones que sobre-expresaban la proteina recombinante TAP-MEKS
presentaban crecimiento lento y un alto indice de muerte celular. Esto puede deberse
a que un exceso de MEK5 resulte toxico para la célula. Es frecuente la toxicidad
celular debida a la sobre-expresion de proteinas kinasas, como se ha observado en la
Unidad de Fosforilacion de Proteinas del MRC de Dundee (Escocia). Este laboratorio
observd que la sobre-expresion de las serina-treonina kinasas BRSK1, BRSK2,
TAO1, TAO2 y NEK2 con el fin de obtener lineas estables resultaba téxica para las
células. El problema se evita mediante la expresion de un mutante inactivo de la
kinasa. En nuestro caso se ha obtenido el correspondiente mutante de MEKS inactivo

y se pretende obtener la linea estable en células SH-SY5Y.

La localizaciéon subcelular de la proteina sobre-expresada se estudid mediante
microscopia de fluorescencia, y se observaron diferencias en la localizacion
subcelular de la proteina recombinante TAP-ERKSwt (citosdlica) respecto a la
proteina recombinante que carece de cola C-terminal TAP-ERK5ACT (difusa por toda
la célula). Estos resultados resaltan la importancia de la cola C-Terminal de ERKS en
su localizacion subcelular, tal y como describen Buschbeck et al. en su trabajo, donde
observaron que la transfeccion de ERK5 recombinante wild type en células COS-7
presentaba una localizacion predominantemente citosdlica, mientras que la sobre-
expresion de un mutante de delecion sin los ultimos 100 aminoacidos mostraba una

localizacion predominantemente nuclear (Buschbeck y Ullrich, 2005).

En nuestro sistema, la proteina recombinante TAP-ERK5wt no transloca a nucleo tras
su activacion con EGF, ni tras la expresiéon de MEK5-DD. Es decir, la proteina
quimera TAP-ERKS5wt es citosdlica tanto en condiciones basales como tras su
activacién. Este resultado contrasta con los obtenidos en el fraccionamiento
subcelular de neuroblastomas con la proteina enddgena, donde se observo que
ERKS5 enddgena basal se encuentra en el citoplasma y el nucleo de estas células,
aunque tras su activacién la forma hiperfosforilada (activa) solo se observa en citosol.
Esto esta en consonancia con el trabajo de Raviv et al., 2004, donde se alerta de las

diferencias en la localizacion subcelular de ERK5 enddgena y recombinante en
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diferentes tipos celulares. Se ha sugerido que estas diferencias en la localizacién son
debidas a la existencia en determinados tipos celulares de sitios de anclaje nucleares

a los que se une ERKS, que quedarian saturados por la proteina enddgena.

Una de las limitaciones de la metodologia TAP utilizada en este trabajo es la pérdida
de la fraccion nuclear, debido a la utilizacion del detergente NP-40 en el tampdn de
lisis. En nuestro caso, la proteina recombinante utilizada como cebo es
mayoritariamente citosolica en células SH-SY5Y. Asi pues, la metodologia TAP
utilizada en este trabajo permitiria la identificacion de las proteinas citosdlicas que

interaccionen con ERKS5, pero no de las nucleares.

En este trabajo se ha optimizado el protocolo de la metodologia TAP publicado por
Rigaut et al. en 1999 para su uso en células SH-SY5Y. Para empezar se realizé una
centrifugacion a 23.000 g con el fin de eliminar los residuos no citosolicos y obtener
una fraccion mas limpia. Ademas, la utilizacion de dos resinas diferentes en la
purificacion, Agarosa-IgG y Sepharose-calmodulina, minimiza la unién inespecifica de
proteinas a la resina. Por otra parte, la generacion de lineas celulares estables que
expresan niveles bajos de la proteina cebo maximiza la unién del cebo a las proteinas
endégenas (Al-Hakim et al., 2005). Asi, se prefiri6 aumentar la cantidad de extracto
inicial a escoger clones que sobre-expresaran niveles elevados de proteina cebo. En
este sentido, fue necesario aumentar la cantidad de extracto celular inicial para la
purificacion, ya que la expresion de los vectores TAP en células SH-SY5Y era leve.
Asi se pas6 de los 50 discos de 15 cm utilizados por otros autores para cada clon (Al-
Hakim et al., 2005) a 100 6 200 discos de 15 cm.

En el presente estudio se han llevado a cabo dos purificaciones TAP. En la primera
purificacién se partié del lisado de 100 discos de 15 cm para cada clon, mientras que
en la segunda purificacién se realizé a partir de lisado de 200 discos de 15 cm. Se
recortaron 47 y 61 bandas respectivamente y se identificaron los positivos por LC-
MS/MS. De las proteinas identificadas se descartaron las proteinas de citoesqueleto
como actina y tubulina a pesar de su elevada puntuacion, ya que aparecen
frecuentemente en este tipo de purificacion. Del analisis de los resultados obtenidos
en la segunda purificacion, donde se partié de mayor cantidad de lisado, destaca la
ausencia de diferencias en las proteinas identificadas al utilizar como cebo ERK5wt o
ERK5ACT, lo que pareceria indicar que ERK5S se une a las proteinas identificadas

mediante su dominio kinasa.
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De los resultados obtenidos destacaban principalmente dos proteinas: Hsp90p y
Piruvato kinasa M2 (PKM2). Hsp90 obtuvo un score de 865 en la primera purificacion
y 1065 en la segunda y el 55,3% de la secuencia total de la proteina identificado en el
fragmento de gel analizado. Por otra parte piruvato kinasa tipo 2 aparecié con un
score de 347 en la purificacion 2 y un 40,2% de la secuencia identificada por

espectrometria de masas.

Otra proteina identificada mediante TAP con una puntuacion elevada (280) fue 14-3-
3. Zheng et al. describieron la interaccion de 14-3-3¢ con ERKS5 mediante la
metodologia yeast two hybrid. En su trabajo describen en células HEK293 la unién de
14-3-3p al residuo fosforilado de ERKS5 serina 486, lo que provoca la estabilizacion de
la forma inactiva de ERKS5 al impedir su interaccion con la kinasa activadora MEKS
(Zheng et al., 2004). La proteina 14-3-3 se une a diversas kinasas, incluyendo ASK
(Apoptosis signal-regulating kinase), proteina kinasa C-u, y p90RSK, e inhibe su
actividad (Zheng et al., 2004), de manera que juega un papel importante en
sefalizacion. Hasta la fecha se han identificado 7 isoformas altamente conservadas
de 14-3-3 (B, &, v,Mm, 0, T, ), que forman homo- o hetero-dimeros. Algunos estudios
indican que las diferentes isoformas de 14-3-3 no son selectivas en cuanto a la
interaccion con sus ligandos (Fu et al.,, 2000), lo que podria explicar que en la
purificacion TAP llevada a cabo en este trabajo se hayan obtenido 5 isoformas de 14-
3-3 (e, v, M, 7, ) interaccionando con ERKS. La identificacion de 14-3-3, una proteina
cuya interacciéon con ERKS ha sido previamente validada, puede considerarse un

control positivo de la metodologia TAP utilizada.

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha validado la interaccion de ERKS y ATP
sintasa a, otro de los positivos obtenidos mediante la metodologia TAP. La ATP
sintasa es una enzima situada en la cara interna de la membrana interna de las
mitocondrias y de la membrana de los tilacoides de los cloroplastos. Se encarga de la
fosforilacidon oxidativa del ATP, es decir, de sintetizar ATP a partir de ADP, un grupo
fosfato y la energia suministrada por protones (H'). Margarita Espona valido la
interaccion entre ATP sintasa a y ERK5 enddgenas y advirtio la presencia de ERKS

en mitocondria de células HeLa (Espona, 2008).
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Hsp90

Hsp90 es una proteina chaperona que regula la conformacion, estabilidad y
activacion de unas 100 proteinas (Belova et al., 2008). Ensayos de two-hybrid en
levadura describieron la interaccion entre ERK5 humana y Hsp90 de levadura
(Truman et al., 2006), pero esta interaccion no ha sido confirmada en células de

mamifero.

Frecuentemente, se utilizan inhibidores de Hsp90 para probar que esta implicada en
una via (Basso et al., 2002; Nomura et al., 2005). En nuestro caso, dos inhibidores de
Hsp90, geldanamicina y radicicol, producen una disminucion en los niveles de ERKS

en células HeLa y SH-SY5Y, vinculando funcionalmente ambas proteinas.

Mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion se ha demostrado que HSP90B
endogena co-inmunoprecipita con ERKS5 recombinante en dos lineas celulares
diferentes, lo que indica que ambas proteinas interaccionan. No se apreciaron
diferencias en la co-inmunoprecipitacion con Hsp90p de ERKS activa e inactiva, de
manera que parece que Hsp90 es necesaria para el correcto plegamiento de ERKS,
independientemente de su estado de activacion. No ha sido posible co-
inmunoprecipitar ambas proteinas recombinantes, lo que podria indicar que se trata
de un complejo trimérico que necesita de una tercera proteina, como sucede con
otras proteinas cliente de Hsp90. La funciéon de Hsp90 depende de una bateria de
proteinas co-chaperonas que regulan la actividad ATPasa de Hsp90 o que dirigen su

interaccidn con proteinas cliente especificas (Johnson y Brown, 2009).

Se han identificado 12 proteinas co-chaperonas para Hsp90, pero falta por definir el
mecanismo biolégico de las mismas, y las combinaciones en las que interaccionan
con Hsp90 (Roe et al., 2004). Destacan principalmente dos grupos de proteinas co-

chaperonas:

1. Co-chaperonas que poseen un dominio TPR (estructura helicoidal formada por la
concatenacion de hairpins helicoidales de unos 34 residuos), que se une a un
motivo MEEVD del extremo C-terminal de Hsp90. En este grupo de co-
chaperonas se encuentran WISp39, que parece actuar como factor de
especificidad para el reclutamiento de proteinas cliente, Hop/Sti1/p60 y el receptor
de membrana mitocondrial externa Tom70, que facilitan la unién de complejos de

proteinas unidos a Hsp90 a otras proteinas. Algunas co-chaperonas con dominio
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TPR incorporan funcionalidad enzimatica adicional. Por ejemplo, las inmunofilinas
Cyp40 y FKBPs son peptidil-prolil isomerasas, PP5 es una proteina Ser/Thr
fosfatasa, y CHIP es una E3/E4-ubiquitin ligasa (Pearl y Prodromou, 2006).

2. Co-chaperonas que regulan la actividad ATPasa de Hsp90. Se conocen 3 co-
chaperonas que tienen un efecto inhibidor en el ciclo ATPasa de Hsp90 (Hop/Sti1,
Cdc37 y p23) y dos que tienen un efecto activador (Aha1 y CPr6) (Pearl y
Prodromou, 2006)

Se ha descrito la unién de un complejo heterodimérico Hsp90/Cdc37 al domino
catalitico de diversas kinasas, lo que influye en la actividad de las kinasas a las que
se une. Algunas de las proteinas que requieren de la interaccion con Hsp90/Cdc37
son CDK4, IKK (inhibitory «B kinase), Raf1 o MOK (MAPK-overlapping kinase), Akt
(Basso et al., 2002), LKB1 (Boudeau et al., 2003). La interaccion Hsp90/Cdc37 con
IKK es necesaria para su activacion por el factor de necrosis tumoral (Chen et al.,
2002). La interaccion de CDK4 con Hsp90/Cdc37 es necesaria para su correcto
ensamblaje con la ciclina D (Dai et al., 1996).Teniendo en cuenta estos antecedentes,
se pone de manifiesto la necesidad de realizar ensayos de inmunoprecipitacion de
Hsp90 y ERK5 recombinantes, co-transfectando la proteina Cdc37, para comprobar si
es necesaria para la interaccion Hsp90-ERKS5. Sin embargo, la proteina co-chaperona
Cdc37 no ha sido purificada mediante la metodologia TAP, lo que sugiere que tal vez
no sea la proteina co-chaperona que favorece la union ERK5-Hsp90. Sera necesario
determinar la proteina/as co-chaperdn/es que utiliza Hsp90 para la unién a ERKS5, de
lo contrario la proteina Hsp90 transfectada no es funcional. En este sentido, una de
las proteinas identificadas mediante la purificaciéon TAP es la Peptidi-prolil isomerasa
A (o ciclofilina A). Teniendo en cuenta que otras peptidil-prolil isomerasas (Cyp40 y
FKBPs) han sido descritas como co-chaperonas de Hsp90 (Pirkl y Buchner, 2001),
podria darse el caso de que la PPIA actuara como co-chaperona de Hsp90. Sera
necesario realizar los correspondientes ensayos de co-inmunoprecipitacidon con
Hsp90, PPIA y ERKS5 para comprobarlo.

La sobre-expresion de ERKS5 en lineas celulares presenta una expresion
relativamente baja, no responde a la activacion por EGF y es poco activa en

respuesta al activador constitutivamente activo MEK5DD. La identificacién de la co-
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chaperona de Hsp90 podria resultar de suma utilidad en el estudio de la proteina

ERKS5 recombinante.

Hsp90 tiene dos isoformas: Hsp90a y B, que son consecuencia de una duplicacion
genética hace unos 500 millones de afios. Ambas isoformas tienen una identidad del
76%. Hsp90p es ligeramente mas larga que la isoforma a (originalmente denominada
Hsp86 o Hsp84) y es la forma que se expresa constitutivamente (Csermely et al.,
1998). Por su parte, Hsp90a es inducible y suele expresarse en células tumorales
(Barginear et al., 2008). En nuestro estudio, no se observd ERK5 enddgena ni
recombinante en los inmunoprecipitados de la forma a de Hsp90. Podria ser que las
pequefnas diferencias en la secuencia entre Hsp90a y B fueran suficientes para su
interaccion con otras proteinas. Otra posibilidad seria que el anticuerpo utilizado para
inmunoprecipitar Hsp90a compitiera con el sitio de union a ERKS. Seran necesarios
futuros ensayos utilizando otros anticuerpos anti-Hsp90a para definir si realmente

interacciona con ERKS5.

Una de las funciones de Hsp90 es la estabilizacién de las proteinas con las que
interacciona, previniendo asi su degradacién por el proteosoma. El tratamiento de
células HeLa o SH-SY5Y con geldanamicina o radicicol disminuye drasticamente los
niveles de ERKS. En esta linea, observamos que el tratamiento con el inhibidor del
proteosoma MG-132, previo al uso de radicicol, revertia la degradacion de ERKS, y
conllevaba la aparicion de ERKS5 mal plegada en el precipitado. Se sabe que los
inhibidores de Hsp90 inducen la disociacién de Hsp90 de sus proteinas cliente,
exponiendo lugares para la ubiquitinacion o SUMOilacion. Esta hipotesis se corrobora
en nuestros resultados preliminares, donde se aprecia que células tratadas con
geldanamicina e inhibidor de proteosoma MG-132 presentan un aumento de la
ubiquitinacién de ERKS5, detectado mediante inmunoblot, como pasa para otras
proteinas kinasas como Chk-1 (Nomura et al., 2005), Akt (Basso et al., 2002) o SGK-
1 (Belova et al., 2008). En la actualidad se estan llevando a cabo ensayos para
establecer el mecanismo por el que ERK5 es degradada tras la inhibicién de Hsp90, y

si esta degradacién es producida unicamente por ubiquitinacion.

Recientemente Woo et al. han descrito la SUMOilacion de ERK5S en respuesta a la
exposicion de las células a especies reactivas de oxigeno (ROS) y a advanced
glycation end products (AGE), que resultaba en la inhibicion de la actividad

transcripcional de ERK5. SUMO (small ubiquitin-like modifier) une covalentemente
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ciertos residuos de proteinas diana y altera diversas funciones proteicas (localizacion
subcelular, interacciones proteicas, union a DNA o funciones de transactivacion)
dependiendo del sustrato (Woo et al., 2008). Por ello, se debera estudiar si la

SUMOilacién de ERKS5 afecta a su ubiquitinacién o a su interaccion con Hsp90.

Por ultimo, se ha descrito que la inhibicion de Hsp90 con geldanamicina resulta en
una disminucion en la fosforilacidén y actividad de ciertas proteinas kinasas, como es
el caso de SGK-1 (Serum y Glucocorticoid regulated Kinase-1) (Belova et al., 2008).
Por ello, en la actualidad se estan llevando a cabo los correspondientes ensayos con

el fin de comprobar si éste es también el caso para ERK5.
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PKM2

Se decidid estudiar la interaccion de PKM2 con ERKS por dos motivos principales: la
elevada puntuacion obtenida en la purificacion TAP (347) y el resultado del analisis in
silico de PKM2. Dicho analisis mediante el programa Motif Scan del algoritmo
Scansite revelo la presencia de un dominio de interaccion a MAP kinasas (D-domain)
que se localizaba en una zona exterior y accesible para interaccionar con otras
proteinas. Por otro lado, la busqueda en bases de datos de residuos fosforilados dio
como resultado varios residuos, de los cuales la serina 37 era fosforilada in vivo en

respuesta a EGF.

La enzima piruvato kinasa cataliza la desfosforilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) a
piruvato, con la correspondiente formacion de ATP. Todas las células proliferativas
expresan la isoenzima PKM2, que puede presentar una forma tetramérica altamente
activa o una dimérica con baja afinidad por PEP (Rosenberger et al., 2005). El ratio
tetramero/dimero es regulado por intermediarios metabdlicos como fructosa-1,6-
bisfosfato y serina, que inducen la activacion de la tetramerizacion, pero también

puede ser activado por oncogenes como la kinasa pp60"°".

La isoforma PKM2 se expresa exclusivamente en embridon, pero se re-expresa en
células cancerigenas. La mayoria de células no tumorales del organismo adulto son
quiescentes, y utilizan los nutrientes para producir energia para mantener la
maquinaria celular. Sin embargo, las células cancerigenas deben dividir sus
nutrientes entre la produccion de energia y la sintesis de macromoléculas para
afrontar el crecimiento celular y la replicacion del DNA. Estas diferencias fueron
observadas por Otto Warburg cuando describié que las células tumorales necesitan
mayores aportes de glucosa y muestran ratios de glucdlisis y produccion de lactato
elevados incluso en presencia de oxigeno (WARBURG, 1956). Este fenotipo
metabdlico se denomina glucdlisis anaerébica o efecto Warburg. Recientemente se
ha descubierto que la enzima piruvato kinasa desempenfar un papel en el origen del
efecto Warburg (Christofk et al., 2008). Estos autores han observado que la expresion
de una variable de splicing de piruvato kinasa PKM2, y su asociacion a dominios
fosfo-tirosina, permite a las células utilizar predominantemente la glucdlisis
anaerobica en vez de la fosforilacion oxidativa. Estos hallazgos ofrecen nuevas

expectativas en la compresion del metabolismo de las células tumorales. Entender
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mas a cerca de PKM2 (como se expresa, regulacién de su splicing alternativo, qué
proteinas fosfo-tirosina son importantes para su regulacién en los tumores) puede
abrir nuevos caminos para la terapia del cancer basada en el control del metabolismo
(Ferguson y Rathmell, 2008). Sin embargo, se desconoce el mecanismo que controla
cuando el piruvato pasa a lactato o forma parte de la fosforilacion oxidativa. Es
posible que ademas de la isoforma de piruvato kinasa otros aspectos afecten a la
glucolisis aerdbica, como la asociacion de piruvato kinasa a complejos de proteinas
(Ferguson y Rathmell, 2008). Asi, decidimos estudiar la posible interaccion entre
ERK5 y PKM2.

En primer lugar se estudio el patron de elucion de PKM2 mediante cromatografia en
gel filtracién de extractos de células SH-SY5Y y Hela para evaluar la presencia de
complejos de alto peso molecular. En células SH-SY5Y se observaron 3 poblaciones
principales: una de 60 kDa que corresponderia con la forma monomérica, otra de 120
kDa que corresponderia con la forma dimérica y una poblacion de alto peso molecular
(>700 kDa), que podria corresponder con PKM2 formando complejos con otras
proteinas. En células HelLa se obtuvieron resultados similares, excepto por el hecho
de que no se apreciaba la poblacion correspondiente a la forma dimérica. Destaca de
estos resultados la ausencia de forma tetramérica de PKM2, pero seria necesario
repetir el ensayo utilizando FBP para comprobar la existencia de la forma tetramérica

de la proteina.

Dado el indicio de la formacién de complejos por parte de PKM2 observado mediante
filtracion en gel, decidimos llevar a cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion con
ERKS. Sin embargo, no conseguimos ver la interaccion entre ambas proteinas
endogenas ni recombinantes. Cabe decir que en el caso de Hsp90 sdélo se apreciaba
la interaccion al inmunoprecipitar Hsp90 enddgena y deteccion de ERKS
recombinante. En el caso de PKMZ2, sin embargo, no existen anticuerpos anti-PKM2

comerciales capaces de inmunoprecipitar PKM2.

También es posible que PKM2 y ERK5 no interaccionen directamente, ya que la
metodologia TAP permite purificar complejos de proteinas. En este sentido, estudios
previos han descrito la interaccion de Hsp90 con PKM2 en células HEK293T (Falsone
et al., 2005). Asi, se llevaran a cabo ensayos en células HEK293T co-transfectando

Hsp90, PKM2 y ERKS, para evaluar si las 3 proteinas forman un complejo.
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Como se ha mencionado anteriormente, el estudio de la base de datos publicada por
Olsen at al. en 2006 identifica la serina 37 de PKM2 como un residuo fosforilado in
vivo en respuesta a EGF. Ademas, esta serina presenta una prolina en posicion +1,
necesaria para poder ser fosforilada por las MAP kinasas. Con todo, decidimos llevar
a cabo ensayos kinasa con las principales MAP kinasas que responden a EGF
(ERK1, ERK2 y ERKS utilizando PKM2 como sustrato, pero no se obtuvo sefal de
fosforilacion de PKM2 en la autorradiografia correspondiente. Podria ser que estas
kinasas no sean las responsables de la fosforilacion de PKM2, pero también es
posible que las condiciones del ensayo no fueran las Optimas para su fosforilacion.

Por ejemplo, podria ser necesaria la presencia de FBP.

Por otra parte, se estudié la actividad de PKM2 procedente de extractos de células
HelLa y se observd que la actividad enzimatica de PKM2 aumentaba en respuesta a
EGF y Sorbitol. En el futuro habra que estudiar el patrén temporal de activacion de
PKM2 frente a EGF y Sorbitol mediante cinéticas de dosis y concentracion. Ensayos
muy preliminares con Sorbitol (n=1) muestran un pico maximo de activacién de PKM2
a 15 minutos que va disminuyendo progresivamente hasta llegar a los niveles basales

tras dos horas de tratamiento.

Decidimos realizar mutagénesis dirigida de la serina 37 (residuo fosforilado in vivo) a
alanina (para ver el efecto de la ausencia de fosforilacion) y a acido aspartico (para
ver el efecto de una fosforilacién constitutiva, ya que el residuo negativo mimetiza al
grupo fosfato). La mutacion de la serina 37 de esta proteina produce un aumento en
la actividad cuando se cambio6 a acido aspartico y un aumento aun mayor cuando se
cambi6 a alanina, indicando que este residuo podria jugar un papel importante en la
actividad de PKM2. A diferencia de lo observado con PKM2 enddégena, PKM2
recombinante (mutantes y wt) no responden a FBP, aunque si aumentan la actividad

al aumentar la concentracion del sustrato de la reaccion PEP.
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3. PAPEL DE ERKS EN ISQUEMIA CEREBRAL

En este trabajo se ha utilizado un modelo de isquemia in vitro que permite una
aproximacion fiable a una situacién de isquemia in vivo (Goldberg y Choi, 1993). Este
modelo permite ademas llevar a cabo una caracterizacion bioquimica exhaustiva de la
via. Asi, se escogido como modelo la privacién de oxigeno y glucosa (OGD) en cultivos
mixtos de neuronas corticales de rata. Existen otros modelos de infarto cerebral in
vitro, como por ejemplo los cortes de tejidos organotipicos. Estos sistemas, a
diferencia de los cultivos primarios, conservan la integridad del tejido, contienen
células endoteliales y proinflamatorias y mantienen la estructura neuronal. Sin
embargo, los cultivos primarios presentan las siguientes ventajas: permiten un control
mas riguroso de las condiciones, mayor accesibilidad de los farmacos y el
seguimiento de cada tipo celular es mucho mas sencillo. Asi, los cultivos neuronales
son un sistema adecuado, accesible y practico para el estudio del dafio neuronal
isquémico (Malagelada, 2003). Ademas, la eleccion de este sistema presentaba otra
ventaja, dado que es el modelo de estudio de isquemia cerebral de otro grupo de
investigacién de nuestro Departamento, el equipo del Dr. José Rodriguez. Esto
resultaba extremadamente util para la puesta punto de la metodologia. EI grupo del
Dr. Rodriguez habia estudiado previamente en qué grado contribuian la necrosis y la
apoptosis a la muerte generada por la OGD. Observaron que en respuesta a la OGD
se producia una muerte del 50% de las células, y que aproximadamente la mitad de
la muerte era de tipo necrético y la otra mitad de tipo apoptético (Malagelada et al.,
2005).

En diversos estudios se ha observado la activacion de las MAP kinasas ERK1/2, JNK
y p38 en respuesta a la isquemia y reperfusién (Herdegen et al., 1998; Ozawa et al.,
1999; Wang et al., 2004; Lennmyr et al., 2002). En este sentido, Xia et al. afirman que
la activacion de ERK1/2 protege a las células neuronales del dano isquémico,
mientras que la de JNK'y p38 contribuyen a la apoptosis (Xia et al., 1995). Wang et al.
observaron un aumento de fosfo-ERK5 en hipocampo de ratas Sprague-Dawley
sometidas a 15 minutos de isquemia global mediante la oclusion trasiente de cuatro
vasos (Wang et al, 2004). Estos autores también observaron que el
precondicionamiento producia un aumento de la fosforilacion de ERKS en la region
hipocampal CA1 que se mantenia entre 1 y 5 dias (Wang et al., 2006). Este grupo

también ha descrito que la via ERK5-MEF2C contribuye al efecto anti-apoptético del
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precondicionamiento (Wang et al., 2008). Sin embargo, la activacion de ERKS5
descrita por estos autores mediante inmunohistoquimica deberia ser cuestionada, ya
que no existen anticuerpos que reconozcan especificamente la forma fosforilada de
ERKS5. Los anticuerpos anti-P-ERK5 comerciales reconocen también a P-ERK1/2. Por
lo tanto, pueden ser utilizados en inmunoblot, ya que la diferencia de peso molecular

entre estas kinasas permite distinguirlas, pero no en ensayos de inmunohistoquimica.

Tras los primeros ensayos de OGD de este trabajo, se observd una disminucion en
los niveles totales de proteina ERKS5. Esta disminucién era proporcional al dafo
producido por la isquemia. Es la primera vez que se describe que una MAP kinasa es

degradada tras la isquemia.

Wang et al. observaron un aumento en la sefial de P-ERK5 mediante inmunoblot, con
un pico de activacién a los 30 minutos de reperfusion (Wang et al., 2004). En nuestro
modelo, a tiempo 0 post-OGD, ERK5 se encuentra totalmente desfosforilada. Se
observa una hiper-fosforilacion de ERK5 en respuesta a la reperfusion, con un
maximo a 30 minutos post-OGD, a pesar de la gran disminucion de los niveles de
proteina total. Estos resultados estan de acuerdo con los publicados previamente e
indican que ERKS5 se activa en respuesta a la reperfusion, y no a la isquemia. Esto
indica que ERKS5 puede jugar un papel durante la reperfusion en la muerte o
supervivencia de las neuronas (como ocurre con otras MAP kinasas activadas tras las

la isquemia-reperfusion).

Con el objetivo de determinar si ERK5 estaba siendo degradada por alguna proteasa,
se estudio la vida media de ERKS5 y se determind que es de unas 17 horas en cultivos
mixtos de neuronas corticales y en células PC12. Se trata de una vida media larga si
se compara con la de otras MAP kinasas como JNK1 cuya vida media es de 8 horas
(Das et al., 2007). Asi, la rapida disminucion de ERKS debia ser producida por la
accion una proteasa activada en la isquemia. Se ensayaron diversos inhibidores de
proteasas para estudiar su efecto en la disminucidon de ERKS5 inducida por la
isquemia-reperfusion. El pan-inhibidor de las caspasas Z-VAD y el inhibidor del
proteosoma MG-132 no revertian la disminucion en los niveles de ERKS5 tras la OGD.
Sin embargo, dos inhibidores diferentes de calpaina (ALLN y MDL 28170) revertia la
disminucién de los niveles de ERKS5, sefialando a calpaina como la responsable de la
degradacion de ERKS en la OGD.
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Las calpainas son una familia de cisteina proteasas dependientes de calcio (Huang y
Wang, 2001). Ambas proteinas son heterodimeros que contienen una subunidad
grande de 80 kDa y una subunidad reguladora (CSS1) de 28 kDa (Asangani et al.,
2006). Aunque se desconoce la regulacion de la actividad de las calpainas, se sabe
que participan en variedad de procesos celulares, incluyendo remodelacion del
anclaje del citoesqueleto a la membrana, diferentes vias de transduccion de sefiales,
apoptosis y necrosis (Goll et al., 2003). Tras la isquemia, la entrada de calcio
producida por la despolarizacion celular activa a las calpainas. Ademas el kainato y
glutamato liberados durante la cascada isquémica también inducen la activacion de

calpaina (Yamashima, 2004).

Las calpainas mejor descritas son p-calpaina o calpaina 1 (requiere concentraciones
micromolares de calcio para activarse) y m-calpaina o calpaina 2 (requiere
concentraciones milimolares de calcio para activarse) (Goll et al., 2003). En este
trabajo se decidié utilizar m-calpaina en los ensayos in vitro dado que habia sido
descrito que ERK fosforila a esta isoforma in vitro e in vivo en respuesta a EGF
(Glading et al., 2000; Shiraha et al., 2002a; Glading et al., 2004). Los estudios
llevados a cabo por Glading et al. utilizaban PD98059 para inhibir MEK1. Sin
embargo, y como se ha comentado anteriormente, este compuesto también inhibe a
MEKS, de manera que ERKS podria ser la responsable de la fosforilacion de m-

calpaina.

Asi, se llevaron a cabo ensayos in vitro para comprobar la degradacion de ERK5 por
m-calpaina, y los resultados obtenidos apuntan a que ERKS es sustrato de calpaina.
Sin embargo, no fue posible determinar el lugar primario de corte de la proteasa, en
parte debido a que la degradacion de ERKS es muy rapida (a pesar de disminuir la
temperatura de la reaccién y la concentracion de la proteasa). Dado que numerosos
estudios apuntan a la activaciéon de p-calpaina tras la isquemia cerebral (Yamashima,
2004), se evaluara en futuros ensayos la actividad in vitro de p-calpaina utilizando

ERK5 como sustrato.

Las proteinas diana de calpaina contienen tipicamente secuencias PEST,
denominadas asi por ser ricas en prolina (P), acido glutamico (E), serina (S) y
treonina (T), flanqueadas por aminoacidos cargados positivamente (Tompa et al.,
2004). La comparacién interespecifica de la secuencia de ERKS5, revela dominios

PEST altamente conservados en rata, ratén y humano (figura 89). La secuencia de
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ERKS5 presenta 4 regiones PEST con puntuaciones elevadas, que podrian ser lugares
putativos de corte por calpaina (puntuaciones mayores de -5 se consideran
significativas). Las puntuaciones obtenidas se encuentran entre +3 y +18, y son muy
altas en comparaciéon con las observadas por otros autores para proteinas sustrato de
calpaina. Por ejemplo, el receptor de la hormona paratiroidea rPTH1R contiene una

region PEST con un score de -0,08 validado como lugar de corte de calpaina
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(Shimada et al., 2005).
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FIGURA 89. Localizacién de las secuencias PEST en el alineamiento de secuencias
de proteina ERK5 de ratdn, rata y humana. En rojo se sefialan las secuencias PEST
reconocidas por el programa PEST FINDER, junto con el score de la secuencia (entre
paréntesis). --- indica el dominio kinasa de ERK5. Los aminoacidos idénticos se muestran
enmarcados en negro, los cambios conservativos en gris y los no conservativos en blanco
(m:mouse; r: rat; h: human).

Una de las regiones PEST identificadas (399-440) se encuentra inmediatamente a
continuacion del dominio kinasa de ERKS5. Dado que la cola C terminal de ERKS
empieza en el residuo 410, el corte de calpaina en esta region dejaria a ERKS sin su
cola C-terminal caracteristica. En los ensayos in vitro realizados con m-calpaina y
ERK5 como sustrato aparecian fragmentos N-terminal de unos 55 kDa que podrian
corresponder al dominio kinasa de ERKS5. Ademas en los correspondientes
inmunoblots de cultivos de neuronas corticales tratados con NMDA a tiempos cortos
también se apreciaba la aparicién de un fragmento de ERK5 de unos 55 kDa. Por otra
parte, hemos observado que la proteina ERK5 recombinante ERK5(1-490) sin el
dominio C-Terminal es mas resistente al corte por calpaina que la proteina wild type.
Lo arriba expuesto indica que calpaina produciria un corte primario situado entre el
dominio kinasa y la cola C-terminal. De ser asi, se habria de contemplar la posibilidad
de que el dominio kinasa de ERKS5 realizara alguna funcién en la célula, ya que la

mayoria de sustratos de calpaina se proteolizan para producir fragmentos activos
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biologicamente. Por ejemplo, Bid es cortado por calpaina durante la isquemia
reperfusion de corazones adultos de conejo y el fragmento generado media la

liberacion del citocromo ¢ (Chen et al., 2001).

Se han descrito varias proteinas kinasas sustrato de calpaina: calcium/calmodulin-
dependent kinase, doublecorin-like kinase, ERF receptor kinase, myosin Light chain
kinase (MCK), ppFAK'?°, pp60°R¥, Proteina kinasa C (PKC) (Goll et al., 2003), pero es
la primera vez que se describe una MAPK como sustrato de calpaina. La rapida
degradacion de ERKS por calpaina podria deberse a la presencia de varias
secuencias PEST. Para comprobarlo, en la actualidad, se estan obteniendo los
correspondientes mutantes de delecion de ERKS para cada una de las secuencias
PEST, con el fin de evaluar si la deleciéon de alguna de estas secuencias PEST

confiere resistencia a la degradacién por calpaina.

La proteina kinasa PKC sélo es degradada por calpaina en su forma activa (Xu y
Deng, 2006). PKC se degrada por calpaina en respuesta a estrés frente a ésteres de
forbol TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-1cetato) y esto forma parte de un
mecanismo de down regulation de la kinasa (Savart et al., 1992). Por ello, estudiamos
las diferencias en la degradacion de ERKS activa e inactiva por calpaina. Sin
embargo, no se apreciaron diferencias en la degradacion de ERKS5 en funcion de su

estado de activacion.

Diferentes autores han observado propiedades neuroprotectoras de inhibidores de
calpaina MDL28170, PD150606 y SJA6017 en cultivos celulares y en modelos de
dafio neuronal in vivo en respuesta a isquemia cerebral focal o diffuse head injury
(Huang y Wang, 2001). Sin embargo, en nuestro modelo de isquemia los inhibidores
de calpaina no tienen efectos en la viabilidad celular. Estas diferencias observadas
podrian deberse simplemente al método utilizado para medir la viabilidad. En nuestro
modelo de OGD en cultivos mixtos de neuronas corticales, no se observan cambios
en la viabilidad celular tras la OGD al ser medidos con MTT o Alamar Blue. Sin
embargo, el tratamiento con ALLN si que produce una disminucion de las células PI
positivas (necroéticas). A la vista de estas discrepancias, cabe plantearse si MTT y
Alamar Blue son un indice fiable para medir la viabilidad. Se deberia comparar el
resultado obtenido mediante MTT y Alamar Blue con otro método, como la medida de

actividad lactato deshidrogenasa (LDH). Este método determina las células que
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presentan la membrana citoplasmatica rota, a partir de la medicién de la actividad

LDH del medio de cultivo.

En este trabajo se ha demostrado que CSS1 enddgena co-inmunoprecipita con
ERK5, lo que indica una interaccion directa entre ambas proteinas. Ademas, la
cromatografia en gel filtracion de extractos de células SH-SY5Y pone de manifiesto la
existencia de una poblacion de CSS1 que eluye a alto peso molecular, y que coincide
con la fraccion de ERK5 de alto peso molecular. Se ha descrito la interaccion de la
subunidad pequefia de calpaina con otras proteinas. En la base de datos PINA
(Protein Interaction Network Analysis platform) figuran las siguientes: Rho guanine
nucleotide exchange factor 6, Arrestina-C, subunidad catalitica de Calpain-1 y
Calpain-2, Calpastatin, Cell division protein kinase 4 (CDK4), Developmentally
regulated GTP-binding protein 1, subunidad beta-2 de la proteina de uniéon a guanina
G/Gs/Gr, precursor de la cadena gamma del receptor de citosina, Rab-1A, aPIX
(Rosenberger et al., 2005). En la bibliografia existen otros casos interaccién con
CSS1 y degradacion por la subunidad catalitica: CSS1 interacciona con el receptor de
hormona paratiroidea PTH1R, que no sdélo interaccionaba con CSS1 sino que también

es degradada por calpaina de forma dependiente de calcio (Shimada et al., 2005).

Nuestros resultados muestran que ERK5 no interacciona con la subunidad grande de
calpaina. Sin embargo, si se comprobo la interaccion descrita entre la subunidad de
calpaina CSS1 y la subunidad grande. De estos resultados se deduce que en la
célula existen al menos dos complejos diferentes para CSS1, uno formado por ERKS-
CSS1 y otro por CSS1-Subunidad grande de calpaina, pero no un complejo trimérico
CSS1-ERK5-Subunidad grande de calpaina. Otra posibilidad es que exista un
complejo ERK5-CSS1, que CSS1 facilite la unidon de la subunidad catalitica de
calpaina, pero que la degradacion de ERKS sea tan rapida que impida visualizar la

interaccion.

Por otro lado, seria interesante comprobar si ERK5 es capaz de regular la actividad
de calpaina por fosforilacion. Existen precedentes de proteinas kinasas que inducen
fosforilacidon de calpaina. La proteina kinasa A fosforila a m-calpaina en la serina 369,
inhibiendo la activacién de m-calpaina inducida por factores de crecimiento (Shiraha
et al., 2002b). ERK1/2 fosforilan y activan m-calpaina en la serina 50 en respuesta a
factores de crecimiento (Glading et al., 2004). Otra proteina kinasa que fosforila a

calpaina es la proteina kinasa Ci (PKCi), asociada con la migracién acelerada y la
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invasion de las células tumorales del cancer de pulmén humano (Xu y Deng, 2006), y

que fosforila tanto a y- como a m-calpaina.

El tratamiento con NMDA per se también produce una disminucién de los niveles de
ERKS5 de cultivos mixtos de neuronas corticales. Ademas, el uso del antagonista de
los receptores de NMDA, el MK801, revierte la disminucion de ERKS observada tras
la OGD. Estos resultados relacionan la disminucién de ERKS5 en respuesta a la
isquemia con la excitotoxicidad producida por la sobre-estimulacion de los receptores
de NMDA, y la consecuente entrada masiva de calcio a la célula. Este hecho nos
llevé a plantearnos si una entrada masiva de calcio producida por otra via también
induciria la degradacion de ERKS. Para ello se utilizé la tapsigargina, un inhibidor de
las enzimas SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca®* ATPase), que se utiliza para
simular situaciones de estrés reticular. Este compuesto produce un aumento de la
concentracion de calcio intracelular, bloqueando la habilidad de la célula de bombear
calcio al reticulo endoplasmatico y sarcoplasmico, lo que produce que estas reservas
se agoten. Sin embargo, el tratamiento de los cultivos mixtos de neuronas corticales
con 5 uM de tapsigargina no disminuye los niveles de ERKS5, indicando que no sélo
es necesario un aumento de calcio intracelular para la activaciéon de calpaina que
degrada a ERK5 en la célula. Asi, para que se produzca esta degradacion es
necesaria la activacion de los receptores de NMDA, la consecuente entrada de calcio
y la activacion de calpaina. La figura 90 resume el modelo que proponemos en este

trabajo.

En este punto, se habia establecido la disminuciéon en los niveles de ERKS en
respuesta a la OGD eran debidos a la accidén de calpaina, y que esta disminucion era
proporcional a la viabilidad celular. Por ello, nos planteamos la posibilidad de que la
disminuciéon en los niveles de ERKS produzca la muerte celular. En este caso, la

sobre-expresion de ERK5 deberia producir un aumento en la viabilidad celular.
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ISQUEMIA / REPERFUSION

Glutamato

FIGURA 90. Modelo propuesto para la degradacion de ERK5 en respuesta a la

isquemia cerebral, en que calpaina es responsable de la degradacion de la kinasa.

Diversos trabajos se centran en el papel protector de ERK5 frente a la muerte celular
(Pi et al., 2004; Winn et al., 2006; Heerssen y Segal, 2002). Ademas, se ha observado
un aumento de la activacion de ERK5 en corazones de cobaya, y que esta activacion
disminuye el dafio tras la isquemia y reperfusion del tejido. En este sentido, se asigna
a ERKS5 un papel protector frente a la isquemia miocardica, a través de la reduccion
de la permeabilidad de gap junctions y de la inhibicion de la proteina pro-apoptética
BAD (Hausenloy y Yellon, 2006). Tal vez se pueda establecer una correlacion entre lo
observado en la isquemia cardiaca y la cerebral. Se decidié estudiar el papel de la
sobre-expresiéon de ERK5 en nuestro modelo de OGD. Se descartdé el uso de
adenovirus tipo 5, adenovirus caninos CAV2 y adenoasociados debido a la escasa
infeccién neuronal. Finalmente se generaron lentivirus que expresaban ERKS5 y GFP
0 solo GFP (control). La expresion de los vectores lentivirales control y ERKS en
cultivos mixtos de neuronas corticales aumentaban ligeramente la viabilidad (mediada
con Alamar Blue) tras la OGD, pero no se apreciaban diferencias entre expresar GFP
o ERKS.

Se decidio estudiar el efecto de la sobre-expresion de ERKS (con lentivirus) en el tipo

de muerte que inducia la OGD, apoptoética o necrética. Dada la activacion de calpaina
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tras el aumento de calcio producido por la excitotoxicidad de la cascada isquémica,
estabamos principalmente interesados en la respuesta necrética. Las células
sometidas a OGD presentaban una morfologia diferente, y resultaba muy complicado
distinguir los nucleos condensados o fragmentados de los no condensados, por lo
que resultd extremadamente dificil llevar a cabo el contaje de nucleos apoptéticos, y
se obtuvo un tanto por ciento bajo (10%) de células apoptdticas. Estos resultados
difieren de los obtenidos por Malagelada et al., que observo un 25% de células
apoptéticas tras la OGD (Malagelada et al.,, 2005). Estas diferencias pueden ser
debidas a la introduccion de un cambio importante en el protocolo de OGD. El
protocolo fue puesto a punto originalmente para realizar las OGDs manualmente (el
tampdn se desoxigenaba burbujeando nitrdgeno en un falcon), pero actualmente se
realizan los ensayos utilizando una camara anoxica, que probablemente es mucho
mas eficiente. Por otro lado, si fue posible realizar el contaje de células necréticas. En
los primeros ensayos se obtuvo un 90% de células necréticas, y no respondian a
ninguno de los tratamientos realizados, indicando que la OGD era demasiado
agresiva, por lo que se bajo el tiempo de privacion de oxigeno y glucosa de 75 a 60
minutos. Tras el ajuste de las condiciones, se observé que un 45% del total de células
eran Pl positivas (necréticas) tras la OGD. La expresion del vector lentiviral control
disminuia el numero de células necréticas, pero aumentaban de nuevo si el vector
lentiviral expresaba ERKS. Las diferencias observadas en la viabilidad de los cultivos
tras la infeccion de virus control o virus con ERKS debe ser atribuida a ERKS. Asi, el
aumento de la muerte al sobre-expresar ERK5 en comparacion con el control podria
ser debido a que la sobre-expresion de ciertas kinasas puede resultar toxica para la

célula.

Nuestros resultados muestran que la simple infeccion con un vector lentiviral de
sobre-expresién neuroprotege a las ceélulas corticales. Esta neuroproteccion podria
ser debida a los factores inflamatorios liberados por las células en respuesta a la
infeccion viral. Otros autores han descrito que la infeccion lentiviral produce
neuroinflamacién y dafo neuronal en cultivos de ganglio de espina dorsal de gato
(Zhu et al., 2005). Este dafio neuronal era mediado por la activacion de STAT1. Los
STATs son miembros de la familia de factores de transcripcion Signal Transducers y
Activators of Transcription, una de las vias mas importantes implicadas en convertir la

sefal de las citoquinas en programas de expresion génica (Pfitzner et al., 2004). La
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inflamacion producida por la infeccion lentiviral podria proteger al cultivo de la OGD,
igual que lo hace un precondicionamiento, donde un insulto isquémico corto protege
de la muerte frente a un dafio isquémico mayor posterior (Davis y Patel, 2003;
Hausenloy y Yellon, 2006; Steiger y Hanggi, 2006; Pluchino et al., 2005). Se deberia
comprobar si la infeccion lentiviral produce inflamacion en los cultivos, por ejemplo,

monitorizando los niveles de expresion de STAT1.

Otra posible explicacién a la neuroproteccidn observada tras la infeccion con lentivirus
consiste en que la expresién de GFP protegiera a las neuronas corticales del dafio
isquémico. Se ha descrito que la proteina GFP induce la expresion de diversos
genes, entre los que se encuentra Hsp70p (Zhang et al., 2003). Por otro lado se ha
descrito que Hsp70 tiene un papel neuroprotector en la isquemia (Van Der et al.,
2005). En nuestro caso, se podrian explicar las diferencias en la neuroproteccion
observada entre el lentivirus control y el que sobre-expresa ERKS por los niveles de
GFP que expresan las células infectadas. En todos los casos, la expresion de GFP de

las células infectadas con lentivirus-ERK5 fue menor que la del virus control.

A pesar de los resultados obtenidos, no se puede descartar que ERKS juegue un
papel neuroprotector en la isquemia cerebral, pero que sea necesaria su activacion
para desarrollarlo. Como ocurre en otros modelos celulares, la proteina recombinante
que hemos utilizado no es activa, por lo que seria necesario infectar también a las
células con el activador MEK5DD. Dadas las dificultades que hemos tenido en la
infeccién de las células y la interpretacion de los resultados debido a la proteccion
intrinseca de los virus, se debe de contemplar una aproximacion diferente para
esclarecer el papel de ERK5 en la isquemia. Por ejemplo, llevar a cabo isquemias in
vivo en ratones knockout de ERK5 condicionales de cerebro, y comprobar si son mas

0 menos sensibles al dafio isquémico.

Finalmente, se ha utilizado un modelo de isquemia in vivo por oclusion de la arteria
cerebral media de rata. Mediante la tincion inmunohistoquimica del coértex cerebral se
ha corroborado la disminucion en los niveles de proteina ERKS que se habia
observado tras la OGD in vitro. Ademas las inmunohistoquimicas de cértex cerebral
revelaron que ERKS desaparece en el core isquémico (zona mas afectada por la
isquemia). Estudios preliminares parecen indicar que en algunas zonas de la

penumbra isquémica aumenta la intensidad de sefal de ERK5 nuclear.
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Tanto in vivo como in vitro hemos comprobado la degradacién de ERKS en respuesta
a la isquemia. Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Wang et al. en
hipocampo, a pesar de que también observamos la hiperfosforilacion inicial de ERKS.
Las diferencias observadas podrian deberse al modelo de isquemia utilizado. La
oclusion de la arteria cerebral media afecta principalmente al cortex cerebral, mientras
que la oclusion de cuatro vasos afecta principalmente al hipocampo. Asi, hemos
observado que en cortex ERKS5 es degradada por calpaina, mientras que en
hipocampo no se aprecia disminucion en los niveles de ERKS. Las diferencias entre lo
observado en hipocampo y en cértex podrian deberse a diferencias en la calpaina de
cada zona, como por ejemplo a diferentes subunidades cataliticas en los dos tejidos.
También podria deberse a diferencias en los complejos de proteinas que forma

calpaina en una u otra zona del cerebro, que facilitaran la degradacién por calpaina.

Como se ha comentado anteriormente, la degradacién de ERKS5 en respuesta a la
OGD se correlaciona inversamente con la viabilidad celular en cultivos mixtos de
neuronas corticales. Ademas, también se ha observado una disminucion de la
proteina ERK5 en coértex de cerebros de rata sometidas a isquemia. Por ello,
proponemos a ERKS como un marcador de la gravedad de la isquemia: a mayor dafio
producido mayor disminucion de ERKS5. Teniendo en cuenta que la variabilidad entre
los ensayos de isquemia cerebral es alta, resultaria muy util un marcador para
verificar que la isquemia ha funcionado. En la actualidad se utilizan marcadores como
Hsp70B, cuyos niveles aumentan tras la isquemia y se le atribuye un papel
neuroprotector (Van Der et al.,, 2005). Una ventaja que presenta el uso de ERKS
como marcador es que dias después de la lesidn no se recuperan los niveles
normales de la proteina (estudio realizado a 48 y 72 horas post-OGD en cultivos

mixtos de neuronas corticales).
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En este trabajo se ha caracterizado la activacion de la MAP kinasa ERK5 en la
linea celular SH-SY5Y. ERK5 se activa en estas células en respuesta a EGF,
sorbitol y a la sobre-expresion de la kinasa activadora constitutivamente activa
MEKS5-DD. ERKS se localiza tanto en el citosol como en el ndcleo de células SH-

SY5Y en reposo, mientras que ERKS5 activa se encuentra inicamente en el citosol.

La aplicacion de la metodologia TAP en células SH-SY5Y ha permitido identificar
diversas proteinas que interaccionan con ERK5 (que incluyen proteinas de
citoesqueleto, chaperonas y proteinas de metabolismo celular), entre las que

destacan la proteina chaperona Hsp90p y la piruvato kinasa PKM2.

HSP90B enddgena co-inmunoprecipita con ERK5 recombinante en dos lineas
celulares diferentes, lo que indica que ambas proteinas interaccionan. LoOS
inhibidores de Hsp90 geldanamicina o radicicol, producen una disminucion en los
niveles de la proteina ERK5, que son revertidos mediante la inhibicién de la
actividad proteosomal. Preliminarmente se ha observado la ubiquitinacion de

ERKS5, no descrita previamente.

No se ha podido establecer la interaccion entre PKM2 y ERK5. Sin embargo, la
PKM2 celular existe como complejo de alto peso molecular donde también se
encuentra ERK5, contiene un D-domain de unién a MAP kinasas y su actividad
enzimatica aumenta en respuesta a EGF y Sorbitol. La mutacion de la serina 37
de PKM2 a alanina o aspartico conlleva un aumento en la actividad catalitica de
PKM2, lo que indica que este residuo podria jugar un papel importante en la

actividad piruvato kinasa.

ERK5 es degradada por calpaina en respuesta a la isquemia in vitro (OGD) de
cultivos mixtos de neuronas corticales, y la degradacion es proporcional al dafio
producido por la isquemia. Esta disminucion en los niveles de ERK5 también se

observa en el cortex de cerebros de ratas Sprague-Dawley sometidas a isquemia.

El tratamiento de los cultivos mixtos de neuronas corticales con NMDA produce
una disminucién de los niveles de proteina ERKS5. El pretratamiento de los cultivos
con el antagonista de los receptores de NMDA MK801 revierte la disminucién de
ERKS5 en respuesta a la OGD, relacionando la disminuciéon de ERK5 con la

activacion de los receptores de NMDA.
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m-calpaina degrada rapidamente a ERKS5 in vitro, independientemente de su
estado de activacion. No se ha podido identificar el sitio primario de corte de
calpaina. Sin embargo, el dominio kinasa de ERKS5 es parcialmente resistente a la
accion de calpaina, por lo que es probable que calpaina inicie su accion
reconociendo la regién PEST situada entre el dominio kinasa y la cola C-terminal
de ERKS.

ERK5 y Ila subunidad reguladora de calpaina CSS1 endbgenas co-

inmunoprecipitan, lo que implica que ambas proteinas interaccionan en la célula.

La sobre-expresion de ERKS5 en cultivos mixtos de neuronas corticales no altera la
viabilidad de los cultivos sometidos a OGD, ni produce diferencias en el tipo de
muerte producido (apoptética o necrética) respecto a lo observado en los
controles. Sin embargo, la infeccién lentiviral per se protege de la muerte en

respuesta a la isquemia.

Asi, se establece por primera vez que tras la isquemia la entrada masiva de calcio
a través de los receptores de NMDA y la consiguiente activacion de calpaina
conlleva la degradacion de ERKS5, lo que produce una disminucion de los niveles

de esta kinasa.
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